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RESUMO

O sistema renina-angiotensina é descrito classicamente como um
sistema responsavel pelo controle do balangco hidroeletrolitico e da
pressdo arterial, sendo o principal efetor a angiotensina Il que ativa 0s
receptores para angiotensina Il do tipo 1 (ATi). Recentemente, foi
descrita a presenca de todos os componentes do RAS no sistema nervoso
central (SNC), ampliando a busca por possiveis fungdes fisioldgicas e
farmacoldgicas do sistema no SNC. No presente estudo foi investigado o
envolvimento do receptor ATy, através do uso de seu antagonista seletivo
losartana, sobre as alteragcbes comportamentais associadas ao
envelhecimento e a doenca de Parkinson (DP). Além disso, foi
investigada uma possivel interagdo proteina-proteina entre 0s receptores
AT:1 e os receptores A2A para adenosina no SNC. Inicialmente
observamos que o tratamento cronico durante 22 dias com a losartana (50
mg/kg, i.p.) foi capaz de reverter 0s prejuizos relacionados ao
envelhecimento observados em camundongos C57BI/6 com 13 meses de
idade nos testes do escore neuroldgico de severidade (ENS), labirinto em
Y e localizagdo de objetos. N&o foram observadas diferencas
significativas nos niveis dos receptores AT1 e AT» no cortex pré-frontal
dos camundongos com 3 ou 13 meses de idade. Considerando o
envelhecimento como um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas, investigamos 0s possiveis efeitos
neuroprotetores do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.) durante 22
dias em camundongos C57BI/6 de 6 meses de idade administrados com
MPTP (1 mg por narina) pela via intranasal, um modelo animal da DP. O
pré-tratamento com losartana foi capaz de prevenir a morte de neur6nios
dopaminérgicos na via nigroestriatal bem como as alteraches
comportamentais induzidas pela administracdo do MPTP nos testes do
ENS, labirinto em Y e localizagcdo de objetos. Ndo foram observadas
alteracdes nos niveis dos receptores AT1 e AT no estriado dos animais
tratados com MPTP ou losartana. Em adicdo, através de uma série de
experimentos de biologia molecular com a técnica de transferéncia de
energia por ressonancia bioluminescente e ensaio de ligacdo por
proximidade, demonstramos pela primeira vez a ocorréncia de
heterodimeros dos receptores metabotropicos AT1 e Aza em células HEK-
293-T e no estriado de camundongos. Por fim, demonstramos que a
administragdo de doses sub-efetivas de losartana e KW-6002 (antagonista
seletivo dos receptores Asa para adenosina) apresentam efeitos
sinérgicos, reduzindo a frequéncia de movimentos involuntarios
mandibulares induzidos pela reserpina (1 mg/kg, s.c.) em camundongos
Swiss adultos. Em conjunto, os resultados do presente estudo fornecem



novas evidéncias do envolvimento dos receptores AT, sobre 0s prejuizos
comportamentais observados no envelhecimento e na DP. Além disso, o
heterodimero dos receptores ATi/Aza caracterizado no presente estudo
pode representar um novo alvo farmacol6gico para o tratamento de
diversas doencas do SNC.

Palavras-chave: Sistema renina-angiotensina, receptores AT1,
envelhecimento, doenga de Parkinson, MPTP, comportamento,
memoria, receptores A2A, dimerizagao.



ABSTRACT

The classic renin-angiotensin system (RAS) is mainly associated
with cardiovascular functions and body water regulation, with
angiotensin 11 as its major effector acting through angiotensin 11 type AT1
receptor (AT1). It was recently disclosed the presence of all RAS
components in the central nervous system (CNS), highlighting the
putative physiological and pharmacological functions of RAS in the CNS.
In this study, we investigated the involvement of the AT receptor using
the selective antagonist losartan on the behavioral changes associated
with aging and Parkinson's disease (PD) in mice. Moreover, a possible
protein-protein interaction between the AT1 receptor and adenosine Aza
receptors in the CNS was investigated. Initially we found that chronic
treatment during 22 days with losartan (50 mg / kg, i.p.) was able to
reverse the age-related behavioral deficits observed in C57BL/6 mice
with 13 months-old of age in the neurological severity score (NSS), Y-
maze and object location tests. No significant differences were observed
in ATy and AT receptors levels in the prefrontal cortex of mice with 3 or
13 months of age. Since aging is a major risk factor to the development
of neurodegenerative diseases, we investigated possible neuroprotective
effects of losartan (50 mg / kg, i.p.) treatment during 22 days in C57BL/6
mice with 6 months of age. The neurotoxin MPTP was administered by
the intranasal route in a dose of 1 mg per nostril, used as an animal model
of PD. The pre-treatment with losartan was able to prevent the
dopaminergic neuronal death in the nigrostriatal pathway as well as the
behavioral impairments induced by MPTP administration evaluated in
NSS, Y-maze and object location tests. No changes in the striatal levels
of AT and AT, receptors was observed following the treatments with
MPTP and losartan. In addition, through a series of molecular biology
studies using bioluminescence resonance energy transfer and proximity
ligation assays, we demonstrated for the first time the occurrence of
heterodimers of metabotropic AT and Aza receptors in HEK-293-T cells
and in the striatum of mice. Finally, we demonstrated that the co-
administration of sub-effective doses of losartan and KW-6002 (a
selective Aza receptor antagonist) induced synergistic effects by reducing
the vacuous chewing movements induced by reserpine (1 mg/ kg, s.c.) in
Swiss adult mice. Altogether, these results provide new evidence of the
role of AT receptors on the behavioral impairments associated with aging
and PD. Furthermore, the AT1/Axa receptor heterodimer characterized in
this study may represent a novel target for pharmacological treatment of
various CNS disorders.



Keywords: Renin-angiotensin system, AT1 receptors, aging,
Parkinson’s disease, MPTP, behavior, memory, A2A receptors,
heterodimerization.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1. Componentes do sistema renina-angiotensina-

AIUOSTEIONA. ..vveiiiieeiee e 4
Figura 2. Aparato utilizado para a avaliacio do Escore

Neuroldgico de Severidade ..........ccvvveveivrienereree e 14
Figura 3 Foto representativa do aparato de discriminagéo olfatéria 16
Figura 4. Foto representativa do aparato do labirintoem Y ............ 17
Figura 5. Foto representativa do aparato do campo aberto .............. 18
Figura 6. Representacdo esquematica do teste da localizacdo de

(0] o] 1=] (01RO 19
Figura7. Representa¢do esquematica do teste do esguicho.............. 20
Figura 8. Foto representativa do aparato do rotarod .............cccceenee 21
Figura 9. Imagens representativas da técnica de pletismografia de
(o710 o - USROS 22
Figura 10. Primeiro protocolo experimental ............ccccooevvivvieininnne 24

Figura 11. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.)

sobre o0 estado neurolégico geral de camundongos C57BI/6 com 3

e 13 meses de idade avaliado no teste do Escore Neuroldgico de
SEVEIIUAUR ... s 25
Figura 12. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.)

sobre a funcdo olfatéria de camundongos C57BI/6 com 3 e 13

meses de idade avaliada no teste da discriminacdo olfatoria............. 26
Figura 13. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.) na
memoria de trabalho de camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses

de idade avaliada no teste do labirinto em Y ..o 27
Figura 14. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.)

sobre a atividade locomotora espontanea de camundongos C57BI/6
com 3 e 13 meses de idade avaliada no teste do campo aberto ........ 28
Figura 15. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.)

sobre a memoria espacial de curto prazo de camundongos C57BI/6
com 3 e 13 meses de idade avaliada no teste da localizacdo de

(0] 0] 1<] (01 29
Figura 16. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.)

sobre comportamento relacionado a anedonia em camundongos
C57BI/6 com 3 e 13 meses de idade avaliado no teste do esguicho.. 30
Figura 17. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.)
sobre a atividade locomotora espontanea de camundongos C57BI/6
com 3 e 13 meses de idade avaliada durante 60 minutos no teste do
CAMPO ADEIO ..ottt 31



Figura 18. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.)
sobre a coordenacdo motora de camundongos C57BI/6 com 3 e 13
meses de idade avaliada no teste do rotarod ..........cceccevvvivrvererinnnn, 32
Figura 19. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.)
sobre o peso corporal de camundongos C57BI1/6 com 3 e 13 meses

0[N To o [ TS 32
Figura 20. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.)
sobre a pressao sanguinea sistolica de camundongos C57BI1/6 com
3813 mMeSes de idade........cccvveriiieiriiieii e 33
Figura 21. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.)
sobre o imunocontetdo dos receptores para angiotensina Il do tipo

1 (AT:R) e do tipo Il (AT2R) no cdrtex pre-frontal de

camundongos C57B1/6 com 3 e 13 meses de idade ...........cccccevenee. 34
Figura 22. llustracdo das principais caracteristicas da DP............... 44
Figura 23. Figura ilustrando as principais caracteristicas
neuropatolégicas da doenga de Parkinson...........ccccccevveveveninneniennns 44
Figura 24. Esquema do procedimento utilizado para a

administragdo i.n. de MPTP ... 53
Figura 25. Foto representativa do teste do nado forcado ................. 55
Figura 26. Segundo protocolo experimental .........c..cccccevevveveiennnnn, 57

Figura 27. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg,

i.p.) e do tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) sobre o estado
neurolégico geral de camundongos C57BI/6 com 6 meses de idade
avaliado no teste do Escore Neuroldgico de Severidade................... 58
Figura 28. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg,

i.p.) e do tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) sobre a
discriminag&o olfatoria de camundongos C57BI/6 com 6 meses de
idade avaliada no teste de discriminagdo olfatoria.............c.ccocveennee 59
Figura 29. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg,

i.p.) e do tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) sobre a

memoria de trabalho de camundongos C57BI/6 com 6 meses de

idade avaliada no teste do 1abirinto em Y ..., 61
Figura 30. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p)

e do tratamento intranasal com MPTP (1 mg/narina) sobre a
atividade locomotora espontanea de camundongos C57BI/6 com 6
meses de idade avaliada no teste do campo aberto ...........ccccveeveenee. 62
Figura 31. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p)

e do tratamento intranasal com MPTP (1 mg/narina) sobre a

meméria espacial de curto prazo de camundongos C57BI/6 com 6
meses de idade avaliada no teste de localizag8o de objetos.............. 63



Figura 32. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p)

e do tratamento intranasal com MPTP (1 mg/narina) no
comportamento do tipo depressivo de camundongos C57BI/6 com

6 meses de idade avaliado no teste do nado for¢ado............cccceueee. 64
Figura 33. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p)

e do tratamento intranasal com MPTP (1 mg/narina) na atividade
locomotora espontanea de camundongos C57BI1/6 com 6 meses de
idade avaliada no teste do campo aberto........coccoeevviiiicincieieee, 65
Figura 34. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p)

e do tratamento intranasal com MPTP (1 mg/narina) sobre o
imunoconetido da enzima tirosina hidroxilase (TH) e na densidade
dos receptores AT-1 e AT-2 no corpo estriado de camundongos
CBTBIB ..ttt 66
Figura 35. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p)

e do tratamento intranasal com MPTP (1 mg/narina) sobre a

pressdo sanguinea sistdlica de camundongos C57BI/6 .................... 67
Figura 36. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p)

e do tratamento intranasal com MPTP (1mg/narina) sobre a

ingestdo hidrica e diurese de camundongos C57BI/6........................ 68
Figura 37. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p)

e do tratamento intranasal com MPTP (1 mg/narina) sobre 0s

niveis de eletrélitos presentes na urina de camundongos C57BI/6 ...69
Figura 38. Esquema representativo dos diferentes tipos de

0ligomerizacao d0S GPCRS..........coieiireiiricenee e 78
Figura 39 (A). O ensaio de imunocitoquimica realizado em células
HEK-293-T que co-expressam A,aR¢P e ATIRY™P . 95
Figura 39 (B, C). Analise de BRET em células HEK-293-T que
co-expressam GABAg:R™C/ ATIRYF @ AsaRIUC/ATRYFP o 97

Figura 40. O ensaio de liberagdo de calcio realizado em células
HEK-293-T transfectadas com PCDNAS3 (controle), A2aR/ATIR,

ATlR ou AzAR ................................................................................... 99
Figura 41 (A). Imagens representativas da co-localiza¢do dos
receptores AT1R, A2aR no estriado de camundongos............ccccuene. 99
Figura 41 (B). Resultados do ensaio de PLA no corpo estriado de
CAMUNAONGOS. ...ttt ettt 109

Figura 42. Efeitos dos tratamentos com losartana e KW-6002

sobre os movimentos mandibulares involuntérios induzidos pela
reserpina (1 mg/kg, s.C.) em camuNdONQOS .......covevreerrereereeerrerrereenes 100
Figura 43. Grafico representativo dos niveis dos receptores AT; e

Aza em sinaptossomas estriatais totais de camundongos selvagens

e knockouts para o receptor Aza 101



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Efeitos dos principais receptores envolvidos nas vias de
sinalizacdo do sistema renina-angiotensing ..........ccovvvvveereresesieeneneens 5
Tabela 2. Pardmetros avaliados no Escore Neuroldgico de Severidade
(ENS) ottt 15
Tabela 3. Principais farmacos utilizados atualmente para o tratamento da
doenca de ParkinSON ..........coeieirineieneee e 46
Tabela 4. Principais antagonistas dos receptores AT para angiotensina
11 disponiveis COMErcialmente ..........ccccvvvrereivviene e 50



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

6-OHDA - 6-hidroxidopamina

A2A - Receptor para adenosina do tipo 2A

AMPc - Adenosina 3',5'-monofosfato ciclico

Ang 1-7 - Angiotensina 1-7

Ang 1-9 - Angiotensina 1-9

Ang | - Angiotensina |

Ang Il - Angiotensina Il

ANOVA - Andlise de variancia

ARBs - Antagonistas dos receptores para
angiotensina Il

AT - Receptor de angiotensina 1 do tipo 1

AT; - Receptor de angiotensina Il do tipo 2

BHE - Barreira
hematoencefalica

BRET - Transferéncia de  energia  por
ressonancia bioluminescente

CFP - Proteina de fluorescéncia ciano

COMT - Catecol O-metil transferase

COX-2 - Ciclooxigenase do tipo 2

DAG - Diacilglicerol

DAT - Transportador de dopamina

DNA - Acido desoxirribonucleico

DP - Doenca de Parkinson

ECA - Enzima conversora de angiotensina

ECA 2 - Enzima conversora de angiotensina do
tipo 2

ENS - Escore Neuroldgico de Severidade

EUA - Estados Unidos da América

GLUT4 - Transportadores de glicose do tipo 4

GPe - Globo pélido externo

GPi - Globo pélido interno

i.p. - Intraperitoneal

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica

IP3 - Inositol trifosfato

IRAP - Receptores de aminopeptidases de
membrana regulados por insulina

L-Dopa Levodopa



LPS
LTP
MAO-A
MAO-B
MAS 1
MPP*
MPTP

NAT
NOS
NST
OMS
PA
PCR
PKC
PLA
Rluc
RNA
ROS
s.C.
SNC
SNpc
SNpr
TCE
TH
VMAT;

YFP

Lipopolissacarideo
Potencializagdo de longo prazo
Monoamino oxidase A
Monoamino oxidase B

Receptor pr6-oncogene MAS 1
1-metil-4-fenilpiridina
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina

Transportador de noradrenalina
Oxido nitrico

Nucleo subtalamico

Organizac¢do Mundial da Salde
Pressdo arterial

Reacdo de cadeia polimerase
Proteina quinase C

Ensaio de ligacdo por proximidade
Luciferase de Rennila reniformis
Acido ribonucleico

Espécies reativas de oxigénio
Subcutaneo

Sistema Nervoso Central
Substancia negra parte compacta
Substancia negra parte reticulada
Traumatismo cranioencefalico
Tirosina hidroxilase
Transportador vesicular de monoaminas
do tipo 2

Proteina de fluorescéncia Amarela



SUMARIO

1 INTRODUCAO: O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA......... 1
1.1 Uma breve contextualizacao histérica do sistema renina-

T[0T (=] Y[ - S 1
1.2 O sistema renina-angiotensina nos dias de hoje ..........cccccooveenees 3
1.3 Medicamentos que atuam no sistema renina-angiotensina.......... 5
1.4 O sistema renina-angiotensina no sistema nervoso central ......... 6

2 CAPITULO 1: O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINAE O

ENVELHECIMENTO ..ottt e 9
2.1 Introducdo: Envelhecimento populacional ...........c.ccocooecviiinnne. 9
2.2 O envelhecimento e o sistema renina-angiotensina................... 10
2.3 Justificativa e hipotese do trabalho ..o 12
2.4 ODJEtiVOQEIAL ......vvieeeecece e 13
2.4.1 Objetivos eSPECITICOS .....eveiririeriiieere e 13
2.5 Material @ MEtOUOS. .........coorvieririiice e 13
2.5.0 ANIMAIS....cuiiiiitiiiieire e 13
2.5.2 DIFOQAS....c.eeiterieeiiite sttt sttt bttt sb bbb bbb 13
2.5.3 Testes COMPOrtameNntais ........cccvecverererveiere e e e ee e 14
2.5.3.1 Avaliacdo do Escore Neuroldgico de Severidade................. 14
2.5.3.2 Teste da discriminagao olfatoria..........c.cocevvevirviinennienn 15
2.5.3.3 Teste do 1abirinto €M Y ....ccoociiiieiiiiiiee e 16
2.5.3.4 Teste do CampPo @DEItO ........ccovevevereeiere e 17
2.5.3.5 Teste de realocago de ObJetoS.........ccvvrvererierenerieisesienienas 18
2.5.3.6 Teste do esguicho (do inglés splash test)..........cccevvvvrerinnene 19
2.5.3.7 Teste do rotarod ..........cceoeeeriereieese e 20
2.5.4 Medida da pressdo arterial............cccoovvevenienniiienie e 21
2.5.5 Teste BIoqUIMICO.......ccviiiireieice e 22
2.5.5.1 Imunodeteccao de proteinas: Western blotting...........c........ 22
2.5.6 ANAlise eStatiStiCa .........ccvvveeeriiicree e 23
2.5.7 Desenho experimental ... 23
2.6 RESUITAOS ...t 24
2.6.1 Escore neuroldgico de severidade..........ccocevveiviieninieiesesieniennas 24
2.6.2 Teste de discriminago olfatoria............ccovevveiireieisennieenn 25

2 6.3 Teste do 1abirinto MY ...cveviiiicce e 26
6.4 Teste do campo aberto l........cccveveveiecieie e 28
2.6.5 Teste da realocacao de ODJetOS.........ccoveerierircinee e 28
2.6.6 Teste d0 eSQUICNO ......cviveirieiierecee e 29

2.6.7 Teste do campo aberto Il .........cccocevvveeieiece e 30



20

2.6.7 Teste dO rotarod..........cooeeveirenierieine e 31
2.6.9 PESO COMPOIEO .....eeviviieeieeie et 32
2.6.10 Pressdo arterial SIStAliCa ...........ccoeveerieiiice e 33
2.6.11 Niveis dos receptores ATy e AT, para angiotensina Il .......... 33
2.7 DISCUSSED.....ceviveteieieiesie ettt sttt sbe b e 35
2.8 CONCIUSED......c.eiuieeieieiiste e 41
3 CAPITULO 2: O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E A
DOENGCA DE PARKINSON......cooiiiiiiirieesee e 43
3.1 A doenca de ParkinSOn ..........cccovvviiereneneeie e 43
3.2 Modelos animais para o estudo da doenca de Parkinson: énfase
no modelo da administragdo intranasal de MPTP em roedores......46
3.3 Sistema renina-angiotensina na Doenga de Parkinson............... 49
3.3 Justificativa e hip6tese do trabalho............cccocevvieiiinccn, 51
3.4 ODJEtiVO GBIAL ... 52
3.4.1 Objetivos eSPECITICOS.....ccivviviiicrieiire e 52
3.5 Material € MELOUOS .......coueveieeree e 52
351 ANIMAIS ... 52
VA B L oo - LTS 53
3.5.3 Testes ComMpPOrtamentaiS .........ccccvvvereerereeieenese e 54
3.5.3.1 Avaliacdo do Escore Neuroldgico de Severidade................. 54
3.5.3.2 Teste da discriminagdo olfatoria...........cccoveerciiiveiiencnns 54
3.5.3.3 Teste do [abirinto @M Y .....ooeiiiiiiic e 54
3.5.3.4 Teste do campo @DEI0........ccevveeeererieeeee e 54
3.5.3.5 Teste da Realocacdo de ObjJetos........coovvvevverereeresenieen 54
3.5.3.6 Teste do nado fOrgado .........ccecvevvvevveiece e 54
3.5.4 Teste DIOQUIMICO ....ooveieiiiiiieiee e 55
3.5.4.1 Imunodeteccdo de proteinas: Western blotting..................... 55
3.5.5 Medidas fiSIOIOQICAS .......ccvriveiiriiiii e 55
3.5.5.1 Pletismografia de cauda..........cccccevvvrverierienieciene e 55
3.5.5.2 Medidas de consumo hidrico e diurese..........c.cocevvrvrvruennnn. 56
3.5.5.3 Analise da concentracéo de eletrolitos presentes na urina.... 56
3.5.6 ANAlise StAtISTICA .......vovevereeeriee e 56
3.5.7 Desenho eXperimental..........cocccooieieienne e 56
3.6 RESUITATOS......ccuviiiieciecccce e 57
3.6.1 Escore neuroldgico de severidade .........cocooveevevcneinnesesienen, 57
3.6.2 Discriminagao OIfatdria ........c.ccoevvevircienneiecree e 58
3.6.3 Labirinto @MY ..oooiiiiiiiecce e 60
3.6.4 Teste do campo @berto | .......ccoeveveiiivciece e, 62
3.6.5 Teste da realocacao de ODJEtOS .........ccecvrveeririeiriee e 62

3.6.6 Teste do NAdO FOrGAdO .......ccoveveirieirieeree e 63



3.6.7 Teste do campo @berto I .......coccvvvevvieeece e 64
3.6.8 Niveis de tirosina hidroxilase e dos receptores AT1 e AT, no

BSIIIAAO. ...t 65
3.6.9 Pressdo arterial SiStOliCa.........covvvevreenirieiiice e 66
3.6.10 Ingestao hidrica € diurese .......ccoceovreierierieine e 67
3.6.11 Niveis de eletrolitos (Na*, K*, CI) presentes na urina dos
camundongos tratados com MPTP e 0Sartana........ccccceeevvvrcveriennens 68
3.7 DISCUSSAO .....eeveeeiesieieie sttt sttt sttt 70
3.8 CONCIUSDES......cviveieieiicie e e 76

4 CAPITULO 3: AHETEROMERIZACAO DOS RECEPTORES
AT: E A,a COMO UM NOVO ALVO FARMACOLOGICO PARA

DOENGCAS DO SNC ...ttt 77
4.1 Introducdo: Oligomerizacao de receptores acoplados a proteina
TS 77
4.2 Oligomerizacdo de GPCRs como alvo farmacoldégico................ 79
4.3 O sistema adenosinérgico na DP: foco nos GPCRs Aza............. 80
4.4 Os receptores AT1 e Aza nos processos de oligomerizagao........ 81
4.5 O modelo experimental da reserpina..........cccocvvevereerererieereenennns 84
4.6 ODJEtiVOgEral ......c.eeeieeceee e 86
4.6.1 Objetivos eSPECITiCOS .....ciireirereieese e 86
4.7 Material @ MELOOS..........ccvvviiieiieneeeee s 86
7.1 ANIMEIS .t 86
7.2 DIOQAS...ecveetietieitee sttt ettt sttt sttt 87
4.7.3 ENSAIOS IN VITIO ..c.viviiiicicccecece e 87
4.7.3.1 Clonagem MOIeCUlar...........ccceoveveieriveiese e 87
4.7.3.1.1 Amplificacéo por Reagdo de Cadeia Polimerase (PCR).... 87
4.7.3.1.2 Digest&o com enzimas de restriGa0.........c.coovevervennenennes 88
4.7.3.1.3 Ligacdo do DNA com a enzima T4 DNA ligase................ 88
4.7.3.1.4 Transformacao de bactérias componentes ...........cc.cceennene. 88
4.7.3.2 CUItIVO CEIUIAN ... .o s 89
4.7.3.3 Transfeccao de células por PEI.........c..ccccoveiviienencinscesininne 89
4.7.3.4 Imunocitoquimica das células HEK-293T .........ccccceevevenne. 90
4.7.4 ENSAIOS EX VIVO ...c.viiviiticiiiieiteite ettt ettt 91
4.7.4.1 IMmunOFIUOIESCENCIA. .....evivieeicieiie e s 91
4.7.4.2 Ensaio de ligacdo por proximidade (PLA).......ccccccevvevvervenn. 92
4.7.4.3 Obtengd0 SinaptoSSOMAs tOLAIS .........cervevererieririeersie e 92
4.7.5 Teste DIOqUIMICO.......cciiirieiricee e 93
4.7.5.1 Imunodeteccdo de proteinas: Western blotting..................... 93

4.7.6 Teste comportamental............occovveernenneinee e 93



4.7.6.1 Movimentos mandibulares involuntarios induzidos pela

[T ] T SO S P 93
4.8 RESUITATOS ... s 93
4.8.1 Receptores AT formam heterdbmeros com receptores Azaem

ENSAIOS N VILIO ..ottt 93

4.8.2 Células co-transfectadas aumentam a mobilizac&o de célcio.. 96
4.8.3 Receptores AT, formam heterdbmeros com receptores Azaem

ENSAUOS EX VIVO...uviiviieitieieitesteete e ste st e et ste et resneesre e 98
4.8.4 Os receptores AT1 e Aza apresentam efeito sinérgico no SNC de
(o7 T 0 0] Vo (o] o T o LSRR 99
4.8.5 Animais knockout para o receptor Axa apresentam niveis
elevados do reCEPIOr AT 1 .o e s 100
4.9 DISCUSSAD .....vevvereeseeerieiestesseeeestesseeseesseseesseeseessessesseessessessessesssessens 102
4,10 CONCIUSAD......ccuiivieiiiecie e 107
5. ConsideragBes fiNaIS.......ccovivviiieie e 108

B. RETEIENCIAS. ...cvveeeeeeeeee ettt e et r et e s sttt e s s e e e s areeesans 109



1 INTRODUGAO: O SISTEMA RENINA-
ANGIOTENSINA

1.1 Uma breve contextualizacdo histdrica do sistema renina-

angiotensina

A histdria do descobrimento do sistema renina-angiotensina tem
inicio com “simples”, mas reveladores, experimentos realizados no
laboratério de Robert Adolph Armand Tigerstedt, no Instituto Karolinska,
entre 1896 e 1897. Esses experimentos foram idealizados por Richard
Bright, que foi o pioneiro em fazer a ligacdo entre doencas renais e a
hipertensdo, sendo atualmente considerado o pai da nefrologia (para
revisdo, ver Marks; Maxwell, 1979). As descobertas realizadas por Bright
e outros pesquisadores instigaram Tigerstedt a investigar se existiria uma
substancia oriunda dos rins capaz de influenciar os 6rgdos do sistema
circulatdrio, tendo em vista a correlagdo entre doengas cardiacas e renais,
além do corolario que surgira na época: “mensageiros quimicos” cuja
deficiéncia resultaria em doengas (MARKS; MAXWELL, 1979).

O estudo realizado por Tigerstedt e seu aluno Per Bergman testou
a hipotese de que o aumento da pressdo arterial (PA) ocorria em
decorréncia da liberagcdo de uma substancia produzida nos rins e que
passaria para a circulagdo. Eles utilizaram extrato renal de coelhos e o
fluido sobrenadante apds a centrifugacdo era administrado em outro
coelho, gerando um aumento na pressdo arterial e, assim, comprovando
gue a hipdtese estava correta. Outros experimentos realizados naquela
época demonstraram que a substancia era um potente agente pressor,
presente no cOrtex renal e sangue venoso renal, mas ausente na medula e
no sangue arterial. A substancia encontrada também néo fazia parte de
nenhum componente encontrado na urina; suas caracteristicas fisico-
guimicas indicavam que se tratava de uma proteina, que, entdo, foi
batizada pelos pesquisadores como renina (HINCK, 2011; MARKS;
MAXWELL, 1979).

Apesar dessa grande descoberta, o conhecimento moderno sobre
a renina, uma enzima proteolitica sintetizada principalmente por células
justaglomerulares do cértex renal, demorou a acontecer. Apenas em 1930,
apos o desenvolvimento de novos métodos de medida de pressao arterial,
€ que ocorreu a descoberta do agente pressor direto com efeitos
semelhantes ao da renina. A descoberta desse agente pressor ocorreu apos
estudos realizados com o modelo de “campleamento” da artéria renal de
cachorros, onde rins isquémicos eram capazes de liberar um agente
vasoconstritor. Apds diversos experimentos, esta substancia foi isolada e



nomeada de hipertensina pelo grupo liderado por Eduardo Braun
Menéndez, na Argentina. A conexao entre as duas moléculas continuava
desconhecida, mas os estudos do grupo argentino continuaram revelando
gue a renina era produzida nos rins e a hipertensina era formada no
plasma, e que existia uma molécula com atividade enzimética
denominada hipertensinogénio, capaz de formar hipertensina por meio da
renina. Por outro lado, Irvine Page e colegas da industria Ely Lilli nos
Estados Unidos da América (EUA), a primeira a sintetizar com sucesso a
hipertensina, denominaram a molécula como angiotonina e, ap6s uma
conferéncia na Universidade de Michigan, os grupos propuseram a
unificacdo dos nomes (angiotensina) — para revisao, ver Hinck (2011);
Marks; Maxwell (1898).

A descoberta de outro componente chave do sistema renina-
angiotensina, que é a enzima conversora de angiotensina (ECA), iniciou-
se com a descoberta de outro peptideo com acGes proteoliticas, a
calicreina (lis-bradicinina ou calidina) por Eugen Werle em 1937
(ERDOS, 2006). Logo em seguida, ocorreu a grande contribuicdo
brasileira para a descoberta da ECA, com os pesquisadores Mauricio
Oscar da Rocha e Silva, Wilson Teixeira Beraldo e Gastdo Rosenfeld que
estudavam amostras do veneno da jararaca (ROCHA E SILVA;
BERALDO; ROSENFELD, 1949).

Ao estudarem o papel da histamina comumente encontrado no
veneno de serpentes!, observaram que 0 veneno ao ser misturado com o
plasma sanguineo gerava um agente hipotensor e uma substancia
espasmogénica de masculo liso, a bradicinina (bradys = lento; kinesis =
movimento), e que 0 veneno por si era um potente fator de potencializagdo
da bradicinina, sendo posteriormente descritos os fatores
potencializadores de bradicinina, pertencentes a familia dos pequenos
peptideos (FERREIRA, 2000).

As descobertas do grupo de pesquisa brasileiro originaram
importantes ferramentas experimentais para que Keggs e colaboradores
em 1956, descobrissem que a renina libera um decapeptideo, a
angiotensina I, e que um fator presente no plasma sanguineo era capaz de
converter a angiotensina | em angiotensina Il, nomeando este fator de
enzima conversora de angiotensina (ECA). Ainda, descobriu-se que a
ECA e a enzima cinase |1, que inativa a bradicinina, eram, na verdade, a

1 O interesse em estudar o veneno de jararaca (Bothrops jararaca) surgiu
de observacdes que apés trabalhadores de plantagbes de banana
sofrerem picadas das serpentes, apresentavam uma subita queda da
pressao arterial.



mesma enzima (YANG et al.,1971). Estes pesquisadores também
descreveram que esta enzima era capaz de inativar a bradicinina e ativar
a angiotensina Il, descobrindo assim a peca do quebra-cabeca que faltava
para descrever o0 conceito classico do sistema renina-angiotensina, que
consiste na producdo do angiotensinogénio até sua conversdo em
angiotensina Il (SKRBIC; IGIC, 2009).

1.2 O sistema renina-angiotensina nos dias de hoje

Passados quase doze décadas desde a descoberta da renina, hoje
sabemos que a principal cascata catalitica do sistema (exemplificado na
figura 1) é composta por uma globulina plasmética produzida no figado,
0 angiotensinogénio, que é clivado pela renina (passo limitante) em
angiotensina | (Ang 1), que é convertida em angiotensina Il (Ang II) por
uma dipeptidil carboxipeptidase denominada de ECA presente nos vasos,
e a Ang Il pode atuar em receptores para angiotensina tipo 1 e 2 (AT e
ATy), sendo essa denominada a via classica (FYHRQUIST,;
SAIJONMAA, 2008).

A via ndo classica vem sendo descrita nos ultimos anos
englobando a descoberta de uma nova classe enziméatica semelhante a
ECA e, entdo, denominada enzima conversora de angiotensina 2 (ECA
2), uma carboxipeptidase com grande afinidade & Ang Il convertendo-a
em angiotensina 1-7 (Ang 1-7), também podendo converter a Ang | em
angiotensina 1-9 (Ang 1-9), a qual podera ser convertida a Ang 1-7 pela
ECA. De maneira semelhante, a Ang | também pode ser convertida a Ang
1-7 por endopeptidases plasmaticas. A Ang 1-7 liga-se ao receptor
acoplado a proteina G denominado proto-oncogene MAS 1 (JIANG et al.,
2014).

Outro eixo da via ndo classica engloba os efeitos mediados pela
angiotensina IV (Ang IV), sintetizada a partir da angiotensina Il por
aminopeptidases. A Ang IV atua nos receptores leucil-cistinil
aminopeptidase ou também conhecidos como aminopeptidase de
membrana regulados por insulina (IRAP), que estdo colocalizados com
transportadores de glicose GLUT-4 (CHAI et al., 2004).



ACE

Aminopeptidase Ammopept\dase

inogen Ang | Ang ll Ang 1\
Renin - -

Cathepsm B ( >Enclopept\dases ,,-"

i Neurcendocrine ACE2
| convertase 1 /i
i -
|
!
i

i "

Prorenin <—— Ang 1-7

D Enzymes MASL ATL ATQ IRAP
[ Receptors

-+ Enzymatic reaction
--—» |igand-receptor binding, receptor activated

—{ Ligand-receptor binding, receptor inhibited

Figura 1. Componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona. A pro-
renina pode ser ativada proteoliticamente nos rins a renina. A renina converte o
angiotensinogénio em Angiotensina | (Ang. 1), que pode atuar em trés vias de
sinalizagdo distintas. A primeira, Ang. |, é convertida em angiotensina Il (Ang.
I1) pela enzima conversora de angiotensina (ECA), ativando receptores de
angiotensina Il do tipo 1 (AT,) e levando a sintese de aldosterona. A segunda,
Ang. Il é convertida a Angiotensina 1 — 7 (Ang. 1-7) que atuard em receptores
acoplados a proteina G denominado proto-oncogene MAS 1 (MASL). E a
terceira, ocorrendo a formagao de angiotensina IV que ird atuar em receptores de
aminopeptidases de membrana regulados por insulina (IRAP). Figura adaptada
de (ROMERO; ORIAS; WEIR, 2015).

Apesar de classicamente o0 sistema renina-angiotensina estar
relacionado ao controle da PA e do balanco hidroeletrolitico, além do
envolvimento em processos deletérios e de reparo vascular. Mais
recentemente, suas atividades vém sendo relacionadas a outras fungdes,
exemplificadas no quadro 1, referentes aos diferentes eixos de vias de
sinalizacdo que podem ser ativados. Apesar desses avangos nho
conhecimento sobre o sistema renina-angiotensina, a Ang Il ainda é
considerada o principal mediador do sistema, no qual a elevacdo dos seus
niveis esta associada com o aumento de vasoconstri¢do e elevacao da PA
por meio de sua ligacao nos receptores AT; presentes em Varios tecidos.
Porém o eixo Ang 1-7 apresentaria um efeito regulatério contrario as
acles da Ang Il, enquanto eixo Ang IV estaria envolvido com processos
de degradacdo da vasopressina e da oxitocina. Os principais efeitos
relacionados aos receptores do sistema renina-angiotensina estdo
sumarizados na Tabela 1.



Quadro 1. Efeitos dos principais receptores envolvidos nos eixos das
vias de sinalizagdo do sistema renina-angiotensina.
e

Receptores
AT1* AT2* MAS1* IRAP*
(ativacéo) (ativacéo) (ativacéo) (inibicéo)
Efeitos
Retencéo de Efeitos Efeitos Melhora de

agua e sodio antiproliferativos | antifibréticos | processos de
aprendizado e

memdria
Vasoconstri¢do Apoptose Aumento Efeitos
sensibilidade | antifibréticos
do
barorreflexo
Pro- Anti-inflamatorio Anti- Anti-

inflamatorio inflamatorio inflamatorio
Hipertensao Vasodilatagdo | Vasodilatacdo | Vasodilatacdo

Secrecdo de Neuroprotegédo
aldosterona
Liberagdo de | Neuroregeneragdo
prolactina e
vasopressina
Aumento da
ativagdo do
sistema
Nervoso
simpaético.
de angiotensina Il tipo 1 e 2; IRAP: receptores de aminopeptidases de membrana

regulados por insulina; MASL: receptores acoplados a proteina G denominado
proto-oncogene MAS 1.

1.3 Medicamentos que atuam no sistema renina-angiotensina

Com as grandes descobertas envolvendo o sistema renina-
angiotensina que ocorreram nos UGltimos anos, surgiu uma grande
variedade de alvos farmacoldgicos. No entanto, como o sistema esta
diretamente relacionado com a hipertensdo, os farmacos presentes no
mercado até o presente momento tém por finalidade o controle da PA,
onde se destacam duas classes principais: farmacos inibidores da ECA e



farmacos antagonistas dos receptores para angiotensina Il do tipo 1
(ARBs?) (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008).

Estes farmacos sdo amplamente prescritos, sendo que em 2015,
de acordo com o Conselho Federal de Farmécia, o farmaco mais vendido
no Brasil foi a losartana potassica, rendendo R$515 milhdes (CFF, 2015).
Ainda, a losartana potassica esté entre os 100 farmacos mais vendidos no
mundo (MEDSCAPE, 2014). Os inibidores da ECA, como o captopril e
enalapril estdo entre os 5 farmacos vendidos pelo programa Farmécia
Popular do Brasil® (MS, 2014).

1.4 O sistema renina-angiotensina no sistema nervoso central

Em 1971, Detlef Ganten e colegas mudaram o conceito de que a
Ang |l atuava no sistema nervoso central (SNC) apenas como um agente
pressor. Estes autores relataram que o sistema renina-angiotensina
apresentava acOes diferentes daquelas encontradas na periferia, e
descreveram um efeito dipsogénico (isto é, aumentando a sede dos
animais) da Ang Il, além do efeito pressor (WRIGHT; HARDING, 2011).
Esses relatos encorajaram diferentes grupos de pesquisa a estudar o papel
do sistema renina-angiotensina no SNC, e o resultado deste esforco foi a
caracterizacdo de diversas funcdes fisiologicas, incluindo: liberacdo de
vasopressina, comportamentos sexuais, influéncia nos sistemas autbnomo
e reprodutivo. Hoje em dia, sabe-se que este sistema também esta
relacionado a regulacdo do fluxo sanguineo cerebral, ao estresse, aos
transtornos de humor e ansiedade, ao consumo de alcool, a consolidagéo
de memarias e a um possivel papel na etiologia das doengas de Alzheimer
e Parkinson (WRIGHT; HARDING, 2011).

Apesar da demonstracdo da presenca do sistema renina-
angiotensina no SNC, por alguns anos remanesceu a ddvida sobre a
origem da Ang Il, o principal efetor, uma vez que ela é incapaz de
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). No entanto, nas uUltimas
duas décadas os componentes do sistema renina-angiotensina vém sendo
descritos no SNC (VON BOHLEN & HALBACH; ALBRECHT, 2006).

2 ARBs — abreviacdo em inglés dos antagonistas dos receptores de angiotensina
11 do tipo 1 (angiotensin Il receptor blockers).

8 O Programa Farmacia Popular do Brasil representa uma iniciativa do Governo
Federal que cumpre uma das principais diretrizes da Politica Nacional de
Assisténcia Farmacéutica. Foi implantado por meio da Lei n° 10.858, de 13 de
abril de 2004, oferecendo medicamentos gratuitos ou subsidiados, para detalhes
http://portalsaude.saude.gov.br/
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O angiotensinogénio é produzido principalmente pelos astrécitos
e em menor quantidade pelos neurdnios. A presenca de renina no SNC
representa um grande questionamento na literatura, uma vez que 0s Seus
niveis de expressao, principalmente em neurdnios e células da glia, ndo
representam a quantidade de Ang Il formada. Uma das hipoteses para 0s
baixos niveis de renina seria a presenca dos receptores de pro-
renina/renina, amplamente expressos em neurdnios dopaminérgicos e
células da glia. Ao serem ativados, estes receptores levariam a conversao
da prd-renina em renina e aumentariam os niveis de renina entre 5 e 10
vezes (GARRIDO-GIL et al., 2013). Em situagdes patoldgicas, essa
conversdo elevaria entre 20 e 200 vezes os niveis de renina. A converséo
em angiotensina Il ocorre predominantemente pela via classica, como
descrito para o sistema nervoso periférico anteriormente, apesar de
também ocorrer por meio da catepsina G ou tonina, bem como a formacéo
de Ang Il e Ang IV, também pela via classica (VON BOHLEN UND
HALBACH; ALBRECHT, 2006; WRIGHT; HARDING, 2013).

Os receptores de Ang Il também sdo expressos no SNC. Os
receptores AT: sdo amplamente expressos em praticamente todas as
regides cerebrais, principalmente em neur6nios dopaminérgicos (VON
BOHLEN & HALBACH; ALBRECHT, 2006). O receptor AT estd
acoplado a proteina G e apresenta sete dominios transmembrana. Sua
principal via de sinaliza¢&o consiste na ativacdo da proteina Gq, ativando
a fosfolipase C, levando a um aumento intracelular de inositol trifosfato
(IP3) e a geracgdo de diacilglicerol (DAG) e subsequente aumento dos
niveis de Ca®* intracelular e atividade da proteina quinase C (PKC). Os
receptores AT; estdo localizados predominantemente na pré-sinapse e
estes podem estar envolvidos na regulacdo da liberagdo de diferentes
neurotransmissores (VILLAR-CHEDA et al.,, 2010). Em culturas
celulares, ja foi demonstrado que esses receptores sdo capazes de inibir
canais de potassio dependentes de voltagem, além de exercerem um papel
modulatério sobre os canais de Ca?*. Os receptores AT, quando ativados,
tornam-se 0s principais ativadores do complexo NADPH oxidase
(nicotinamida adenina fosfato [NADP] oxidase) no SNC, sendo que esse
complexo pode ser ativado de diferentes formas, como PKC e cinases de
adesdo (FAK). Esse complexo enzimatico, apds ativado, torna-se a
principal fonte de espécies reativas de oxigénio (ROS) no SNC,
principalmente em neurdnios dopaminérgicos (VON BOHLEN &
HALBACH; ALBRECHT, 2006).

Os receptores AT, também séo receptores acoplados a proteina
G, no entanto, a sua principal via de sinalizacdo ainda ndo foi
determinada. Sua ativacdo pode envolver a ativagdo de proteinas Gaiaiz



ou, ainda, estimular a atividade de canais de potassio e inibir proteinas
quinases ativadas por mitdgenos e proteina fosfatase A2 via G, podendo,
também, ativar a éxido nitrico sintase neuronal, levando a formacéo de
oxido nitrico (NO).

Os receptores AT», ao contrario dos receptores ATy, ndo sdo
amplamente expressos no SNC, mas é possivel observar sua presenga em
areas relacionadas ao aprendizado (como o hipocampo) e ao controle
motor (como o corpo estriado). De maneira interessante, a expressao dos
receptores AT, encontra-se aumentada ap0s a ativacdo dos receptores
AT, estabelecendo, assim, o seu principal papel, que seria o de frear ou
de impedir acbes exacerbadas mediadas pelos receptores AT: (VON
BOHLEN & HALBACH; ALBRECHT, 2006).

Santos e colaboradores, em 2003, foram os primeiros a descrever
gue a Ang 1-7 era capaz de ligar-se aos receptores MAS1, e, portanto,
estabeleceram a presenca do eixo ACE2-Ang 1-7-MAS1. Os receptores
MAS1, que sdo ativados pela Ang 1-7, também séo receptores acoplados
a proteina G com sete dominios transmembrana, e também sao expressos
no SNC, principalmente no cortex pré-frontal, cortex cerebral, hipocampo
e amigdala (SANTOS et al., 2003). De maneira semelhante aos receptores
AT,, 0s receptores MAS1 apresentam um papel oposto aos receptores
AT, embora a sua via de sinalizacdo ainda néo esteja bem caracterizada.
Entretanto, é possivel observar que a ativagdo do sistema pode levar a
formacéo de NO, além de levar a fosforilacdo de algumas proteinas, como
as quinases relacionadas ao sinal extracelular (ERK) I e Il e ser capaz de
impedir a ativagdo do complexo NADPH ativado pela Ang Il
(LAZARONI et al., 2012).

O receptor de Ang IV, o IRAP (aminopeptidases de membrana
regulados por insulina), também denominado por alguns autores como
receptores de Ang IV (ATa), foi clonado pela primeira vez em 1995 por
Keller e colaboradores. Geralmente, esses receptores estdo associados a
transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT4), e essa associa¢ao faz com
que os IRAP tenham um papel em regular a captacdo de glicose para o
interior da célula, além de participarem do transporte das vesiculas do
GLUT4 para a membrana celular (CHAI et al., 2004).

O complexo IRAP/GLUT4 é expresso no SNC, principalmente
no hipocampo, facilitando a captacéo de glicose para o interior da célula.
Ademais, os IRAP sdo capazes de hidrolisar uma série de compostos,
como a somatostatina, dinorfinas A, vasopressina, entre outros. Apesar da
Ang IV ser um antagonista dos IRAP, ela apresenta um efeito dose-
resposta dual. Pode ativar algumas vias de sinalizagcdo, como a
fosforilacdo de proteinas quinases relacionadas ao sinal extracelular



(ERK) I e Il, e também levar a liberacdo de Ca?* reticular por meio do
NO endotelial e ativar fosfatidilinositol 3-quinases (IP3K). Porém essas
vias ainda precisam ser melhor investigadas no SNC (CHAI et al., 2004).

2 CAPITULO 1: O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA
E O ENVELHECIMENTO

2.1 Introducéo: Envelhecimento populacional

O envelhecimento populacional, isto &, o crescimento da
populacdo com 60 anos ou mais, é um fendmeno mundial segundo a
Organizagdo Mundial da Sadde (OMS). No Brasil, os dados
epidemioldgicos sdo escassos e antigos, mas, de acordo com o Ultimo
censo divulgado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), em 2008, 8,6% da populagdo brasileira tinha 60 anos de idade ou
mais, representando aproximadamente 15 milhGes de habitantes. Nos
préximos 20 anos, ainda segundo o IBGE, o nimero de idosos no Brasil
podera ultrapassar a marca dos 30 milhdes, e devera representar
aproximadamente 13% da populacéo brasileira.

A razdo e os mecanismos do envelhecimento sdo temas de
investigacdo de diferentes areas da ciéncia, que buscam alternativas de
como aumentar a longevidade ou promover um envelhecimento mais
saudavel. O envelhecimento € caracterizado como um processo natural
pelo qual ocorre um declinio funcional dependente do tempo e que afeta
a maioria dos seres vivos (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

O conhecimento sobre as bases celulares e moleculares esta em
constante expansao, sendo que muitos grupos de pesquisa envolvidos com
0 tema consideram que o acimulo de danos celulares causados ao longo
do tempo representa o principal efetor do envelhecimento (LOPEZ-OTIN
et al.,, 2013). Esses danos podem ser causados por fatores exdgenos
(contato com agentes quimicos e radiacdo ultravioleta e infravermelha) e
fatores enddgenos (producdo de EROs, reagdes espontaneas e erros de
replicacdo), que podem levar a disfuncdo mitocondrial, a alteracdes da
comunicacdo celular, a exaustdo das células-tronco, a desregulacdo da
sensibilidade aos nutrientes, & alteragcdes epigenéticas, a instabilidade
gendmica, entre outros, quando as respostas compensatdrias frente ao
dano néo conseguem reestabelecer a homeostase (DEFAZIO et al., 2013;
JONES, 2015; LOPEZ-OTIN et al., 2013; MOSKALEV et al., 2013).

O complexo processo bioldgico do envelhecimento causa um
declinio de diversas funcdes fisiologicas, que leva a mortalidade em
decorréncia do tempo (KIRKLAND, 2016). Muitas dessas teorias tentam
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explicar o processo do envelhecimento, mas nenhuma apresenta um
consenso universal (LENART; KREJCI, 2016). Por outro lado, é
consenso que o envelhecimento é um fator de risco para uma variedade
de doencas crbnicas, como: diabetes tipo 2, aterosclerose, diferentes tipos
de cancer, artrite, disfuncBes renais, cegueira, deméncias e doencas de
Alzheimer e de Parkinson (HEDDEN; GABRIELI, 2004).

Diversos estudos que demonstram muitas doengas do SNC
ocorrem devido a morte neuronal fisioldgica, como observado com o
sistema dopaminérgico. Por exemplo, tém sido descritas perdas de
neurdnios dopaminérgicos em decorréncia da idade, além da disfuncéo
nos transportadores e receptores para dopamina que estao envolvidos com
0 planejamento, iniciacdo e controle dos movimentos voluntarios
(DARBIN, 2012). Este declinio dopaminérgico também afeta outras areas
cerebrais, sendo este relacionado com diferentes prejuizos e doengas,
como distdrbios emocionais, depressdo, ansiedade e transtornos de
aprendizado e memoéria (RANGEL-BARAJAS; CORONEL; FLORAN,
2015).

Além disso, o envelhecimento causa o declinio de outros
sistemas de neurotransmissdo e fungdes (KATSUMATA et al., 2012).
Séo verificados prejuizos significativos com o envelhecimento na visdo e
audicdo, apetite, discriminacdo olfatoria, memorias de curto prazo e
dificuldade em encontrar expressdes e palavras adequadas (LIN et al.,
2011). Os sintomas também podem se estender a lentiddo no pensamento
critico e/ou fungdes executivas. Embora a base neurobiolégica para estes
efeitos ndo seja bem compreendida, os estudos realizados em cérebros de
uma variedade de espécies de mamiferos, incluindo seres humanos,
concluem que a redugdo no nimero de conexdes sindpticas entre 0s
neurbnios € a correlacdo mais consistente entre o envelhecimento e o
declinio cognitivo (BORDNER et al., 2011; COVINSKY et al., 2014;
DICKSON et al., 1995; VANGUILDER et al., 2011).

2.2 O envelhecimento e o sistema renina-angiotensina

O envelhecimento é caracterizado por um declinio na
integridade fisiol6gica, levando a um prejuizo funcional e aumentando
a vulnerabilidade para a morte celular, como destacado anteriormente.
Essa deterioracdo é o principal fator de risco para o desenvolvimento
das principais doencas humanas, tais como: doencas cardiovasculares,
diabetes, cancer e as doencas neurodegenerativas (LOPEZ-OTIN et
al., 2013).

Apesar de ndo existir um consenso sobre o processo do
envelhecimento, baseados nos estudos existentes até 0 momento, este
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processo engloba uma variedade de alteragbes, gerando uma
diversidade de alvos terapéuticos. Neste sentido, destacamos o
potencial terapéutico do sistema renina-angiotensina, que apesar de
existirem poucos trabalhos* relacionando o envelhecimento e doencas
associadas ao envelhecimento, ele apresenta uma caracteristica
polivalente, onde a sua modulacdo seria capaz de levar a diferentes
efeitos benéficos no SNC, como descrito detalhadamente em seguida.
O sistema renina-angiotensina parece estar intimamente ligado
ao processo de envelhecimento, uma vez que o sistema seria capaz de
sustentar e/ou exacerbar a formacdo de EROs em decorréncia do
processo de envelhecimento por meio da ativacéo do complexo NADPH
oxidase pela Ang Il via receptores AT1. Esse processo leva a producéo

de anions superdxidos (02'), 0s quais, ao final da reacdo, aumentariam
a producdo de fatores de transcricdo pro-inflamatérios sensiveis a
oxirredugdo, como os fatores de transcricdo NF-xB e Ets-1, que
promovem e/ou potencializam a cascata inflamatoria, acelerando o
inicio ou o progresso da senescéncia celular (MARVAR et al., 2011;
VILLAR-CHEDA et al., 2014).

Benigni e colaboradores demonstraram que 85% dos
camundongos deficientes para o receptor AT, apresentaram aumento
da longevidade em relacdo ao grupo controle, sendo este efeito
relacionado & preservagdo do nimero de mitocéndrias ao longo do
envelhecimento (BENIGNI et al., 2009). Nesse sentido,
Nidia Basso e colaboradores também demonstraram que o tratamento
crénico com um inibidor da ECA (enalapril) ou um antagonista do
receptor AT; (losartana) foi capaz de aumentar a longevidade de
ratos Wistar em aproximadamente 160 dias (BASSO et al., 2007).

Os principais distdrbios que vém aumentando nos ultimos
anos em decorréncia do aumento da longevidade sdo o declinio
cognitivo® e a deméncia, que comumente estdo interligados, levando a

4 Ao cruzarmos os termos envelhecimento e sistema renina-angiotensina so
encontrados 701 trabalhos na base de dados do PubMed.gov, consulta realizadaem
06 de margo de 2016.

% O declinio cognitivo é um termo amplo que engloba diferentes processos
mentais, tais como: percepcdo, pensamento, memdria, movimento, atencgéo,
emocdes, a capacidade de entender as intengdes e os pensamentos de outras
pessoas, tomada de decisdo e autoconsciéncia.
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uma reducdo da qualidade de vida do individuo idoso (BORDNER
etal.,, 2011).

O sistema renina-angiotensina é capaz de modular maltiplas
fungbes no SNC, incluindo os processos de aprendizado e meméria. O
sistema renina-angiotensina pode contribuir diretamente nesses
processos, pois suas atividades estdo relacionadas ao crescimento, a
diferenciacdo e a migracdo celular, principalmente mediadas pelos
receptores AT2 (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008; KERR et al.,
2005).

Aadministracdo de Ang Il é capaz de impedir a consolidacao de
memorias aversivas em ratos Wistar quando administrada diretamente
na regido CA1 do hipocampo, onde esse mecanismo englobaria a agdo
da Ang Il sobre os receptores AT, (KERR et al., 2005).

Por outro lado, foi demonstrado que a angiotensina 1-7 é capaz
de influenciar a formag&o da potencializacéo de longo prazo (LTP)® em
diferentes estruturas do sistema limbico, que apresentam diferentes
fungdes nos processos de aprendizado e memoria, por meio de
receptores MAS1 em camundongos (HELLNER et al., 2005). Nesse
sentido, Lazaroni e colaboradores demonstraram que a auséncia ou o
blogueio dos receptores MAS1 naregido CA1 do hipocampo prejudicam
a tarefa do reconhecimento de objetos, e que o blogueio dos receptores
AT1, mas ndo dos receptores AT,, é capaz de reverter o prejuizo
apresentado pelos animais knockouts para MASL nesse teste
(LAZARONI et al., 2012). Ainda, um estudo de coorte demonstrou que
0 tratamento com antagonistas do receptor AT é capaz de reduzir a
incidéncia de casos de deméncia, incluindo Alzheimer, em comparacao
com inibidores da ECA e outros farmacos com efeitos cardiovasculares
(LI etal., 2010).

2.3 Justificativa e hipotese do trabalho

Trabalhos prévios tém demonstrado que o bloqueio dos
receptores para angiotensina Il do tipo 1 (AT1) é capaz de aumentar a
longevidade de roedores e melhorar os processos de aprendizado e
memdria em animais adultos. Entretanto, até o presente momento néo
existem trabalhos na literatura investigando os possiveis beneficios do
tratamento com antagonistas dos receptores AT; sobre as alteracdes

¢ Potenciacdo de longa duracdo, do inglés ‘long-term potentiation’ refere-se a
potencializagdo duradoura na eficiéncia sindptica frente a um estimulo e tem sido
apontado como um marcador bioquimico dos processos de aprendizado e
memoria.
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comportamentais associadas ao envelhecimento. Sendo assim,
hipotetizamos que o tratamento com losartana, um antagonista dos
receptores para angiotensina Il do tipo 1, seja capaz de reverter as
alteracbes comportamentais relacionadas com o envelhecimento em
camundongos.

2.4 Objetivo geral
Avaliar os efeitos do tratamento com losartana, um antagonista
dos receptores para angiotensina Il do tipo 1, sobre as alteragbes
comportamentais e neuroquimicas relacionadas ao processo de
envelhecimento em camundongos.

2.4.1 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do tratamento durante 22 dias com a losartana
pela via intraperitoneal (i.p.) em camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses
de idade sobre:
- O estado neuroldgico geral dos animais;
- Os comportamentos relacionados a olfagdo, anedonia, aprendizado e
memoria, atividade locomotora espontanea e coordenacdo motora;
- O peso corporal e a pressdo arterial sistémica dos animais;
- Os niveis dos receptores para angiotensina Il do tipo 1 e 2 no cortex pré-
frontal.

2.5 Material e Métodos
2.5.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BI/6 de 3 e 13
meses de idade, da colbnia de expansdo do Laboratério Experimental
de Doencgas Neurodegenerativas (LEXDON), do Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os
animais foram mantidos em gaiolas plasticas retangulares (49 x 34 x 16
cm. Os animais foram mantidos em gabinetes climatizados (Insight,
Ribeirdo Preto, Brasil) a 23 + 2°C, com ciclo claro escuro de 12 horas,
com livre acesso a agua e ragdo. Todos os procedimentos desta tese
estdo de acordo com os padrdes éticos legais e foram aprovados pela
Comissdo de Etica para o uso de animais (CEUA) da UFSC, sob o
protocolo nimero PP0830/2013.

2.5.2 Drogas
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A losartana potassica (Abcam®), um antagonista dos receptores
para angiotensina Il do tipo 1, foi dissolvida em solucéo fosfato salino
pH 7,4 (PBS), o PBS foi utilizado como solugdo controle/veiculo. A
losartana’ foi administrada pela via i.p. durante 22 dias na dose de 50
mg/kg sempre ao final do ciclo claro (18:00 h), objetivando evitar o
viés do efeito agudo do farmaco. A selecdo da dose de losartana baseou-
se em um estudo piloto e trabalhos prévios publicados na literatura
(BASSO et al., 2007; RONGEN et al., 1998).

2.5.3 Testes comportamentais

2.5.3.1 Avaliacao do Escore Neurol6gico de Severidade

Sete dias apds o inicio da administracéo de losartana (50 mg/kg),
0s camundongos foram submetidos ao Escore Neurolégico de Severidade
(ENS) que pode ser visualizado na Figura 2. O teste consiste em uma
escala composta de tarefas para medir o estado neurolégico geral de
roedores, como descrito primeiramente por FLIERL et al. (2009) e
padronizado em nosso laboratdrio por SCHWARZBOLD et al. (2010).
Os animais foram avaliados no ENS através dos parametros apresentados
na Tabela 1. O animal que apresentou falha na execucdo de algum desses
pardmetros recebeu o valor de um (01) adicionado ao escore total. Sendo
assim, valores mais altos no ENS indicam um maior comprometimento
neuroldgico do animal (SCHWARZBOLD et al., 2010).

05cm 0.5cm 1em 2cm 3om
Z_ 7 ya i
; A~ o
& & _ &L i

Figura 2: Aparato utilizado para avaliagdo do Escore Neurol6gico de Severidade
em camundongos (SCHWARZBOLD et al., 2010).

7 Ao decorrer do texto, utilizaremos o termo losartana ao invés de utilizarmos seu
nome composto losartana potéssica.
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Tabela 2. Pardmetros avaliados no Escore Neurolégico de Severidade
(ENS)

Testes Capacidade/Incapacidade

Presenca de paresia 0 1
Inabilidade em andar em linha reta 0 1
Perda do comportamento exploratério 0 1
Falha em sair do circulo (até 3 min) 0 1
Inabilidade em andar na trave de 3 cm 0 1
(até 2 min)

Inabilidade em andar na trave de 2 cm 0 1
(até 2 min)

Inabilidade em andar na trave de 1 cm 0 1
(até 2 min)

Inabilidade em se equilibrar na trave 0,7 0 1
cm (até 10 s)

Inabilidade em se equilibrar na trave 0 1
redonda (até 10 s, 3 tentativas)

Perda do reflexo de sobressalto 0 1
Escore maximo 10

2.5.3.2 Teste da discriminacéo olfatdria

O teste da discriminagdo olfatdria foi realizado oito (8) dias apds
0 inicio da administracdo de losartana (50 mg/kg, i.p.). O teste,
previamente padronizado em nosso laboratério (PREDIGER; BATISTA;
TAKAHASHI, 2005), consistiu em colocar cada camundongo por 5
minutos em uma caixa dividida em dois compartimentos idénticos (30 cm
x 30 cm x 20 cm), separados por uma porta aberta. Nesta caixa, 0s animais
podiam escolher livremente entre o compartimento que recebeu a
maravalha limpa, denominado ambiente ndo-familiar, e o outro
compartimento que recebeu a maravalha impregnada com seu proprio
odor, denominado ambiente familiar. Para a impregnagdo do proprio
odor, os animais foram isolados previamente por 24 horas antes do teste.
O tempo gasto pelos animais em ambos os compartimentos (familiar e
ndo familiar) foi mensurado. O comportamento natural dos animais
adultos é discriminar entre os ambientes familiar e ndo familiar,
despendendo mais tempo no ambiente familiar, indicando uma
preferéncia pelo ambiente com o seu préprio odor (PREDIGER;
BATISTA; TAKAHASHI, 2005).
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Figura 3. Foto representativa do aparato de discriminacdo olfatoria. Fonte:
acervo pessoal do autor.

2.5.3.3 Teste do labirinto em Y

Para avaliarmos o comportamento de alternancias espontaneas
e atividade exploratdria foi realizado o teste do labirinto em Y doze (12)
dias apo6s o inicio da administracdo de losartana (50 mg/kg, i.p.). O teste
foi realizado num labirinto em formato de Y contendo trés (3) bragos
idénticos (20 cm x 5 ¢cm x 20), ilustrado na Figura 4 (SATOH et al.,
2007). Durante a execuc¢do do teste, os animais foram colocados no
centro do aparato e podiam explorar livremente o labirinto em Y
durante oito (8) minutos. O nimero de alternancias corretas (alternar
entre os bragos do labirinto, sem repetir os bracos anteriormente
explorados) e o nimero de entradas nos bracos do labirinto foram
mensurados. As alternancias corretas foram expressas em percentual,
referindo-se a uma razdo entre 0 numero de alterndncias corretas
dividido pelo nimero total de entradas subtraido 2 x 100 (KING et al.,
1999).
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A

Figura 4. (A) Labirinto em Y no qual as alternancias espontaneas dos animais
foram avaliadas durante 8 minutos. (B) Representagdo esquemaética da
identificacdo dos bragos do labirinto em Y. Fonte: acervo pessoal do autor.

2.5.3.4 Teste do campo aberto

A atividade locomotora esponténea dos animais foi avaliada no
teste do campo aberto, treze (13) e vinte (20) dias ap6s o inicio da
administragdo de losartana (50 mg/kg, i.p.), usando a metodologia
descrita previamente (PREDIGER et al., 2008a). Os camundongos foram
colocados individualmente no centro da arena de acrilico (40 cm x 40 cm,
chdo pintado na cor cinza) e exploraram livremente o campo aberto por
um periodo de 5 ou 60 minutos, conforme detalhado na secdo de
resultados (Figura 5). O pardmetro de distancia total percorrida foi
avaliado utilizando o software ANYmaze® (Stoelting, EUA). Apos o
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final do teste de cada animal, o aparato foi limpo com uma solugédo de
etanol 10% e seco com papel toalha para evitar a presenca de estimulos
olfatérios. O experimento foi realizado em condi¢des de baixa
luminosidade (12 lux).

Figura 5. Figura ilustrativa do aparato do campo aberto no qual a locomogéo
espontanea dos animais foi avaliada durante 5 ou 60 minutos. Fonte: acervo
pessoal do autor.

2.5.3.5 Teste de realocacdo de objetos

O aparato do campo aberto foi utilizado para a realizagdo do teste
da realocacdo de objetos realizado quatorze (14) dias ap6s o inicio da
administragdo de losartana (50 mg/kg, i.p.). Como descrito anteriormente,
0 aparato utilizado consiste numa arena com paredes de acrilico
transparente (40 cm x 40 cm, chdo pintado na cor cinza). Os objetos
utilizados foram dois retangulos plésticos idénticos (3 cm x 4,5 cm x 4,5
cm) que foram colados no chdo do campo aberto em lados opostos de
maneira equidistante 7 cm das paredes do aparato. O protocolo utilizado
consistiu em uma sessao de treino com duracéo de 3 minutos, na qual 0s
animais puderam explorar livremente os dois objetos idénticos, sendo
registrados os tempos de investigacdo de cada um dos objetos. Apos a
sessdo de treino, 0s animais retornavam a sua caixa moradia e
aguardavam 90 minutos até a sessdo de teste. Durante o teste, um dos
objetos foi alterado de lugar, enquanto o outro permaneceu na mesma
posi¢do no campo aberto. Foram registrados novamente os tempos de
investigacdo de cada um dos objetos durante 3 minutos. Os atos de cheirar
e tocar os objetos foram considerados como comportamentos de
exploracdo dos objetos. Os tempos de investigacdo dos objetos foram
utilizados para o célculo do indice de localizac&o de objetos [indice: t(s)
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investigagdo do objeto realocado x 100 / t(s) de investigacdo do objeto
realocado + t(s) de investigacdo do objeto ndo realocado], o qual foi
utilizado como parametro de memoria (ASSINI; DUZZIONI;
TAKAHASH]I, 2009).

Treino Teste

h—t 90 min. 4
y/ 'y min P

Figura 6. Representacdo esquematica do teste da realocagdo de objetos.

2.5.3.6 Teste do esguicho (do inglés splash test)

O teste foi realizado com iluminacdo ambiente de baixa
intensidade (12 lux) dezesseis (16) dias ap0ds o inicio da administracéo de
losartana (50 mg/kg, i.p.). O procedimento consistiu em esguichar por
duas vezes uma solucdo de sacarose 10% sobre o dorso dos animais. Em
seguida, os animais foram colocados sob um funil de vidro transparente
para a avaliacdo comportamental. Devido a sua viscosidade, a solugdo de
sacarose se adere a pelagem dos camundongos e estes iniciam o
comportamento de autolimpeza (do inglés grooming). Apo6s a aplicacéo
da solugdo de sacarose, os animais foram observados por um periodo de
15 minutos e registrou-se o tempo de autolimpeza direcionado ao dorso
como uma medida de autocuidado e comportamento motivacional. Apos
o fim de cada teste, a caixa de acrilico foi cuidadosamente limpa com uma
solucdo de etanol 10% e seca com papel toalha. O teste avalia uma forma
de comportamento motivacional considerado semelhante com alguns
sintomas de anedonia e apatia (WILLNER, 2005).
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Figura 7. Representacdo esquemética do teste do esguicho. (A) As linhas
vermelhas indicam a regido dorsal dos animais onde foi realizado o esguicho da
solugdo de sacarose 10%. (B) Aparato utilizado para a analise do comportamento
de grooming durante 15 minutos.

2.5.3.7 Teste do rotarod

O sistema do rotarod (Rotamex-V-EE/85), controlado por
sistema computacional (Columbus Instruments Computer-Counter
Interface; Ohio, EUA), foi utilizado para a avaliacdo da coordenacéao
motora e o equilibrio dos camundongos antes (medida basal) e 1 - 4
semanas apds o inicio do tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p.).
Utilizou-se a versdo em aceleracdo do rotarod, onde os animais foram
colocados sobre um cilindro em rotacéo, com velocidade inicial de 5
rotacBes por minuto (RPM) e aceleracdo de 0,1 revolugdo/s, sendo a
laténcia para queda (em segundos) registrada numa Unica sessdo de teste
(SHIOTSUKI et al., 2010).
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Figura 8. Aparato do rotarod utilizado para a avaliacdo da coordenagdo motora
e equilibrio dos animais. Fonte: acervo pessoal do autor.

2.5.4 Medida da pressao arterial

Considerando que a losartana representa um farmaco hipotensor,
a pressdo arterial dos animais foi avaliada empregando-se a técnica de
pletismografia de cauda, apds 22 dias de tratamento. Esta consiste num
contensor de acrilico no qual os animais foram imobilizados, um
manguito (tail cuff) que foi colocado na cauda do animal, um transdutor
de pressdo também alocado na cauda do animal e um sistema de aquisi¢do
de dados (PowerLab, AD Instruments, Australia). Primeiramente, foi
realizada uma sessdo treino (Dia 1) na qual cada animal teve o seu
primeiro contato com o aparelho. Nesta etapa, os animais ficaram
acondicionados em uma sala por 30 minutos antes do inicio da sessao,
mantida sob temperatura controlada (30 °C). Para o inicio do treino, cada
animal foi colocado no contensor de acrilico localizado sobre uma manta
aquecida. O manguito foi alocado na cauda do animal e foram realizadas
5 medidas ao longo de 5 minutos. Apo6s essa sessdo treino, 0s animais
foram colocados hovamente em suas caixas moradia e acondicionados no
biotério. No dia seguinte (Dia 2), sob as mesmas condicbes de
aclimatacdo, os animais foram acondicionados nos contensores e tiveram
suas medidas da pressao arterial sistlica (PAS, em mm Hg) coletadas (5
medidas em 5 minutos). Esta etapa foi denominada de aferi¢do controle.
Os dados captados (LabChart versdo 7.0, AD Instruments, Australia)
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foram plotados em planilhas e considerados como a média de 5 medidas
por animal.

Figura 9. Imagens representativas da técnica de pletismografia de cauda utilizada
para a mensuracdo da pressdo arterial dos animais. (A) Contensor de acrilico
utilizado para a imobilizacdo dos animais. (B1) Manguito (tail cuff) colocado na
cauda do animal e (B2) um transdutor de pressdo. Fonte: Bioseb.com.

2.5.5 Teste bioquimico

2.5.5.1 Imunodeteccdo de proteinas: Western blotting

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical vinte
e dois (22) dias ap6s o inicio da administracdo de losartana (50 mg/kg,
i.p.), o cortex pré-frontal foi dissecado e homogeneizado mecanicamente
(1:210 m:v) em tampéo Tris-base 50 mM, EDTA 1 mM, 100 mM NaF,
Na2Vv04 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10%, pH 7, e coquetel inibidor
de proteases (PMSF, leupeptina, aprotinina, pepstatina). Os lisados foram
centrifugados (10.000 g, 20 minutos, 4° C) e os sobrenadantes foram
diluidos 2:1 (v:v) em tampdo Tris 100 mM, EDTA 4 mM, SDS 8%,
glicerol 20%, B-mercaptoetanol 8%, pH 6,8. As amostras (20 pg de
proteina) foram submetidas & eletroforese em gel desnaturante de SDS-
poliacrilamida (12%), sendo posteriormente transferidas para membranas
de nitrocelulose. Em seguida, as membranas foram bloqueadas (1 h) com
leite desnatado 5% em TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20
0,05%, pH 7,5), e, posteriormente, incubadas por 12 h (4°C) com
anticorpos primarios anti- receptor AT: (ab18801, 1:1000) e AT:
(ab19134, 1:1000) (ABCAM, Cambridge, Reino Unido) diluidos em
TBS-T. Apds as incubagdes com os anticorpos primarios, as membranas
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foram lavadas com TBS-T (3 x 10 min) e incubadas por 2 h em
temperatura ambiente com os anticorpos secundarios especificos (ligados
a peroxidase). Para deteccdo dos complexos imunes, as membranas foram
lavadas trés vezes (10 min) com TBS-T, e as bandas imunorreativas foram
visualizadas por meio de kit de aumento de quimiluminescéncia e o sinal
foi fotografado por um sistema de captacdo de imagens (ChemiDoc MP
— Bio-Rad®). A densidade Optica das bandas foi quantificada utilizando
a plataforma do NIH ImageJ 1.36b (NIH, Bethesda, MD, EUA) e os
valores expressos como unidades arbitrarias em relagdo a - actina.

2.5.6 Anélise estatistica

Utilizou-se a andlise estatistica de variancia (ANOVA) fatorial
seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. Os valores foram
expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e o nivel de
significancia aceito como indicativo de diferenca entre os grupos foi de
P<0.05. Para o teste do rotarod utilizou-se a analise de variancia com
medidas repetidas. No teste do escore neuroldgico de severidade, os
parametros avaliados foram representados como medianas * intervalo
interquartil, onde a comparagdo das medianas foi realizada através do
teste de Mann-Whitney U. O teste “t” de student foi utilizado para
determinar se o percentual de tempo gasto pelo animal explorando o
objeto realocado diferia significativamente de um valor tedrico de 50%.
Todas as analises foram realizadas com o software Statistica 7®. Todo o0s
graficos contidos nessa tese foram produzidos com a utilizagdo do
software GraphPad Prism 5®.

2.5.7 Desenho experimental

O desenho experimental ilustrado na figura 10, foi utilizado para
testar os efeitos so tratamento crénico com losartana 50 mg/kg sobre o
processo de envelhecimento em camundongos.
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Figura 10. Primeiro protocolo experimental. Camundongos C57BI/6 machos
com 3 e 13 meses de idade foram submetidos a administragdo de losartana (50
mg/kg, i.p.) durante 22 dias. Durante o periodo do 7° até 0 22° dia de tratamento,
os animais foram avaliados nos testes comportamentais do escore neuroldgico
de severidade (ENS), discriminacdo olfatoria, labirinto em Y, campo aberto,
realocacdo de objeto, teste do esguicho, rotarod e aferi¢do da presséo arterial
sist6lica (PA). Apds a realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram
eutanasiados e o cortex pré-frontal foi dissecado e congelado para posterior
analise dos niveis de proteinas de interesse através da técnica da
imunodeteccéo de proteinas.

2.6 Resultados

2.6.1 Escore neurolégico de severidade

A Figura 11 ilustra o desempenho dos animais ao serem
avaliados no ENS, sete (7) dias ap6s o inicio do tratamento com a
losartana. Os animais com 13 meses de idade tratados com veiculo
apresentaram uma maior pontuagdo na escala quando comparados ao
grupo 3 meses/veiculo [Mann-Whitney U = 6 (P<0,05)], sugerindo que o
fator envelhecimento é capaz de promover um comprometimento
neurol6gico nos camundongos. Entretanto, o teste de Mann Whitney
revelou auséncia de diferencas significativas entre os animais 13 meses
de idade tratados com losartana em relagcdo ao grupo 3 meses/losartana e
em relagdo ao grupo 13 meses de idade/veiculo, demonstrando que a
losartana foi capaz de atenuar os prejuizos neuroldgicos relacionados ao
envelhecimento.
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Figura 11. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.) sobre o estado
neuroldgico geral de camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses de idade avaliado
no teste do Escore Neuroldgico de Severidade realizado sete (7) dias apds o inicio
do tratamento com losartana. Os dados estdo representados pela mediana e
intervalo interquartil. Um maior escore indica um maior comprometimento
neurolégico, até o méximo de 10 pontos. *P<0,05 comparado ao grupo 3
meses/veiculo (teste de Mann-Whitney U) (n= 8/grupo).

2.6.2 Teste de discriminacao olfatéria

Sete dias apds o inicio do tratamento com losartana 0s animais
foram avaliados no teste da discriminacdo olfatéria para investigar
possiveis prejuizos olfatérios relacionados ao envelhecimento. O controle
locomotor do teste, representado pelo nimero de cruzamentos entre 0s
compartimentos familiar e ndo familiar, indica que os fatores tratamento
e idade ndo influenciaram a atividade locomotora espontanea dos animais,
ndo havendo diferencas significativas entre os grupos [F36=0,12,
(P>0,05)] (Figura 12A). Como observado na Figura 12B, o teste “t” de
student (vs. 50%) demonstra que todos 0s grupos experimentais foram
capazes discriminar entre os ambientes familiar e ndo familiar, ou seja, 0s
animais permaneceram mais tempo no ambiente familiar.
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Figura 12. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.) sobre a funcdo
olfatdria de camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses de idade avaliada no teste
da discriminacéo olfatoria realizado oito (8) dias ap6s o inicio do tratamento com
losartana. Os dados estdo representados pela média = E.P.M. (A) As barras
verticais representam o nimero total de cruzamentos entre o ambiente familiar e
ndo familiar. (B) As barras verticais representam o percentual do tempo de
permanéncia dos camundongos no ambiente familiar (barras brancas) e nédo
familiar (barras cinzas). *P<0,05 comparado ao percentual do tempo despendido
no ambiente ndo familiar (Teste “t” de student) (n=9-11/grupo).

2.6.3 Teste do labirinto em Y

Doze dias apds o inicio do tratamento com losartana 0s animais
foram avaliados no teste do labirinto em Y, para investigar possiveis
prejuizos na meméria de trabalho. A ANOVA fatorial indicou auséncia
de diferengas significativas entre os grupos [F(,33=0,77 (P>0,05)] no
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nimero total de entradas nos bragos (Figura 13A), utilizado como um
parametro locomotor no teste. Com relagdo ao percentual de alternancias
corretas, a ANOVA fatorial indicou um efeito significativo do fator idade
[F1,33=18,76, (P<0,05)]. A analise post-hoc de Newman-Keuls indicou
uma reducdo no nimero de alternancias corretas nos animais com 13
meses em relagdo aos jovens (Figura 13B). Além disso, foi observado um
efeito significativo na interacdo entre os fatores tratamento e idade
[F.4=4,98 (P<0,05)] e a andlise post-hoc de Newman-Keuls indicou
uma reducdo no numero de alterndncias corretas no grupo 13 meses/
veiculo e que o tratamento com losartana foi capaz de aumentar o nimero
de alternéncias corretas nos animais com 13 meses de idade (Figura 13B).
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Figura 13. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.) na memdria de
trabalho de camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses de idade avaliada no teste
do labirinto em Y realizado doze (12) dias apds o inicio do tratamento com
losartana. Os dados estdo representados pela média = E.P.M. (A) As barras
verticais representam o nimero total de entradas nos bracos do labirinto em Y.
(B) As barras verticais representam o percentual de alternancias corretas no
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labirinto em Y (n= 9-10/grupo). *P<0,05 comparado ao percentual de
alternancias corretas em relagdo aos respectivos animais controle e *P<0,05
comparado ao grupo 13meses/veiculo e ¥P<0,05 comparado ao percentual de
alternancias corretas em relacdo ao fator idade (ANOVA fatorial).

2.6.4 Teste do campo aberto |

A Figura 14 mostra os resultados do teste do campo aberto, que
foi realizado treze (13) dias apds o inicio do tratamento com a losartana
durante um periodo de 5 minutos. A ANOVA fatorial mostrou que ndo
houveram diferengas significativas entre 0s grupos experimentais na
distancia total percorrida no campo aberto, sugerindo que os fatores idade
[Fa36=1,74, (P>0,05)] e tratamento [F.36=1,46, (P>0,05)] ndo alteram
a atividade locomotora espontanea dos animais.
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Figura 14. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
locomotora espontanea de camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses de idade
avaliada no teste do campo aberto realizado treze (13) dias apds o inicio do
tratamento com losartana. Os dados estdo representados pela média + E.P.M. As
barras verticais representam a distancia total percorrida em metros pelos
camundongos no campo aberto durante 5 min (n= 9-10/grupo).

2.6.5 Teste da realocacao de objetos

A Figura 15 ilustra o desempenho dos diferentes grupos
experimentais no teste da realocacdo de objetos realizado 14 dias apés o
inicio do tratamento com a losartana para a avaliagdo da memdria espacial
de curto prazo. A andlise estatistica revelou que os camundongos com 3
meses de idade tratados com o veiculo (t=2,90, P<0,05) ou a losartana
(t=2,92, P<0,05), bem como os camundongos com 13 meses de idade
tratados com a losartana (t=2,48, P<0,05) foram capazes de identificar o
objeto realocado, investigando este por maior tempo do que aquele que
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permaneceu na mesma posicdo, dados que refletem um maior indice de
localizag8o de objetos. Além disso, a andlise estatistica revelou que os
animais com 13 meses de idade que receberam o veiculo foram incapazes
de distinguir entre o objeto realocado e o0 ndo realocado na sessdo de teste
(t=0,63, P>0,05).
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Figura 15. Efeitos do tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p.) sobre a
meméria espacial de curto prazo de camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses de
idade avaliada no teste da realocagdo de objetos realizado quatorze (14) dias ap6s
o inicio do tratamento com a losartana. Os dados s&o representados pela média +
E.P.M. As barras representam o indice de localizacdo que é expresso em
percentual do tempo de investigacdo entre os objetos (tempo de investigacdo
objeto realocado x 100 / tempo de investigacdo no objeto realocado + tempo de
investigacdo no objeto ndo realocado). *P<0,05 comparado aos 50% do tempo
total de investigacdo (valor tedrico) (teste t de Student) (n= 9-10/grupo).

2.6.6 Teste do esguicho

No décimo sexto (16) dia ap06s o inicio do tratamento com a
losartana, os camundongos foram avaliados no teste do esguicho. A
ANOVA fatorial ndo revelou efeito significativo dos fatores analisados e
da sua interacdo [F, 35=3,2416, (P>0,05)] (Figura 16).
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Figure 16. Efeitos do tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p.) sobre o
comportamento relacionado a anedonia em camundongos C57BI/6 com 3 e 13
meses de idade avaliado no teste do esguicho realizado dezesseis (16) dias ap6s
0 inicio do tratamento com a losartana. Os dados estdo representados pela média
+ E.P.M. As barras verticais representam o tempo total de grooming
(autolimpeza) durante 15 min (n= 9-10/grupo).

2.6.7 Teste do campo aberto 1

A Figura 17 mostra os resultados do teste do campo aberto com
duracdo de 60 minutos que foi realizado vinte (20) dias ap6s o inicio do
tratamento com a losartana. A ANOVA fatorial indicou auséncia de
diferencas significativas entre os grupos experimentais, demonstrando
gue ndo ocorreu prejuizo locomotor relacionado aos fatores idade
[F(,30=0,04, (P>0,05)] e tratamento [F1,30=0,97, (P>0,05)].



31

)
-
(4]
(=]
1

E 3 Veiculo
3 T [ Losartana 50 mg/kg
= 100
g T [LIJE
& 1 o
3 504
=
C(‘E
R
)

0-

3 meses 13 meses

Figure 17. Efeitos do tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p.) sobre a
atividade locomotora espontanea de camundongos C57BI1/6 com 3 e 13 meses de
idade avaliada durante 60 minutos no teste do campo aberto realizado vinte (20)
dias ap6s o inicio do tratamento com a losartana. Os dados estdo representados
pela média + E.P.M. As barras verticais representam a distancia percorrida em
metros pelos camundongos no campo aberto (n=7-10/grupo).

2.6.7 Teste do rotarod

A Figura 18 mostra os resultados do tratamento com losartana
sobre a coordenacdo motora de camundongos com 3 e 13 meses de idade
avaliada no teste do rotarod. A ANOVA fatorial ndo revelou diferencas
estatisticas para o desempenho basal dos camundongos dos diferentes
grupos experimentais no teste do rotarod [F@3y= 0,02, P=0,88].
Posteriormente, os animais foram reavaliados sete (7), quatorze (14) e
vinte um (21) dias ap6s o inicio do tratamento com a losartana. A
ANOVA fatorial com medidas repetidas demonstra que ndo houve
diferencas significativas entre os grupos experimentais [F, 62=0,35
P>0,05], indicando que o envelhecimento e o tratamento com a losartana
ndo alteraram significativamente a coordenacdo motora e o equilibrio dos
animais.
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Figura 18. Efeitos do tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p.) sobre a
coordenagdo motora de camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses de idade
avaliada no teste do rotarod. As linhas representam a laténcia para queda dos
animais do cilindro em rotacdo no decorrer dos vinte e um (21) dias de tratamento.
Os pontos que interconectam as linhas representam a média £+ E.P.M. (n= 7-
10/grupo).

2.6.9 Peso corporeo

A Figura 19 mostra o efeito da administragdo repetida com a
losartana sobre o peso dos animais durante os vinte e um (21) dias de
tratamento. A ANOVA fatorial com medidas repetidas ndo revelou
alteragdes significativas no peso dos animais durante o periodo de
tratamento [F, 90)=1,66, (P>0,05)], indicando que o tratamento com a
losartana ndo alterou significativamente o peso dos animais.
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Figura 19. Efeitos do tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p.) sobre o peso
corporal de camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses de idade. As linhas
representam o peso dos animais em grama no decorrer dos vinte e um (21) dias
de tratamento. Os pontos que interconectam as linhas representam a média +
E.P.M. (n= 7-10/grupo).
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2.6.10 Presséo arterial sistolica

A Figura 20 mostra os resultados da mensuracdo da pressao
sanguinea sistolica realizada vinte e dois (22) dias ap6s o inicio do
tratamento com a losartana. A ANOVA fatorial indicou um efeito
significativo do fator idade [F, 17=5,86, (P<0,05)], onde a anélise post-
hoc de Newman-Keuls mostrou que os animais com 13 meses de idade
tratados com veiculo apresentam uma maior pressao sanguinea sistolica
guando comparados ao grupo 3 meses/veiculo. Ainda, a ANOVA fatorial
indicou um efeito significativo entre a interacdo dos fatores idade e
tratamento [F, 17=4,50, (P<0,05)], onde a analise post-hoc de Newman-
Keuls indicou que o tratamento com a losartana foi capaz de reverter o
aumento da pressao sanguinea sistdlica nos animais com 13 meses quando
comparados ao grupo 13 meses/veiculo.
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Figure 20. Efeitos do tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p.) sobre a pressao
arterial sist6lica de camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses de idade na aferi¢do
realizada vinte e dois (22) dias ap6s o inicio do tratamento com a losartana. Os
dados estdo representados pela média + E.P.M. As barras verticais representam a
pressdo sanguinea sistolica dos animais em mmHg. *P<0,05 comparado ao grupo
3 meses/veiculo; *P<0,05 comparado ao grupo 13 meses/veiculo. (ANOVA
fatorial seqguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls) (n= 5-6/grupo).

2.6.11 Niveis dos receptores AT, e AT, para angiotensina Il

A Figura 21 mostra o efeito da administracdo repetida com a
losartana sobre o imunocontedido dos receptores AT1 e AT, no cortex pré-
frontal de camundongos de 3 e 13 meses de idade avaliado vinte e dois
(22) dias ap06s 0 inicio do tratamento com a losartana. A ANOVA fatorial
ndo revelou alteragdes significativas nos niveis dos receptores AT;
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[F12=2,51, P>0,05] e dos receptores AT; [F(1,12=0,87, P>0,05] ao final
do protocolo.
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Figure 21. Efeitos do tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p.) sobre o
imunoconteldo dos receptores para angiotensina Il do tipo 1 (AT,) e do tipo Il
(AT>) no cértex pré-frontal de camundongos C57BI/6 com 3 e 13 meses de idade
avaliado através da técnica de western blotting realizada vinte e dois (22) dias
apoés o inicio do tratamento com a losartana. Os dados estdo representados pela
média £ E.P.M. As barras verticais representam a densidade dos receptores em
unidades arbitrarias. (A) Densidade dos receptores de angiotensina Il do tipo 1
(AT,) e (B) densidade dos receptores de angiotensina Il do tipo 2 (AT,) (n=
4/grupo).
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2.7 Discusséo

O tratamento com a losartana foi capaz de reverter os prejuizos
em escores neurolégicos e nas memorias de trabalho e espacial
observadas em camundongos envelhecidos com 13 meses de idade. Esses
resultados representam uma importante contribuicéo para a literatura para
a compreensdo do papel dos receptores de angiotensina Il do tipo 1 no
SNC, onde pela primeira vez se demonstra os beneficios comportamentais
do bloqueio desses receptores em animais envelhecidos.

No presente estudo utilizou-se animais com 13 meses de idade
como modelo de envelhecimento. Obviamente que a selecdo da idade
para a experimentacdo vem sendo motivo de debate ao longo dos anos,
principalmente pela auséncia de um fator de correcdo fidedigno para
equivaler a idade de um roedor & de um ser humano, tampouco, aplicar
essa corre¢do ao aumento da expectativa de vida da populacéo.

Neste sentido, ndo existe um consenso na comunidade cientifica
gue determine em qual idade um roedor é considerado idoso. Alguns
grupos de pesquisa defendem que a partir do 12° més de idade o
camundongo ja pode ser considerado idoso (JACKSON
LABORATORY, 2016), enquanto outros defendem que apenas a partir
do 18° més de idade ele possa ser definido como idoso (JACKSON
LABORATORY, 2016). Apesar destas discordancias, existe um
consenso de que as alteracdes relacionadas a idade, como o declinio
cognitivo, além de algumas alteracdes genéticas relacionadas ao processo
de senescéncia sdo observados a partir do 10° més de idade em
camundongos (CUNEA; POWNER; JEFFERY, 2014; FLURKEY;
MCURRER; HARRISON, 2007; SHOJI et al., 2016).

O Escore Neuroldgico de Severidade (ENS) foi utilizado para
avaliar o estado neurologico geral dos animais 7 dias apds o inicio do
tratamento com a losartana. Como ja descrito, 0 ENS é composto de uma
série de tarefas que avaliam o estado neuroldgico geral do animal
(SCHWARZBOLD et al.,, 2010). O presente teste foi desenvolvido
inicialmente por Beni-Adani e colaboradores para correlacionar a
gravidade de um traumatismo craniano e a lesdo cerebral, sendo esta
correlacdo avaliada através de estudos de ressonancia magnética e
histologia em camundongos (GOZES et al., 2005). O teste foi
previamente padronizado em nosso laboratério (SCHWARZBOLD et al.,
2010), e nos UGltimos anos observamos que este teste é sensivel a
alterac@es induzidas por neurotoxinas que modelam a DP (MATHEUS et
al., 2012). Sendo assim, o ENS representa uma ferramenta Util para a
avaliacdo de alteragdes sutis no estado neuroldgico dos animais.
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Nossos resultados indicam pela primeira vez que o
envelhecimento afeta de maneira significativa o desempenho de
camundongos no ENS. O teste do ENS engloba uma grande diversidade
de tarefas dependentes de areas cerebrais distintas. O tratamento com a
losartana atenuou os prejuizos no ENS apresentados pelos envelhecidos,
embora ndo tenham sido observadas diferengas significativas em relacéo
ao grupo controle de animais com 3 meses tratados com o veiculo. Uma
possivel explicacdo para que a resposta da losartana ndo tenha sido tdo
evidente foi o reduzido nimero de administracbes, uma vez que o teste
ndo foi repetido em estagios mais avancados do protocolo experimental.
Além disso, considerando que o ENS ndo permite a conclusdo de quais
sistemas de neurotransmissdo e A&reas cerebrais o sistema renina-
angiotensina estaria influenciando, foram empregados outros testes
comportamentais.

O teste da discriminag&o olfatéria foi empregado para avaliarmos
possiveis prejuizos relacionados a olfacdo nos animais envelhecidos, bem
como uma possivel modulacdo dos receptores AT1 nesta fungdo. No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos,
sendo que todos foram capazes de discriminar entre os ambientes familiar
e nao familiar. O prejuizo olfatério em decorréncia da idade também é
discutivel em relagdo ao declinio sensorial relacionado a senescéncia,
onde alguns autores observam prejuizos em animais envelhecidos com 10
meses de idade (REY etal., 2012), enquanto outros ndo observaram estas
alteracbes (MORENO et al., 2014; REY et al., 2012). Foi demonstrado
pelo nosso grupo de pesquisa que ratos Wistar apresentam prejuizo na
discriminacdo olfatéria neste mesmo teste a partir dos 12 meses de idade
(PREDIGER et al., 2005). Por outro lado, outros grupos de pesquisa
demonstram que ndo seria esperado o prejuizo olfatério nesta tarefa, uma
vez que 0s animais envelhecidos apresentariam uma maior facilidade em
reconhecer odores familiares (ENWERE et al., 2004; MORENO et al.,
2014). Por outro lado, os animais envelhecidos apresentam prejuizos em
tarefas de aprendizado relacionado a odores, ou nha discriminagdo de
odores semelhantes (MORENO et al., 2014). Sendo assim, a execugao de
testes adicionais é necessaria para uma melhor avaliacdo dos efeitos da
losartana e do papel do sistema renina-angiotensina na funcéo olfatéria
de animais envelhecidos.

O tratamento com a losartana foi capaz de reverter os prejuizos
de memodria associados ao envelhecimento nos testes do labirinto em Y e
realocacdo de objetos. O teste do labirinto em Y foi utilizado para a
avaliacdo da meméria de trabalho, onde os animais que executam a tarefa
de forma correta apresentam um maior nimero de alternéncias corretas,
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ou seja, investigam o labirinto de maneira a ndo repetir a entrada no brago
previamente investigado (KING et al., 1999).

As memorias podem ser classificadas de acordo com o tempo de
armazenamento, sendo classificadas em memdrias de curta duracdo,
longa duracdo ou memodrias de trabalho (IZQUIERDO et al., 1999). A
memoéria de trabalho ou operacional tem por definigdo a manutencgéo e a
manipulacdo das informagdes por um curto intervalo de tempo, sendo que
este tipo de memaria possui por natureza a dinamicidade, processando ou
manipulando as informagdes do ambiente ou provenientes das memdorias
de longa duragdo, ao invés de ser um local para 0 armazenamento de
memorias de longo prazo (BADDELEY, 1992, 2012).

Apesar da memoria de trabalho envolver também outras areas
cerebrais, o cortex pré-frontal representa a estrutura chave para o seu
processamento. Estudos de imagem em humanos demonstram a ativagao
desta regido durante a execucdo de testes envolvendo a memoria de
trabalho e lesBes dessa estrutura em primatas ndo humanos e roedores
produzem grandes prejuizos na meméria de trabalho (COURTNEY,
1998; LEVY; GOLDMAN-RAKIC, 2000). O declinio relacionado a este
tipo de memoéria é considerado um dos primeiros sinais do
envelhecimento, apresentando um grande impacto na vida cotidiana da
pessoa idosa, uma vez que estes individuos apresentam dificuldade de
memorizacdo, planejamento das atividades diérias e solucéo de diferentes
tipos de problemas (BAJOR, 2013).

A realizacdo do teste da realocacdo de objetos teve por objetivo
a avaliacdo das memdrias espaciais de curta duragdo (intervalo de 90 min
entre as sessdes de treino e teste). As memarias espaciais sdo em parte
responsaveis pelo registro de informagdes do nosso ambiente e da nossa
orientagdo espacial e formagdo de um mapa cognitivo (BURGESS;
MAGUIRE; O’KEEFE, 2002). Utilizamos estas memorias, por exemplo,
para navegar em torno de uma cidade ou bairro familiar. Este tipo de
memoria também engloba distintas areas cerebrais, entretanto o
hipocampo possui um papel chave na formacéo deste tipo de memdria
(BURGESS; MAGUIRE; O’KEEFE, 2002). As memorias espaciais
geralmente estdo prejudicadas em pacientes com a doenca de Alzheimer
(PENGAS et al., 2012), sendo que alguns trabalhos sugerem que testes
para investigar possiveis prejuizos neste tipo de memoria, poderiam ser
importantes ferramentas para o diagnéstico preditivo em individuos
idosos de uma futura manifestacdo clinica da doenca de Alzheimer
(GAZOVA et al., 2012).

Por outro lado, o declinio nas memorias espaciais é observado
com o processo fisioldgico do envelhecimento (GAZOVA et al., 2012).
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Este declinio nas memdrias espaciais geralmente estd acompanhado de
uma reducéo do volume hipocampal (KONISHI; BOHBOT, 2013). Além
do hipocampo, uma série de trabalhos demonstraram que o
envelhecimento também afeta diferentes areas cerebrais (incuindo o
cortex pré-frontal) e suas conectividades, afetando o aprendizado e a
evocacdo deste tipo de memoria, tanto em humanos (HOLDEN;
GILBERT, 2012; MONTEFINESE et al., 2015; PENNER; MIZUMORI,
2012), quanto em modelos animais (CHOW et al., 2015; HOLDEN;
GILBERT, 2012).

O sistema renina-angiotensina pode contribuir diretamente nos
processos mnemaonicos, uma vez que participa de diversos processos
como o crescimento, a diferenciacéo e a migracao celular, principalmente
mediadas pelos receptores AT, (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008;
KERR et al.,, 2005). No entanto, a literatura carece de estudos que
aprofundem o entendimento de como a modulacéo desse sistema estaria
atuando nos processos de aprendizado e memoria.

Kerr e colaboradores demonstraram o envolvimento do sistema
renina-angiotensina no processo de consolidagdo de memodrias,
mostrando que a administracédo bilateral de angiotensina Il na regido CAl
do hipocampo de ratos Wistar foi capaz de impedir a consolidacdo de
memorias, de forma dose-dependente, quando administrada
imediatamente ou até 30 min apos a cessdo de treino no teste da esquiva
ativa do tipo step-down, sem alterar a atividade locomotora e
comportamentos do tipo ansiedade. Esse efeito foi completamente
abolido pela administracdo de um antagonista dos receptores AT,, mas
ndo pela administracdo de losartana, antagonista dos receptores ATj.
Além disso, este efeito ndo foi mimetizado pela angiotensina 1V ou pela
angiotensina Il exdgena (KERR et al., 2005).

E sabido que a administracio de losartana ou inibidores da ECA
apresentam efeitos nootropicos, facilitando a retencdo das memorias,
tanto espaciais quanto memérias de curta e longa duracdo em animais
adultos (RAGHAVENDRA; CHOPRA; KULKARNI, 2001). Os
mecanismos discutidos por alguns autores é de que o bloqueio dos
receptores AT, levaria a uma redugdo do estresse oxidativo cerebral,
facilitando os processos de aquisicdo de memdrias (BILD et al., 2013;
HARUYAMA et al., 2014). Além disso, alguns autores relatam que o
sistema  renina-angiotensina estaria interagindo com o sistema
colinérgico, uma vez que a administracdo de angiotensina Il inibiu a
liberacdo de acetilcolina em um estudo in vitro (ARRANG; DRUTEL,;
SCHWARTZ, 1995).
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O sistema colinérgico apresenta um papel importante nos
processos de aprendizado e memoria (CARRUTHERS; GURVICH;
ROSSELL, 2015), participando do declinio cognitivo relacionado ao
envelhecimento e na doenga de Alzheimer (BARTUS et al., 1982). O
sistema colinérgico é capaz de interagir com uma ampla variedade de
sistemas de neurotransmissdo, incluindo o sistema renina-angiotensina,
dopaminérgico, gabaérgico, opioide, entre outros, que também sdo
importantes nesses processos, tornando apenas especulativo o mecanismo
especifico pelo qual os sistema seria capaz de modular os processos de
aprendizado e memoéria (DECKER; MCGAUGH, 1991; KUTLU;
GOULD, 2016). Neste sentido, sdo necessarios experimentos melhor
desenhados com a modulagdo farmacoldgica das vias de sinalizacéo e a
identificacdo de possiveis interacdes receptor-receptor para uma melhor
compreensdo de como 0 sistema renina-angiotensina estaria interagindo
com outros sistemas de neurotransmissdo. Portanto, apesar de sermos 0
primeiro grupo a demonstrar o efeito do bloqueio dos receptores AT;
sobre o aprendizado e a meméria em animais envelhecidos, sdo
necessarios experimentos adicionais para tentarmos elucidar os
mecanismos pelos quais a losartana estaria exercendo seus efeitos
benéficos neste contexto.

Ainda, como demonstrado neste trabalho, o tratamento com a
losartana foi capaz de normalizar a pressao arterial sistolica dos animais
envelhecidos e ndo alterou a pressdo arterial sistélica nos animais
controle. A hipertensdo é uma epidemia global, caracterizando-se por ser
uma doenca multifatorial que afeta aproximadamente 50% das pessoas
acima dos 65 anos de idade nos EUA e aproximadamente um bilh&o de
pessoas em todo 0 mundo (KUMAR, 2013). Além disso, também é uma
das principais causas do declinio cognitivo vascular (O’BRIEN et al.,
2003).

Estudos clinicos demonstram que, de maneira geral, o tratamento
com farmacos anti-hipertensivos melhoram o estado neuropsicolégico
dos individuos hipertensos, sem todavia melhorar o desempenho
cognitivo quando comparados com individuos normotensos (FEIGIN;
RATNASABAPATHY; ANDERSON, 2005; MULDOON et al., 2002;
STAESSEN; RICHART; BIRKENHAGER, 2007). A melhora cognitiva
observada nos pacientes hipertensos estaria associada ao aumento do
fluxo sanguineo cerebral, além da redugdo de danos na vasculatura
cerebral causados pela hipertensdo, inclusive reduzindo o risco de
acidentes vasculares cerebrais (MULDOON et al., 2002; RICHARD
JENNINGS et al., 2010).
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Ratos espontaneamente hipertensos da linhagem SHR (do inglés:
spontaneous hypertensive rat) apresentam prejuizos de aprendizado e
meméria associados a alteragdes nos sistemas colinérgico, dopaminérgico
e adenosinérgico (FERGUSON; CADA, 2004; PREDIGER;
FERNANDES; TAKAHASHI, 2005a). No entanto, os resultados obtidos
no presente estudo devem ser analisados com cautela, uma vez que: (I) os
animais C57BI/6 ndo desenvolvem hipertensdo espontaneamente; (I1) os
valores da pressdo arterial sistdlica encontrados estéo abaixo do esperado
(120 mmHg) nos animais controle e envelhecidos tratados com losartana;
(1) a média da presséo arterial sistélica do grupo envelhecidos veiculo
foi de 131,64 mmHg (LERMAN et al., 2005; MATTSON, 2001).

No presente estudo, a medida da PA foi realizada pelo método de
pletismografia de cauda, um método ndo invasivo, mas muito estressante
para 0s animais, ocasionado pela contencdo, motivo pelo qual a medida
da PA foi apenas realizada no fim do protocolo, para evitarmos uma
influéncia sobre o desempenho dos animais nos testes comportamentais.
Nao foram encontrados trabalhos que realizaram medidas da PA em
camundongos C57BI/6 envelhecidos, talvez por ndo serem utilizados
comumente nos estudo de hipertensdo (LERMAN et al., 2005). Por outro
lado, devemos investigar futuramente se a reducdo da PA observada no
presente estudo com a losartana em camundongos envelhecidos estaria
relacionada com o emprego da técnica, que para uma melhor deteccéo do
sistema utiliza-se a sala de experimentacdo a 30° C, além do animal ficar
sobre uma manta térmica. Além disso, os resultados obtidos no presente
estudo demonstram que o tratamento com losartana por via i.p. ndo gerou
alteracBes no peso dos animais, sugerindo um padrdo normal de ingestdo
alimentar.

De maneira geral, a populagdo idosa estd mais predisposta a
sintomas psiquiatricos, como a anedonia (GLAESMER et al., 2011). A
anedonia pode ser definida como a diminuicdo na capacidade de sentir
prazer e também como a falta de reatividade a estimulos, onde diversas
vias neurais (regides estriatais, hipocampais, cortex pre-frontal, entre
outras) parecem estar envolvidas, tornando o cenario complexo e pouco
compreendido (PIZZAGALLI, 2014). Malatynka e colaboradores
demonstraram que camundongos C57BI/6 com 18 meses de idade
apresentam sintomas anedénicos quando avaliados no teste da preferéncia
da sacarose e no teste do esguicho (MALATYNSKA etal., 2012). Nossos
resultados, apesar de apresentarem uma tendéncia estatistica para um
comportamento aneddnico dos animais envelhecidos, ndo foi observado
0 comportamento, tampouco podemos concluir que a losartana foi capaz
de atenuar ou reverter esta alteracdo na emocionalidade.
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Ao iniciarmos o estudo, hipotetizamos que o tratamento com a
losartana fosse capaz de prevenir o aparecimento de um comportamento
anedonico associado ao envelhecimento, uma vez que estruturas cerebrais
como o hipocampo, o estriado e o cortex pré-frontal parecem apresentar
um papel fundamental nos transtornos de humor (ZHENG; ZHANG,
2015). Além disso , os receptores para angiotensina Il AT, e AT, séo
expressos nessas areas e ha indicios de que ocorra um aumento da
expressdo de AT em estados patoldgicos e que o receptor ATy, que é
normalmente pouco expresso, aumentaria sua densidade para tentar
contrabalancear os efeitos deletérios promovidos por AT (VILLAR-
CHEDA et al., 2010). No entanto, ndo existe nenhum trabalho prévio na
literatura avaliando os niveis destes receptores em camundongos
envelhecidos. De maneira pioneira, observamos que 0s niveis dos
receptores AT1 e AT, no cortex pré-frontal de camundongos ndo sao
modificados pelo envelhecimento ou pelo tratamento com losartana.
Diante destes resultados, torna-se fundamental a avaliacdo de possiveis
alteragdes dos niveis dos receptores ATi e AT, em animais com maior
idade (18-24 meses) e em outras areas cerebrais, como o hipocampo, em
consequéncia do envelhecimento e do tratamento com a losartana, sendo
gue estes estudos ja estdo em andamento em nosso laboratério.

O envelhecimento ndo foi capaz de promover prejuizos motores
nos animais avaliados nas tarefas do campo aberto e do rotarod, como ja
descrito na literatura, sendo que este tipo de prejuizo € apenas observado
apos 18 meses de idades ou idade superior em camundongos C57BI/6
(MALATYNSKA et al., 2012). Ainda, a modulagdo do sistema renina-
angiotensina ndo é capaz de induzir alteracdes motoras, apesar dos
receptores estarem presentes nas areas cerebrais relacionadas e este tipo
de comportamento, e o0s receptores AT: estarem intimamente
relacionados com os receptores D, de dopamina, onde o bloqueio dos
receptores AT, levaria a um efeito inibitorio sobre os receptores D,
favorecendo a liberacdo de dopamina, ndo sdo observadas diferengas
significativas dos tratamentos, onde o0s receptores AT; estariam
possivelmente participando do ajuste fino da neurotransmissdo
dopaminérgica (MARTiNEZ-PINILLA etal., 2015; SAAVEDRA, 1999,
2005).

2.8 Conclusao
Em conjunto, os resultados deste capitulo fornecem evidéncias

pioneiras de que a losartana, um antagonista dos receptores AT: para a
angiotensina Il, foi capaz de reverter 0s prejuizos nas memorias de
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trabalho e espacial relacionados a diferentes estruturas cerebrais, como o
cortex pré-frontal e o hipocampo. Sendo assim, a investigacdo do
potencial terapéutico do sistema renina-angiotensina no SNC no ambito
do envelhecimento torna-se uma linha de pesquisa muito interessante para
futuros estudos.
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3 CAPITULO 2: O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA
E A DOENCA DE PARKINSON

3.1 A doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenga neurodegenerativa
que afeta 1-2% da populagdo acima dos 60 anos de idade, sendo que essa
propor¢do aumenta com o avanco da idade (DE LAU; BRETELER,
2006). Nos EUA existem aproximadamente 500 mil portadores da DP, e
sdo reportados mais de 50 mil casos novos todos os anos (LANDRIGAN
et al., 2005). Segundo os Ultimos dados divulgados pelo IBGE (2000),
existiam aproximadamente 220 mil parkinsonianos no Brasil; sendo que
2% dos brasileiros acima dos 60 anos de idade sdo acometidos por essa
doenca, dados estes que refletem a mesma incidéncia observada no
restante da populagdo mundial.

Classicamente, a doencga estd relacionada com prejuizos na
funcdo motora, sendo o seu diagndstico baseado no aparecimento de
sintomas motores cardinais (bradicinesia somado ao tremor de repouso
ou a rigidez muscular), além de ser caracterizada pela degeneracdo
progressiva dos neurénios dopaminérgicos que se projetam da substancia
negra parte compacta (SNpc) para o corpo estriado (via nigroestriatal).
Entretanto, os sintomas motores somente se tornam evidentes quando o
processo neurodegenerativo ja acometeu cerca de 60% dos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc, verificando-se uma reducdo de
aproximadamente 80% dos niveis de dopamina no estriado
(FEARNLEY; LEES, 1991; DE LA FUENTE-FERNANDEZ et al.,
2011).

Por outro lado, a DP afeta também outros sistemas de
neurotransmissdao além do dopaminérgico, como 0s sistemas
noradrenérgico, serotoninérgico, colinérgico e adenosinérgico, sendo que
0 desequilibrio desses sistemas contribui para o aparecimento dos
sintomas ndo motores, como, por exemplo: prejuizos olfatdrios,
depressao, transtornos de ansiedade e prejuizos cognitivos (PREDIGER,
2010; PREDIGER et al., 2012).

Atualmente sabe-se que muitos sintomas ndo motores da DP
antecedem em muitos anos 0 aparecimento dos sintomas motores
classicos. Através de um estudo pioneiro de Braak e colaboradores
(2004), a existéncia dos diferentes estdgios da DP ganharam maior
importancia na ultima década (BRAAK et al., 2004). Neste estudo, 0s
autores classificaram a doenca em 6 estdgios com base nas diferentes
areas cerebrais afetadas e sintomas associados a cada estagio (Figura 22)
(BRAAK et al., 2003; CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006).
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Neste sentido, existe a expectativa de que o avango do conhecimento
acerca desses sintomas iniciais permita que no futuro o diagnoéstico seja
realizado nas fases iniciais da doenca, permitindo que novas abordagens
terapéuticas sejam introduzidas quando o processo neurodegenerativo
ndo esteja em estagios avancados (PREDIGER et al., 2010;
BHIDAYASIRI; TRUONG, 2012).
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Figura 22. llustragdo das principais caracteristicas da doenca de Parkinson:
neurodegeneracao progressiva dos neurdnios dopaminérgicos e o aparecimento
dos sintomas motores e ndo motores. Adaptada de AGUIAR; PREDIGER, 2012.

Além da neurodegeneracao da via nigroestriatal, outro marcador
neuropatolégico da DP é o aparecimento dos corpos de Lewy. Os corpos
de Lewy sdo estruturas intracitoplasmaticas eosinofilicas, com um nicleo
denso rodeado por um halo, formados principalmente pelo acimulo da
proteina a-sinucleina, além de ubiquitina, parkina e neurofilamentos.
Apesar de sua presenca nao ser exclusiva da doenca, ela é considerada um
marcador neuropatolégico da DP sendo utilizada no diagnéstico post
mortem definitivo (Figura 23) (VENDA et al., 2010).
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> 1

DOENCA DE PARKINSON

Figura 23. Figura ilustrando as principais caracteristicas neuropatologicas da
doenca de Parkinson: perda de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra
parte compacta (SNpc) e a formagao dos corpos de Lewy. Adaptada de Prediger
e colaboradores (2011).



45

Apesar do grande avango no conhecimento sobre a DP, a causa
primaria dessa doenca permanece desconhecida. Alguns autores
descrevem que a DP é um excelente modelo de uma doenca neurolégica
multifatorial na qual existe uma combinacdo de diversos fatores, tais
como o envelhecimento, a susceptibilidade genética e fatores ambientais
que interagem de diferentes formas para causarem a neurodegeneracao e,
por consequéncia, levando ao seu desenvolvimento (VENDA et al.,
2010). Aproximadamente 10% dos casos da DP apresentam origem
genética, sendo que os 90% restantes estdo relacionados com a forma
esporadica da doenca (DP idiopatica), sendo o envelhecimento um dos
principais fatores de risco (DI MONTE; LAVASANI; MANNING-BOG,
2002; DE LAU; BRETELER, 2006).

O tratamento farmacolégico da DP utilizado atualmente consiste
no restabelecimento da disfuncdo dopaminérgica por meio da
administragdo do precursor da dopamina, agonistas e inibidores da
degradacdo de dopamina, além de antagonistas colinérgicos,
exemplificados na Tabela 3 (MULLER et al., 1998). A L-dopa, um
precursor da dopamina, que teve o seu primeiro relato em sindromes
parkinsonianas em coelhos administrados com reserpina em 1950 por
Arvid Carlsson, representa até hoje o maior avanco terapéutico para a DP
(CARLSSON, 1975; SEIDEN; CARLSSON, 1963).

Contudo, esses farmacos representam alternativas paliativas para
o tratamento da DP, uma vez que ndo interferem diretamente no processo
neurodegenerativo. Ainda, existem diversos efeitos colaterais agudos e
tardios, como efeitos periféricos: distlrbios gastrintestinais, bradicardia,
taquicardia, arritmia, boca seca e cefaleias; e efeitos centrais: ataxia,
disturbios motores e do sono, e deficiéncias cognitivo-psiquiatricas
(KARIYA et al., 2005).
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Tabela 3. Principais farmacos utilizados atualmente para o
tratamento da doenca de Parkinson

Farmaco (nome

Posologia inicial

Mecanismo de acédo

comercial)
L-Dopa 25/100 mg Precursor da
(SINEMET®) (carbidopa/L- dopamina
Dopa, 3 x ao dia

Bromocriptina 1,5mg, 2 x a0 Agonista
(PARLODEL®) dia dopaminérgico
Pramipexol 0,125 mg, 3 x ao Agonista
(MIRAPEX®) dia dopaminérgico
Entacapone 200 mg, até 5 x Inibidor da catecol-O-
(COMTAN®) ao dia metiltransferase
Rasagilina 1 mg, por dia Inibidor da
(AZILECT®) monoamino oxidase B
Selegilina 5mg, 2 x ao dia Inibidor da
(DEPRENIL®) monoamino oxidase B
Amantadina 100 mg, 2 x a0 Inibidor da
(SYMMETREL®) dia liberagdo/captacdo de

dopamina
Biperideno 1 mg, 2 x ao dia Antagonista

(AKINETON®)

colinérgico dos

receptores
muscarinicos

Tabela 1. Adaptado de DEL-BEL et al., 2015.

Por essa razdo, verifica-se atualmente uma busca por novas
alternativas terapéuticas para a DP, capazes de minimizarem os efeitos
colaterais e reverter, ou a0 menos retardar, o processo neurodegenerativo.
Nesse sentido, a modulacéo do sistema renina-angiotensina emerge como
uma alternativa terapéutica na DP (KONINGS et al., 1994; SKOV et al.,
2014).

3.2 Modelos animais para o estudo da doenga de Parkinson:

énfase no modelo da administragdo intranasal de MPTP em

roedores

Os modelos animais vém contribuindo de forma importante para
0 avanco do conhecimento sobre a DP e também para o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas para o seu tratamento. Os modelos para
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0 estudo da DP dividem-se em dois grandes grupos: modelos genéticos e
modelos baseados na administracdo de neurotoxinas (GUBELLINI,
KACHIDIAN, 2015).

N&o existe um consenso de qual seria 0 melhor modelo para
mimetizar a natureza progressiva da DP e se 0os modelos experimentais
atuais seriam capazes de diferenciar as caracteristicas pré-motoras e
motoras da doenga em humanos (MEREDITH; KANG, 2006). Portanto,
uma melhor compreenséo sobre os diferentes modelos utilizados para o
estudo da DP pode aumentar a capacidade dos pesquisadores em
empregar os modelos apropriados de acordo com 0s objetivos de seus
estudos.

Os modelos genéticos baseiam-se em mimetizar as principais
alteracBes encontradas na forma familiar da doenca, como disfungdes
mitocondriais, disfuncbes na via proteossoma-ubiquitina e alteragdes na
formagdo de radicais livres, utilizando invertebrados ou animais com
mutacOes genéticas. (para revisdo Dawson et al. 2010).

Por outro lado, as principais toxinas empregadas para o estudo da
DP sdo: 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), rotenona e o paraquat (GUBELLINI;
KACHIDIAN, 2015). A 6-OHDA é captada pelos transportadores de
noradrenalina (NAT) e dopamina (DAT) para o interior da célula,
sofrendo auto-oxidagdo e produzindo EROs, levando a morte neuronal.
Esta toxina é incapaz de atravessar a BHE, portanto deve ser administrada
diretamente no SNC (GUBELLINI; KACHIDIAN, 2015).

A rotenona difunde-se para o interior da célula onde ira promover
a inibicdo do complexo 1 mitocondrial, além de inibir a formacdo de
microtlbulos do citoesqueleto, levando a morte neuronal. Dentre as
desvantagens deste modelo estéo o alto indice de mortalidade dos animais
e a baixa reprodutibilidade (FLEMING, 2004). O herbicida paraquat é
captado para o interior da célula pelo NAT, produzindo EROs, levando a
morte celular. Uma das principais desvantagens na administracdo do
paraquat esta na grande variabilidade no grau de degeneracdo na via
dopaminérgica nigroestriatal (MILLER, 2007).

O MPTP se difunde através da BHE, sendo oxidado e convertido
em seu metabdlito toxico, o 1-metil-4-fenilperidina (MPP*) nos astrocitos
através da acdo da enzima monoamino oxidase B (MAO-B).
Posteriormente, o MPP* ¢é captado para o interior do neurdnio
dopaminérgico através do DAT e sua a¢ao ocorre através da inibicéo do
complexo | da cadeia respiratoria de elétrons (para revisdo, ver
PREDIGER et al., 2010).
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Os efeitos do MPTP sdo dependentes da espécie estudada, sendo
gue em primatas o MPTP induz sintomas e alteracfes neuroquimicas
praticamente indistinguiveis da DP idiopatica (LANGSTON et al., 1983;
KOPIN; MARKEY, 1988). Os roedores ndo apresentam toda a
sintomatologia da doenca, sendo que os efeitos da administracdo do
MPTP séo dependentes da espécie, linhagem, género e idade dos animais,
além do regime de tratamento (SEDELIS et al, 2000; SCHMIDT;
FERGER, 2001).

A forma idiopatica da DP apresenta um forte componente
ambiental, como mencionado anteriormente. Nesta vertente, tem se
hipotetizado que uma das portas de entrada de agentes neurotdxicos
(virus, metais, toxinas, agentes quimicos) ao SNC seria através da via
nasal (DOTY, 2008; PREDIGER et al., 2012). Com isso, o0 modelo da
administragdo intranasal (i.n.) de MPTP desenvolvido em nosso
laboratério (PREDIGER et al., 2006; PREDIGER et al., 2009;
PREDIGER et al., 2010) teve como objetivo reproduzir a porta de entrada
de toxinas no organismo, além de relacionar a toxicidade do MPTP com
0 avango do processo neurodegenerativo e 0s sintomas da DP. De maneira
importante, foi demonstrado recentemente que existe uma via
dopaminérgica direta interligando o bulbo olfatério e a substancia negra
em roedores e que toxinas como o MPTP e a 6-OHDA induzem
neurodegeneracdo na substancia negra quando administradas pela via i.n.
(HOGLINGER et al., 2015). Kadar e colaboradores demonstraram que
apo6s a administragdo i.n., 0 MPTP é convertido em MPP* e apresenta uma
rapida distribuicdo no SNC (apresentando pico em 30 min ap6s a
administracdo), mas em um segundo momento o metabdlito ativo
concentra-se em areas como o bulbo olfatério, ganglios basais, locus
cerlleos e mesencefalo ventral (KADAR et al., 2014)

De acordo com o estadiamento da doenca proposto por Braak e
colaboradores (2004) e reproduzindo o quadro clinico da DP, os roedores
submetidos a administracdo i.n. de MPTP apresentaram uma disfungéo
precoce na discriminacdo olfatéria, reconhecimento social € memorias de
procedimento e operacional no labirinto aquatico de Morris (PREDIGER
etal., 2006; PREDIGER et al., 2010). Além disso, a infusdo i.n. de MPTP
em camundongos C57BI/6 reduziu significativamente 0s niveis de
tirosina hidroxilase (enzima limitante na sintese de dopamina e outras
catecolaminas) no bulbo olfatério, estriado e substancia negra, além de
reduzir as concentrac6es de dopamina em diferentes &reas cerebrais como
o0 bulbo olfatério, estriado e cértex pré-frontal, (PREDIGER et al., 2010).
Por outro lado, deve ser destacado que os prejuizos da fungdo motora
observados apds a administracdo i.n. de MPTP variam de acordo com a
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espécie e idade dos animais em estudo, sendo que prejuizos motores ndo
foram observados em camundongos da linhagem C57BI1/6 com 6 meses
de idade (PREDIGER et al., 2010), sendo somente observados em
camundongos desta linhagem com 15 meses de idade (MATHEUS et al.,
2012). Portanto, a utilizacdo do modelo da administracdo i.n. do MPTP
torna-se uma ferramenta importante para o estudo dos sintomas pré-
motores da DP.

3.3 Sistema renina-angiotensina na Doenca de Parkinson

Como descrito anteriormente, a DP é uma doenca
neurodegenerativa  progressiva, caracterizada por uma intensa
degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos da via nigroestriatal. Esse
processo neurodegenerativo tem como principais efetores processos
neuroinflamatdrios, que em grande parte sdo gerados pelo estresse
oxidativo, e a disfun¢des mitocondriais como os pivds para o processo de
morte celular.

Estudos epidemioldgicos indicam que a maioria dos casos da DP
¢ acompanhada de comorbidades, como distdrbios psiquiatricos
(aproximadamente 41% dos pacientes) e doencas cardiovasculares
(aproximadamente 35% dos pacientes), como hipertensdo ou hipotensdo
ortostatica. No entanto ndo existem estudos que indiquem se esses fatores
sdo causa ou consequéncia da DP (MORGAN; SETHI, 2005).

O desenvolvimento de farmacos antagonistas dos receptores AT;
para angiotensina Il (Tabela 4) tem por finalidade controlar a presséo
sanguinea de individuos hipertensos. Mais tardiamente observou-se que
essa classe de drogas era também capaz de melhorar 0s processos
inflamatdrios sistémicos e com efeitos benéficos sobre o metabolismo
(ISMAIL et al., 2010; MICHEL et al., 2013). Ainda, essa classe de
farmacos apresenta um pronunciado efeito neuroprotetor em diferentes
situagdes, principalmente associados a fatores patogénicos que aumentam
a atividade dos receptores AT, como: processos inflamatdrios, hipdxia,
alteracGes vasculares, reducdo na suplementacdo de nutrientes e lesdes
celulares (BENICKY et al., 2011a; SIRONI, 2004).
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Tabela 4. Principais antagonistas dos receptores AT, para angiotensina
Il disponiveis comercialmente.

Farmaco (nome Posologia inicial Tempo de meia
comercial) diaria (mg) vida (horas)

Losartana (COZAAR®) 50-100 6-9
Candesartana 4-32 9
(ATACAND®)
Telmisartana 48 -80 24
(MICARDIS®)
Valsartana (DIOVAN®) 80— 320 6
Ibesartana (AVAPRO®) 150 — 300 11-15
Olmesartana 10-40 14 - 16
(BENICAR®)
Azilsartana (EDARBI®) 40-80 11
Eprosartana 400 - 800 5
(TEVETEN®)

Tabela 1. Adaptado de MICHEL e colaboradores (2013).

Os farmacos pertencentes a esta classe sdo capazes de atravessar
a BHE, podendo ocorrer aumento da sua captacdo para 0 SNC em casos
de tratamento crénico, hipertensdo e traumatismo craniano (MICHEL et
al., 2013). Foi demonstrado que esta classe de farmacos é capaz de
preservar a integridade da BHE, protegendo o SNC da acdo de
macréfagos e a passagem de substancias presentes na circulagdo capazes
de induzir a morte neuronal (KUCUK et al., 2002).

Outros estudos tém demonstrado os efeitos neuroprotetores dos
antagonistas dos receptores para angiotensina Il do tipo 1 em modelos
animais de acidente vascular cerebral, traumatismo craniano e doenga de
Alzheimer, sendo que os mecanismos pelos quais sdo exercidos esses
efeitos ndo foram elucidados (BENICKY et al., 2011a; CHRYSANT,
2012; HAJJAR; RODGERS, 2013; LIU et al., 2012b; VILLAPOL et al.,
2012).

Foi demonstrado que o tratamento com L-dopa é capaz de
aumentar os niveis de ECA no liquido cefalorraquidiano em pacientes
com a DP em comparagdo com pacientes ndo tratados (KONINGS et al.,
1994). Por outro lado, estudos pds mortem em pacientes portadores da DP
revelaram uma reducédo dos receptores AT1 no corpo estriado. Entretanto,
esses resultados podem estar relacionados com o tratamento, e nédo
diretamente com a doenca, uma vez que na maioria dos estados
patolégicos, como a DP, acidentes vasculares cerebrais e traumatismos
cranianos, ocorre um aumento da expressdo dos receptores ATi e ATz
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tanto em humanos quanto em modelos animais (BENICKY et al., 2011a).
Além disso, uma série de estudos in vitro e in vivo demonstraram que a
angiotensina 1l, via ativacdo dos receptores AT, exacerba a morte de
neurdnios dopaminérgicos (LABANDEIRA-GARCIA et al., 2012).

Em estudos usando modelos animais da DP foi demonstrado que
0 pré-tratamento durante 5 dias com a losartana (90 mg/kg, i.p) é capaz
de prevenir a morte neuronal induzida pela neurotoxina 6-OHDA
(MORADGANJEH; ZIAI; ROGHANI, 2013). Foi também demonstrado
gue o tratamento com candensartana (um antagonista dos receptores AT1)
tem efeito neuroprotetor frente as alteracdes promovidas pela 6-OHDA,
mas que o tratamento ndo € capaz de alterar os niveis de dopamina,
serotonina e seus metabdlitos no estriado. Entretanto, a candensartana
induziu um aumento nos niveis dos receptores D1 e reducdo dos niveis de
D, para dopamina no estriado dos animais lesionados com 6-OHDA
(DOMINGUEZ-MEUIDE et al.,, 2014; MORADGANJEH; ZIAI,
ROGHANI, 2013).

De maneira importante, foi previamente demonstrado que a
losartana ndo interfere na captagdo do MPTP pelos neurbnios e na
conversdao do MPTP em MPP* (GRAMMATOPQOULOS et al., 2007).
Neste mesmo estudo, os autores demonstraram que a losartana foi capaz
de prevenir in vitro a morte de neurdnios dopaminérgicos frente ao MPP*,
além de prevenir a morte de neur6nios dopaminérgicos no estriado e na
substancia negra de camundongos induzidos pela administracdo i.p. de
MPTP (GRAMMATOPOULOS et al., 2007). Neste mesmo sentido,
Sathiya e colaboradores demonstraram que a telmisartana (um
antagonista dos receptores AT1) previne as alteracdes motoras induzidas
pela administracdo i.p. do MPTP, sendo que essa prevencdo estaria
relacionada com um aumento nos niveis de fatores neurotréficos
derivados do cérebro (BDNF) e da glia (GDNF) no corpos estriado de
camundongos (SATHIYA et al., 2013).

3.3 Justificativa e hipotese do trabalho

Emboram existam trabalhos prévios mostrando os efeitos
neuroprotetores de antagonistas dos receptores AT: em modelos
animais da DP, até o presente momento ndo foram investigados os
efeitos destes farmacos sobre os sintomas ndo motores da DP. Sendo
assim, hipotetizamos que o pré-tratamento com a losartana, um
antagonista dos receptores para angiotensina Il do tipo 1, seja capaz de
prevenir as alteracGes comportamentais e bioquimicas induzidas pelo
tratamento i.n. com MPTP em camundongos, usado como um modelo
animal da fase pré-motora da DP.
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3.4 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do pré-tratamento com a losartana nas
alteragdes comportamentais e bioquimicas induzidas pelo tratamento i.n.
com MPTP em camundongos C57BI/6.

3.4.1 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos do pré-tratamento com losartana nos
prejuizos neuroldgicos induzidos pela administracdo i.n. de MPTP
através da utilizacdo do Escore Neurol6gico de Severidade;

- Avaliar os efeitos do pré-tratamento com a losartana nas
possiveis alteracBes sensoriais, cognitivas e locomotoras induzidas pela
administragdo i.n. de MPTP avaliados nos testes da discriminacéo
olfatoria, labirinto em Y, realocacéo de objetos e campo aberto;

- Avaliar os efeitos do pré-tratamento com a losartana em
comportamentos do tipo depressivo induzidos pela administracdo i.n. de
MPTP avaliados através do teste do nado forcado;

- Avaliar os efeitos do pré-tratamento com losartana e pela
administracdo i.n. de MPTP nos niveis da enzima tirosina hidroxilase e
dos receptores para angiotensina Il do tipo 1 e 2 no corpo estriado de
camundongos;

- Avaliar os efeitos do pré-tratamento com a losartana e pela
administracdo i.n. de MPTP nas medidas da pressao arterial sistémica,
diurese, consumo hidrico e medida de eletrolitos presente na urina dos
animais.

3.5 Material e Métodos

3.5.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BI/6 com 6 meses
de idade provenientes da col6nia de expansdo do Laboratério
Experimental de Doencas Neurodegenerativas (LEXDON), do
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
retangulares (49 x 34 x 16 cm). Os animais foram mantidos em
gabinetes climatizados (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) a 23 + 2°C,
com ciclo claro escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e racao.
Todos os procedimentos desta tese estdo de acordo com os padrfes
éticos legais e foram aprovados pela Comissio de Etica para 0 uso de
animais (CEUA) da UFSC, sob o protocolo nimero PP0830/2013.
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3.5.2 Drogas

A losartana foi dissolvida em solucdo fosfato salino pH 7,4
(PBS), o PBS foi utilizado como solucdo veiculo. A losartana (50
mg/kg) foi administrada durante 22 dias pela via i.p. sempre ao final do
ciclo claro (18:00 h), para evitarmos o viés dos efeitos agudos do
farmaco. A selecdo da dose de losartana baseou-se em um estudo piloto
e em trabalhos prévios publicados na literatura
(GRAMMATOPOULOS et al., 2007; SUZUKI et al., 1992).

Cinco (5) dias apds o inicio do tratamento com a losartana (50
mg/kg), os animais foram submetidos a administracdo i.n. da pro-
neurotoxina MPTP (1 mg/narina), de acordo com o procedimento
previamente padronizado em nosso laboratério (PREDIGER et al., 2010).

Os animais foram levemente anestesiados com isoflurano a
0,96% (0,75 CAM; Abbot Laboratérios do Brasil Ltda, RJ, Brasil.)
utilizando um sistema vaporizador (SurgiVet Inc., WI, EUA) e um tubo
de polietileno (10 mm de didmetro) foi introduzido cerca de 7 mm nas
narinas dos animais. O tubo foi conectado a uma bomba peristaltica
programada para realizar uma infusdo de 25 ul/min, como pode ser
observado na Figura 24. O MPTP foi dissolvido em NaCl 0,9% na
concentracdo de 20 mg/ml, e foi infundido durante 2 min (1 mg/narina).
A solugdo controle consistiu de NaCl 0,9% administrada pela via i.n..
Apo6s um intervalo de 5 min, para 0s animais recuperarem a funcéo
respiratoria normal, esse procedimento foi repetido para a infusdo de
veiculo ou MPTP na narina contralateral.

|~ soas @@ |

[/ 600000 \

Figura 24: Esquema do procedimento utilizado para a administracdo i.n. de
MPTP (1 mg/narina) em camundongos (PREDIGER et al., 2010).
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3.5.3 Testes comportamentais

3.5.3.1 Avaliacéo do Escore Neurol6gico de Severidade

Realizou-se o teste comportamental conforme descrito
anteriormente no item 2.5.3.1 na pagina 15.

3.5.3.2 Teste da discriminacéo olfatdria
Realizou-se o teste comportamental conforme descrito
anteriormente no item 2.5.3.2 na pagina 16.

3.5.3.3 Teste do labirinto em Y
Realizou-se o teste comportamental conforme descrito
anteriormente no item 2.5.3.3 na pagina 17.

3.5.3.4 Teste do campo aberto
Realizou-se o teste comportamental conforme descrito
anteriormente no item 2.5.3.4 na pagina 18.

3.5.3.5 Teste da Realocacdo de Objetos
Realizou-se o teste comportamental conforme descrito
anteriormente no item 2.5.3.5 na pagina 19.

3.5.3.6 Teste do nado forcado

O procedimento utilizado neste teste foi previamente descrito por
Porsolt e colaboradores em 1977 e previamente padronizado em nosso
laboratério (PAMPLONA et al., 2010). Os camundongos foram
colocados individualmente em cilindros de vidro individuais medindo 20
cm de altura e 14 cm de didametro preenchido até a metade com agua
mantida em temperatura controlada de 25 + 1 °C. Foi realizado uma
sessdo de natagdo de 6 min. A duracdo total do comportamento de
imobilidade foi aferida manualmente e continuamente durante todo o
periodo da sessdo. O animal foi considerado imével quando flutuava ou
fazia apenas 0s movimentos necessarios para manter a sua cabeca acima
do nivel da agua (CHEN et al., 2015).
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Figura 25. Teste do nado forcado utilizado para avaliacdo do tempo de
imobilidade dos animais utilizado como pardmetro do comportamento do tipo
depressivo. Fonte: acervo pessoal do autor.

3.5.4 Teste bioquimico

3.5.4.1 Imunodetec¢do de proteinas: Western blotting

Realizou-se a imunodeteccdo de proteinas no estriado dos
camundongos, conforme descrito anteriormente no item 2.5.5.1 na pagina
23, utilizando os anticorpos primarios anti-TH, anti- AT, e anti- ATo.

3.5.5 Medidas fisioldgicas
3.5.5.1 Pletismografia de cauda
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Realizou-se o teste da pletismografia de cauda em uma medida
basal, 5, e 20 dias apds a administracdo i.n. de MPTP conforme descrito
anteriormente no item 2.5.4.1 na pagina 22.

3.5.5.2 Medidas de consumo hidrico e diurese

Os animais foram colocados em caixas metabdlicas em duplas
para uma medida basal, 5, 12 e 20 dias ap6s a administracdo intranasal de
MPTP, sendo que durante um periodo de 12 horas 0 consumo de agua e
0 volume de urina foram medidos.

3.5.5.3 Analise da concentragéo de eletrdlitos presentes na
urina

Para a medida dos eletrdlitos urinérios, colheu-se a urina
conforme descrito no item 3.5.4.2, em uma medida basal, 5, 12 e 20 dias
apos a administragdo i.n. de MPTP. A concentracdo dos eletrolitos foi
mensurada através do aparelho lonmax®, pela técnica de ion seletivo,
conforme instrugdes do fabricante.

3.5.6 Analise estatistica

De modo geral utilizou-se a andlise estatistica de variancia
(ANOVA) fatorial seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. Os
valores foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e o
nivel de significancia aceito como indicativo de diferenca entre os grupos
foi de P<0.05. Utilizou-se a andlise de variancia com medidas repetidas
guando apropriado. Os resultados obtidos no teste do escore neurolégico
de severidade foram representados como medianas + intervalo
interquartil, onde a comparacdo das medianas foi realizada através do
teste de Mann-Whitney U. Todas as analises foram realizadas com o
software Statistica 7®. E O teste “t” de student foi utilizado para a
avaliacdo se o percentual de tempo explorando o objeto realocado diferia
significativamente de um valor teérico de 50%. Todo os gréficos contidos
nessa tese foram obtidos com a utilizacdo do software GraphPad Prism
5@,

3.5.7 Desenho experimental

O desenho experimental ilustrado na figura 26, foi utilizado para
testar a hipdtese neuroprotetora do tratamento com losartana 50 mg/kg
sobre as aleragdes induzidas pela neurotoxina MPTP em camundongos.
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Figura 26. Segundo protocolo experimental. (A) Camundongos C57BI/6
machos com 6 meses de idade foram submetidos ao pré-tratamento com losartana
(50 mg/kg, i.p.) durante 5 dias e durante todo o restante do protocolo experimental,
todos os dias ao final do ciclo claro do biotério. A administracdo i.n. de MPTP ocorreu
uma Unica vez realizada 5 dias ap6s o inicio da administracdo de losartana. Durante o
periodo do 2° até 0 22° dia do protocolo experimental, 0s animais foram avaliados
nos testes comportamentais do escore neurolégico de severidade (ENS),
discriminagdo olfatdria, labirinto em Y, campo aberto, realocacéo de objeto, teste
do nado forcado e afericdo da pressdo arterial sistolica (PA). Apos os testes
comportamentais, os animais foram eutanasiados e o corpo estriado foi dissecado
e congelado para a posterior avaliagdo da imunodeteccao de proteinas de interesse
pela técnica de western blotting. (B) Medidas da presséo arterial sistélica (PA),
diurese e ingesta hidrica foram realizadas antes do inicio do tratamento (medida
basal), 5, 12 e 20 dias ap6s a administragdo de MPTP.

3.6 Resultados

3.6.1 Escore neurolégico de severidade

Quando avaliados no ENS, os camundongos do grupo
controle/MPTP apresentaram prejuizos neurologicos gerais indicados por
uma maior pontuagdo na escala quando comparado ao grupo
controle/veiculo, como pode ser observado na Figura 27 [Mann-Whitney
U =15 (P<0,05)]. O pré-tratamento com a losartana mostrou-se eficaz em
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proteger os animais do aparecimento dos prejuizos neuroldgicos
induzidos pelo MPTP, indicado pelo menor escore quando comparado ao
grupo MPTP/veiculo [Mann-Whitney U = 12 (P<0,05)], e apresentando
escores semelhantes ao grupo controle [Mann-Whitney U = 31 (P>0,05)].

[ Veiculo

o & 4 * [ Losartana
Sz
gy
c 2
o O 24
@ o
W5 14

0_

Controle MPTP

Figura 27. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.) e do
tratamento i.n. com MPTP (1 mg/narina) sobre o estado neurologico geral de
camundongos C57BI/6 com 6 meses de idade avaliados no teste do Escore
Neuroldgico de Severidade, realizado sete (7) dias ap6s o inicio do tratamento
com losartana. Os dados estdo representados pela mediana e intervalo interquartil.
Um maior escore indica um maior comprometimento neuroldgico, até 0 maximo
de 10 pontos. *P<0,05 comparado ao grupo controle/veiculo e *P<0,05
comparado ao grupo controle/veiculo (teste de Mann-Whitney U) (n= 8-
10/grupo).

3.6.2 Discriminacéo olfatéria

Trés dias apds a administracdo i.n. do MPTP os animais foram
avaliados no teste da discriminacéo olfatéria. O controle locomotor do
teste, representado pelo nimero de cruzamentos entre os compartimentos
familiar e ndo familiar, demonstra que 0s animais ndo apresentam
comprometimento locomotor, ndo havendo diferengas significativas entre
0s grupos [Fu36=0,42, (P>0,05)] (Figura 28A). Os camundongos do
grupo controle/veiculo [t= 1,52 P<0,05)], controle/losartana [t= 2,45
P<0,05)] e MPTP/losartana [t= 5,96 P<0,05)] foram capazes de
discriminar entre os dois ambientes no teste da discriminagéo olfatéria
(Figura 28B). Os camundongos do grupo MPTP/veiculo ndo foram
capazes de discriminar entre os dois ambientes [t= 0,82 P<0,05)], ndo
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havendo diferencas entre os tempos de investigacdo nos ambientes
familiar e ndo familiar (Figura 28B).
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Figura 28. Efeitos do tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.) e do tratamento
i.n. com MPTP (1 mg/narina) sobre a discriminacéo olfatéria de camundongos
C57BI/6 com 6 meses de idade avaliada oito (8) dias ap0s o inicio do tratamento
com losartana. Os dados estdo representados pela média + E.P.M. (A) As barras
verticais representam o nimero total de cruzamentos entre os ambientes familiar
e ndo familiar. (B) As barras verticais representam o percentual do tempo de
permanéncia dos camundongos no ambiente familiar (barras brancas) e nao
familiar (barras cinzas). *P<0,05 comparado ao percentual do tempo despendido
no ambiente ndo familiar (Teste “t” de student) (n= 9-11/grupo).
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3.6.3 Labirintoem Y

A Figura 29 ilustra o efeito do pré-tratamento com losartana e do
tratamento i.n. com MPTP sobre o desempenho dos animais no teste do
labirinto em Y, usado para investigar possiveis prejuizos na memdria de
trabalho. Com relagdo ao parametro locomotor do teste, representado pelo
numero total de entradas nos bracos do labirinto em Y, a ANOVA fatorial
ndo indicou diferengas significantes entre os grupos [Fq,31=0,29
(P>0,05)] (Figura 29A). Entretanto, a ANOVA fatorial indicou um efeito
significante para a interagdo entre os fatores pré-tratamento e tratamento
[F,31=6,07 (P<0,05)]. A analise post-hoc de Newman-Keuls indicou que
ocorreu um prejuizo na memoria de trabalho no grupo MPTP/veiculo
indicado pela reducdo no percentual de alternancias corretas no labirinto
em Y em comparagdo ao grupo controle (P<0,05). Além disso, o pré-
tratamento com losartana promoveu um aumento no percentual de
alternéncias corretas no labirinto em Y no grupo MPTP/losartana em
relacdo aos animais do grupo MPTP/veiculo [post-hoc Newman-Keuls
(P<0,05)] (Figura 29B).
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Figura 29. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p.) e da
administracdo i.n. de MPTP (1 mg/narina) sobre a memoria de trabalho de
camundongos C57BI/6 com 6 meses de idade avaliados no teste do labirinto em
Y, realizado doze (12) dias apds o inicio do tratamento com losartana. Os dados
estdo representados pela média + E.P.M. (A) As barras verticais representam o
nimero total de entradas nos bracos do labirinto. (B) As barras verticais
representam o percentual de alternancias corretas dos camundongos no labirinto.
*P<0,05 comparado ao percentual de alternancias corretas em relagdo aos
respectivos animais controle e #P<0,05 comparado ao percentual de alternincias
corretas em relacdo ao grupo MPTP/veiculo (ANOVA fatorial seguida do teste
post-hoc Newman-Keuls) (n= 8-9/grupo).
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3.6.4 Teste do campo aberto |

A Figura 30 ilustra os resultados do teste do campo aberto
(duracéo de 5 min), que foi realizado oito (8) dias ap6s a administracdo
i.n. de MPTP. A ANOVA fatorial ndo revelou efeito significativo dos
fatores analisados e da sua interagdo [ANOVA fatorial (F(142=0,28,
P>0,05)].
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Figura 30. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p) e da
administragdo i.n. de MPTP (1 mg/narina) sobre a atividade locomotora
espontanea de camundongos C57BI/6 com 6 meses de idade avaliada no teste do
campo aberto, realizado doze (12) dias ap6s o inicio do tratamento com losartana.
Os dados sdo representados pela média + E.P.M. As barras representam a
distancia total percorrida em metros durante 5 minutos (n= 8-9/grupo).

3.6.5 Teste da realocacgéo de objetos

Como ilustrado na Figura 31, os camundongos pertencentes ao
grupo Controle/veiculo [t=3,24 (P<0,05)], Controle/losartana [t=9,44
(P<0,05)] ¢ MPTP/losartana [t=4,93 (P<0,05)] investigaram o objeto
realocado por um tempo significativamente maior do que o objeto que
permaneceu na mesma posi¢cdo, como indicado pelo aumento
significativo no indice de localizacdo em comparacdo com 50% (valor
tedrico). Por outro lado, os camundongos do grupo MPTP/veiculo nao
foram capazes de identificar a alteracdo espacial dos objetos no campo
aberto [t=0,59 (P>0,05)].
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Figura 31. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p) e da
administracdo i.n. de MPTP (1mg/narina) sobre a memdria espacial de curto
prazo de camundongos C57BI/6 com 6 meses de idade avaliada no teste de
realocacdo de objetos, realizado treze (14) dias ap6s o inicio do tratamento com
losartana. Os dados sdo representados pela média + E.P.M. Indice expresso em
percentual do tempo de investigacdo entre os objetos (tempo de investigacéo
objeto realocado x100 / tempo de investigacdo no objeto realocado + tempo de
investigacdo no objeto ndo realocado). *P<0,05 comparado aos 50% do tempo
total de investigacdo (n= 8-9/grupo).

3.6.6 Teste do nado forgado

A Figura 32 ilustra o efeito do pré-tratamento com a losartana
e do tratamento i.n. com MPTP sobre o tempo de imobilidade dos animais
avaliado no teste do nado forgado como um indicativo de comportamento
do tipo depressivo. A ANOVA fatorial ndo revelou efeito significativo
dos fatores analisados e da sua interagdo [F1,39=0,02 (P>0,05)].
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Figura 32. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p) e da
administracdo i.n. de MPTP (1 mg/narina) no comportamento do tipo depressivo
de camundongos C57BI/6 com 6 meses de idade avaliado no teste do nado
forcado, realizado dezessete (17) dias ap6s o inicio do tratamento com losartana.
Os dados sdo representados pela média + E.P.M. As barras representam o tempo
total de imobilidade em segundos dos animais avaliados por 6 min (n=8-
12/grupo).

3.6.7 Teste do campo aberto 1

A Figura 33 ilustra o efeito do pré-tratamento com a losartana
e do tratamento i.n. com MPTP sobre o desempenho dos animais no teste
do campo aberto avaliado durante 60 min. A ANOVA fatorial indicou um
efeito significativo da interagdo entre os fatores pré-tratamento e
tratamento [F1,41=4,98 (P<0,05)]. A analise post-hoc de Newman-Keuls
indicou um aumento na distancia total percorrida no grupo MPTP/veiculo
em comparacao ao grupo controle/veiculo e que o pré-tratamento com a
losartana promoveu uma reducdo na distancia total percorrida do grupo
MPTP/losartana em relacdo ao grupo MPTP/veiculo (*P<0,05).
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Figura 33. Efeitos do pré-tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p) e da
administracdo i.n. de MPTP (1mg/narina) na atividade locomotora espontanea de
camundongos C57BI/6 com 6 meses de idade avaliada no teste do campo aberto
25 dias apos o inicio do tratamento com a losartana. Os dados sdo representados
pela média + E.P.M. As barras representam a distancia total percorrida em metros
durante 60 minutos. *P<0,05 ao respectivo grupo controle e *P<0,05 comparado
ao grupo MPTP/veiculo (ANOVA fatorial seguida do teste post-hoc Newman-
Keuls) (n= 8-9/grupo).

3.6.8 Niveis de tirosina hidroxilase e dos receptores ATy e AT;
no estriado

A ANOVA fatorial indicou um efeito significativo para o fator
pré-tratamento [F@127=10,94 (P<0,05)] e para o fator tratamento
[F27=29,32 (P<0,05)], mas ndo para a interagdo entre os fatores
[F27n=0,23 (P>0,05)], nos os niveis estriatais de TH. O teste post-hoc
indicou que ocorreu uma redugdo significativa nos niveis de TH no grupo
MPTP/veiculo comparado com o respectivo grupo controle e que o pré-
tratamento com a losartana previniu a reducdo de TH no estriado
comparado com o grupo MPTP/veiculo. Ainda, a ANOVA fatorial ndo
revelou efeitos significantes para o fator pré-tratamento [F(128=0,32
(P>0,05)] e para o fator tratamento [F(1,25=3,70 (P>0,05)] nos niveis dos
receptores AT, tampouco para 0s niveis dos receptores AT, fator pré-
tratamento [F1.20=1,05 (P>0,05)] ¢ para o fator tratamento [F1,20=0,19
(P>0,05)].
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Figura 34. Efeitos do pré-tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p) e da
administracdo i.n. de MPTP (1 mg/narina) sobre o imunoconetido da enzima
tirosina hidroxilase (TH) e na densidade dos receptores AT-1 e AT-2 no corpo
estriado de camundongos C57BL6 avaliados através do ensaio de western
blotting. Os dados estéo representados pela média + E.P.M. As barras verticais
representam os niveis das proteinas em unidades arbitrarias. (A) Niveis da enzima
tirosina hidroxilase (TH). (B) Densidade dos receptores de angiotensina I do tipo
1 (AT:R) e (C) densidade dos receptores de angiotensina Il do tipo 2 (AT2R).
*P<0,05 ao respectivo grupo controle e *P<0,05 comparado ao grupo
MPTP/veiculo (ANOVA fatorial seguida do teste post-hoc Newman-Keuls) (n=
5-7/grupo).

3.6.9 Pressdo arterial sistélica

A Figura 35 ilustra o efeito do pré-tratamento com losartana e do
tratamento i.n. com MPTP sobre a pressdo arterial sistolica. A ANOVA
fatorial indicou um efeito significativo do fator repeticdo [F(,34=10,28
(P<0,05)], efeito ndo observado na interagdo entre os fatores pré-
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tratamento e tratamento [F(,34=1,05 (P>0,05)]. A analise post-hoc ndo
evidenciou diferencgas entre 0s grupos experimentais.
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Figura 35. Efeitos do pré-tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p) e do
tratamento intranasal com MPTP (1 mg/narina) sobre a pressdo arterial sistolica
dos animais. Os dados estdo representados pela média + E.P.M. Os pontos que
interconectam a linha representam a medida da pressdo sanguinea sistdlica.
&P<0,05 em relagio ao efeito repetigio (ANOVA fatorial seguida do teste post-
hoc Newman-Keuls) (n= 4/grupo).

3.6.10 Ingestéo hidrica e diurese

A Figura 36 ilustra o efeito do pré-tratamento com a losartana e
do tratamento i.n. com MPTP sobre a ingestdo hidrica (A) e diurese (B)
dos camundongos. A ANOVA fatorial indicou um efeito significativo do
fator repeti¢do no consumo de agua [F38=10,74 (P<0,05)], efeito ndo
observado na interacdo entre os fatores pré-tratamento e procedimento
[Fz38=1,59 (P>0,05)]. A analise post-hoc evidenciou diferencgas entre o
grupo MPTP/veiculo e Controle/veiculo no 20° dia experimental. A
ANOVA fatorial também indicou um efeito significante do fator
repeticdo na diurese dos animais [F54=10,74 (P<0,05)].
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Figura 36. Efeitos do pré-tratamento com a losartana (50 mg/kg, i.p) e do
tratamento intranasal com MPTP (1mg/narina) sobre a ingestdo hidrica e diurese
dos animais. Os dados estdo representados pela média + E.P.M. (A) As barras
verticais representam a ingestdo de agua em mililitros (mL). (B) Os pontos que
interconectam a linha representam a medida da quantidade total de urina em
microlitros (ul) durante 12h. #P<0,05 em relagdo ao efeito repeticio (ANOVA
fatorial seguida do teste post-hoc Newman-Keuls) (n=4-6/grupo).

3.6.11 Niveis de eletrélitos (Na*, K*, CI') presentes na urina
dos camundongos tratados com MPTP e losartana

A Figura 37 ilustra o efeito do pré-tratamento com a losartana e
do tratamento i.n. com MPTP sobre a concentracdo de eletrélitos
presentes na urina dos camundongos. A ANOVA fatorial indicou
auséncia de diferengas significativas entres 0s grupos experimentais
durante o periodo de analise para a concentracdo dos ions (A) Na*
[F21=0,62 (P>0,05)] e (C) Cl" [F(321)=0,45 (P>0,05)] presentes na urina
dos camundongos. A ANOVA fatorial indicou um efeito significante do
fator repeticéo para a concentragdo dos ions K* presente na urina dos
animais [F321=3,60 (P<0,05)], efeito ndo observado na interagdo entre
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os fatores pré-tratamento e procedimento [F@21=1,99 (P>0,05)]. A
analise post-hoc ndo evidenciou diferencas entre 0s grupos experimentais,
guando analisado o dia da medida.
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Figura 37. Efeitos do pré-tratamento com losartana (50 mg/kg, i.p) e do
tratamento intranasal com MPTP (1mg/narina) sobre os niveis de eletrélitos
presentes na urina dos camundongos. Os dados estdo representados pela média +
E.P.M. Os pontos que interconectam a linha representam a concentracéo de
eletrélitos em mEg/L. ¥P<0,05 em relagdo ao efeito repetigio (ANOVA fatorial
seguida do teste post-hoc Newman-Keuls) (n= 2-3/grupo).
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3.7 Discusséo

A hipdtese deste capitulo foi baseada em evidéncias recentes que
demonstram o potencial terapéutico do sistema renina-angiotensina em
promover neuroprotecdo em diferentes modelos animais da DP. Nossos
resultados demonstraram de maneira inédita que os prejuizos ndo motores
induzidos pela administragcdo i.n. de MPTP em camundongos foram
prevenidos pelo tratamento com a losartana, um antagonista dos
receptores de angiotensina Il do tipo 1.

Para mimetizarmos as alteragdes pré-motoras da DP, utilizamos
0 modelo da administracdo i.n. do MPTP em camundongos C57BI/6 de 6
meses de idade, previamente padronizado em nosso laboratdrio,
demonstrando que 0s animais dessa idade apresentam maior
susceptibilidade a neurotoxina pela via i.n. (PREDIGER et al., 2010).
Este modelo é Gtil para a avaliagdo de novas estratégias terapéuticas para
0 tratamento dos sintomas ndo motores da DP (MATHEUS et al., 2012;
PREDIGER et al., 2010).

No SNC, os receptores para angiotensina Il (AT: e AT))
apresentam uma maior densidade no corpo estriado e na substancia negra,
tanto em humanos quanto em animais de laboratdrio (LABANDEIRA-
GARCAA et al., 2014). Em pacientes parkinsonianos, os niveis dos
receptores AT, estdo reduzidos em areas dopaminérgicas apOs 0 processo
neurodegenerativo, indicando que este subtipo de receptor parece estar
presente em neurdnios dopaminérgicos (VILLAR-CHEDA et al., 2010).
No entanto, no presente estudo, utilizando o modelo da administracdo i.n.
do MPTP, ndo foram observadas alteracGes significativas nos niveis dos
receptores AT: e ATz no estriado. Estes resultados contrastam com
trabalhos prévios da literatura utilizando outros modelos animais da DP
(VILLAR-CHEDA et al., 2010). Estas diferencas podem ser justificadas
pelo fato do modelo da administragdo i.n. do MPTP mimetizar as fases
iniciais da DP, onde o processo neurodegenerativo ainda ndo esta
acentuado (AGUIAR; PREDIGER, 2012).

A barreira hematoenefalica esta diretamente relacionada com o
controle da homeostase e o0 controle da passagem de substancias para o
SNC. Diversos estudos vém demonstrando que disfungdes na BHE séo
fatores de predisposicdo para inimeras doengas neuroldgicas, incluindo a
DP (DESAI et al., 2007). O sistema renina-angiotensina apresenta um
papel fundamental na formacdo da BHE, sendo que um estudo
epidemiol6gico demonstrou que a utilizacdo de inibidores da ECA no
primeiro trimestre da gestacéo estaria relacionado a ma formacao da BHE
(COOPER et al., 2006). Ainda, Wosik e colaboradores demonstraram
através de experimentos in vivo e in vitro que a angiotensina I, produzida
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nos astrocitos via receptores ATy, levaria a fosforilacdo e desfosforilagéo
de ocludinas, o que por sua vez levaria a mobilizacdo de lipidios de
membrana que controlariam a entrada de substancias no SNC (WOSIK et
al., 2007). Estes resultados sdo um pouco contraditérios, uma vez que o
bloqueio da producédo de angiotensina Il levaria a reducdo de edema em
modelos de acidentes vasculares cerebrais e que a utilizacdo de
antagonistas dos receptores AT; reduzem a permeabilidade da BHE, sem
alterar a expressdo de ocludinas (FLEEGAL-DEMOTTA; DOGHU;
BANKS, 2009; LOU et al., 2004)

Devido a sua alta lipossolubilidade, o MPTP se difunde
rapidamente pelas barreiras celulares sendo convertido no SNC a sua
forma toxica MPP* principalmente em astrocitos através da acdo da
enzima MAO-B. O MPP* é uma toxina que possui uma toxicocinética
rapida e eficaz, levando a morte neuronal (KADAR et al., 2014). Como
observado neste estudo, esta toxina é capaz de gerar comprometimentos
neurolégicos, disfuncdes olfatdrias e cognitivas, além de uma reducéo nos
niveis de TH, indicativo de morte neuronal. Resultados prévios da
literatura demonstram que a losartana ndo interfere com a cinética de
biotransformacdo do MPTP, permitindo que este seja convertido em
MPP* e exerca a sua toxicidade sobre neurbnios dopaminérgicos
(GRAMMATOPQULOS et al., 2007).

O pré-tratamento com losartana foi capaz de prevenir 0s
prejuizos olfatdrios induzidos pela administracdo i.n de MPTP. Os
sintomas olfatorios, de acordo com o estadiamento proposto por Braak,
apareceriam logo no inicio do processo neurodegenerativos, no estagio 1
ou 2 pré-sintomaticos, podendo anteceder em até 20 anos 0s sintomas
motores da DP (BRAAK et al., 2004). Em particular, o bulbo olfatério
recebe proje¢des noradrenérgicas do locus cerlleos, e a neurotransmisséo
noradrenérgica possui um papel relevante na habituacdo e na
discriminacdo de odores em roedores (GUERIN et al., 2008). Foi
demonstrado que lesBes induzidas especificamente nas inervacoes
noradrenérgicas induzem prejuizo na habituacdo e discriminacdo de
odores, e que a reposicdo de noradrenalina nestes animais é capaz de
reverter estes prejuizos (GUERIN et al., 2008; YUAN et al., 2003).

Estudos envolvendo o sistema nervoso periférico demonstram a
estreita relacdo entre os sistemas renina-angiotensina e noradrenérgico,
onde, de maneira geral, a Ang Il facilita a liberacdo de noradrenalina
através dos receptores AT: (STORY; ZIOGAS, 1987; SUZUKI et al.,
1992). Portanto, extrapolando os mecanismos do sistema nervoso
periférico para 0 SNC, podemos sugerir que 0s resultados obtidos no
nosso estudo em que a losartana preveniu o prejuizo olfatério induzido
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pelo MPTP intranasal, estaria envolvendo esta modulacdo do sistema
noradrenérgico. Alternativamente, os efeitos benéficos do tratamento
com a losartana sobre a funcéo olfatéria dos animais administrados com
MPTP poderia ser explicada por uma protecdo contra a morte dos
neurdnios dopaminérgicos no bulbo olfatdrio, uma vez que estes também
participam do controle de funcGes olfatérias (PREDIGER et al., 2010).
Experimentos adicionais de dosagem dos neurotransmissores dopamina e
noradrenalina no bulbo olfatério de camundongos tratados com losartana
e MPTP estdo em desenvolvimento em nosso laboratério e poderéo
esclarecer estes mecanismos.

Adicionalmente, o pré-tratamento com losartana foi capaz de
prevenir o prejuizo das memorias de trabalho e espacial avaliadas,
respectivamente, nos testes do labirinto em Y e realocacdo de objetos,
além de evitar o desenvolvimento de hiperlocomogéo, quando avaliados
no teste do campo aberto. Como discutido no capitulo anterior, o sistema
renina-angiotensina possui um papel importante nos processos de
aprendizado e memoria. Lazaroni e colaboradores demonstraram que a
delecdo genética ou o bloqueio farmacoldgico dos receptores MAS
causariam prejuizo na tarefa do reconhecimento de objeto. Ainda, o
blogueio farmacoldgico dos receptores AT, foi capaz de reverter o
prejuizo mnemonico nesta tarefa nos camundongos knockouts para o
receptor MAS, e que antagonistas AT ndo apresentavam esta capacidade
de reversdo (LAZARONI et al., 2012).

Outros componentes do sistema renina-angiotensina também
parecem ter papel importante nos processos de aprendizado e memoria,
uma vez que a angiotensina IV possui efeitos pré-cognitivos nos testes da
esquiva ativa do tipo step-down e no reconhecimento de objetos, sendo
que este efeito é revertido pela administracdo de antagonistas dos
receptores dopaminérgicos do tipo D14 (BRASZKO, 2009). Estes
resultados indicam que a inativacdo dos receptores IRAP pela
angiotensina IV pode levar a uma modulacgéo do sistema dopaminérgico,
levando a um aumento na libera¢do de dopamina, mas o mecanismo pelo
qual ocorre esta interacdo entre os sistemas ainda ndo foi elucidado
(BRASZKO, 2004, 2010). Também j& foi demonstrado que a
administracdo de angiotensina Il aumenta o comportamento estereotipado
em roedores, por promover aumento da liberacdo de dopamina no SNC
guando administrado pela via intracerebroventricular (BROWN et al.,
1996). Além disso, Lin e colaboradores demonstram em um estudo
epidemiolégico que polimorfismos nos genes da ECA representam
fatores de risco para o desenvolvimento da DP, além de aumentarem os
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casos de psicose e alucinagfes associados ao tratamento com a L-dopa
(LIN et al., 2007).

Baseados nisso, um dos possiveis mecanismos pelo qual a
losartana estaria revertendo 0s prejuizos nos processos mnemonicos
testados estaria em modular a neurotransmissao dopaminérgica. Diversos
grupos de pesquisa tém demonstrado o papel da neurotransmissdo
dopaminérgica em processos de aprendizado e memoria, onde a reducédo
dos niveis dopamina reduziria os processos de neuroplasticidade no corpo
estriado, cortex pré-frontal e hipocampo (JAY et al., 2004; ROSSATO et
al., 2009).

Como podemos observar, o MPTP foi capaz de induzir a morte
de neurdnios dopaminérgicos, evidenciado pela redugio dos niveis de TH
no estriado dos animais, sem afetar os niveis dos receptores AT1 e AT;
nesta regido. Ainda, a losartana foi capaz de prevenir esta reducéo.
Ademais, observamos um aumento nos niveis de TH nos animais néo
lesionados com MPTP e tratados com losartana, indicando um possivel
efeito modulatdrio da losartana na sintese da enzima TH.

O efeito do tratamento sobre os niveis de TH s&o contraditorios,
uma vez que estudos prévios demonstram que o bloqueio crénico dos
receptores AT; ndo afeta a transcrigdo de TH no sistema nervoso
periférico (JEZOVA et al., 2003). Além disso, a angiotensina 1, quando
administrada diretamente no SNC de ratos, é capaz de aumentar a
transcricdo de TH via receptores AT; (YU et al., 1996). Porém, sdo
necessarios estudos adicionais para uma melhor compreensdo se o
bloqueio dos receptores AT: pela losartana poderia deslocar a
angiotensina Il para atuar em outros receptores do sistema renina-
angiotensina, e assim, promover esta modulag¢éo na transcricdo da TH.

Além disso, outro sistema de neurotransmissdo que apresenta um
papel importante nos processos de aprendizado e memoria é o
glutamatérgico, principalmente através da sua atuacdo nos receptores do
tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (NICIU; KELMENDI; SANACORA,
2012). Existem evidéncias respaldando que o sistema glutamatérgico
também sofreria influéncia do sistema renina-angiotensina, como
demonstrado por Wayner (2001) e Davis (2006), onde a angiotensina IV
facilitaria a formacdo de LTP (um processo sabidamente dependente da
ativacdo dos receptores NMDA) (DAVIS et al., 2006; WAYNER et al.,
2001).

Foi observado que o MPTP induziu hiperlocomoc¢&o nos animais
avaliados durante 60 minutos no teste do campo aberto apés 20 dias da
sua administracdo. Inicialmente este teste foi proposto buscando avaliar
possiveis prejuizos de habituacdo, onde animais com prejuizos de
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meméria espacial ndo conseguiriam formar um mapa espacial do aparato
do campo e apresentariam um comportamento exploratério maior no
decorrer do teste. No entanto, devido a problemas técnicos com a
gravacdo dos experimentos, ndo podemos afirmar que esta
hiperlocomocdo estd associada com o prejuizo deste tipo de memoria.
Além disso, estudos prévios na literatura demonstram que o MPTP pode
induzir hiperlocomogdo, e este efeito estaria relacionado com uma
redugdo dos niveis de dopamina no cortex pré-frontal (ROUSSELET et
al., 2003).

Diferentes grupos de pesquisa vém demonstrado novas
perspectivas sobre 0s possiveis mecanismos pelos quais 0s antagonistas
dos receptores AT: exercem seus efeitos neuroprotetores. Wang e
colaboradores demonstraram que o bloqueio desses receptores é capaz de
inibir a exitotoxicidade glutamatérgica, através da acéo direta sobre 0s
receptores ATy, uma vez que a ativacdo de receptores NMDA é capaz de
aumentar a expressdo dos receptores AT: e reduzir a expressdo dos
receptores AT, (BENICKY et al., 2011a; WANG et al., 2014).

O blogueio dos receptores AT: também induz efeitos
antiinflamatérios pronunciados. Como demonstrado por Benicky e
colaboradores, 0 aumento nos niveis de mediadores inflamatorios apds a
administracdo de lipopolisacarideo (LPS), um modelo desencadeador de
neuroinflamacédo, foi prevenido pelo tratamento com antagonistas dos
receptores AT: (BENICKY et al., 2011b). O processo inflamatério
induzido por LPS é capaz de aumentar a expressdo de receptores ATy, por
outro lado, a utilizacéo de antagonistas deste receptor é capaz de inibir a
transcricdo de CD4, bem como inibir a acdo de receptores do tipo Toll 4
e interleucinas 1P, que por consequéncia acaba reduzindo a formacao de
ciclooxigenase 2, factor nuclear kappa B (NF-xB), fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interleucina 6, que por fim acabam reduzindo oS
processos de estresse oxidativo e inflamatorios (BENICKY et al., 2011b;
PANG et al., 2012; SAAVEDRA, 2012).

O MPTP promove a morte dos neurbnios dopaminérgicos
principalmente através da inducdo de estresse oxidativo e inibicdo do
complexo | mitocondrial (PREDIGER et al., 2010). No presente estudo,
a reducdo nos niveis estriatais de TH induzidos pelo MPTP foi protegida
pelo pré-tratamento com a losartana. Esses resultados podem estar
relacionados a uma inibicéo da ativagdo do complexo NADPH-oxidase,
que gera radicais livres, induzindo estresse oxidativo e neuroinflamacéo.
Esse processo ja foi demonstrado em um estudo in vitro, no qual a Ang Il
foi capaz de exacerbar os efeitos do MPTP ativando o complexo NADPH
e a microglia, e a administragdo de um antagonista dos receptores AT; foi
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capaz de inibir essa ativacdo (JOGLAR et al., 2009). Ademais, Sekar
Sathiya e colaboradores demonstraram que os efeitos neuroprotetores
mediados pelo bloqueio dos receptores AT, em um modelo utilizando
doses mais elevadas de MPTP para indugdo de sintomas motores, era
mediado pelo aumento de expressdo de BDNF e GDNF e reducdo de
GFAP no estriado e na SNpc dos animais (SATHIYA et al., 2013).
Também foi demonstrado que o bloqueio dos receptores AT; ou ativacdo
dos receptores AT, foi capaz de ativar os receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPAR-y), e que seria também capaz de
levar a efeitos neuroprotetores através da inibicdo de NADPH-oxidase
(GARRIDO-GIL et al., 2012; WANG et al., 2014).

O tratamento com a losartana nao alterou per se a locomocéo dos
animais avaliada no teste do campo aberto. Apesar do sistema apresentar
um papel modulatério na liberacao de dopamina, estudos revelam que nao
ocorrem diferencas significativas em tarefas do campo aberto e rotarod
em animais tratados com antagonistas ATi, sendo que os efeitos
observados no ENS podem estar relacionados com o efeito neuroprotetor
da losartana (TOTA et al., 2013; VILLAPOL et al., 2012).

A depressdao afeta aproximadamente 40% dos pacientes
Parkinsonianos (CUMMINGS, 1992). Os sintomas relacionados a
depressdo, como: anedonia, apatia e isolamento social, também sao
observados em modelos animais da DP, porém sdo dependentes do
modelo da DP, dose da neutoxina e da espécie do animal utilizada
(OSSOWSKA; LORENC-KOCI, 2013). Além disso, estudos de coorte
indicam que existe uma forte correlacdo entre polimorfismos nos
receptores AT1 e a depressdo em humanos, além da interferéncia na
resposta a antidepressivos (BONDY et al., 2005; SAAB et al., 2007).

No presente estudo usando o modelo da administra¢do i.n. do
MPTP foi incapaz de gerar este prejuizo nos camundongos avaliados no
teste do nado forcado 12 dias apds a sua administracdo. Resultados
semelhantes ja foram descritos pelo nosso grupo de pesquisa em ratos
administrados com MPTP pela via i.n. na dose de 0,1 mg por narina
(CASTRO et al., 2012). Por outro lado, quando utilizou-se a dose de 1
mg/narina de MPTP, foram observados comportamentos do tipo
depressivos em ratos Wistar (MOREIRA et al., 2010), o que nédo foi
observado em nossa analise utilizando camundongos C57BI/6. Neste
sentido, alguns estudos demontram que o desenvolvimento de
comportamentos do tipo depressivo em roedores estaria relacionado com
a susceptibilidade genética de cada espécie e linhagem (HENN;
VOLLMAYR, 2005).
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De modo geral, o pré-tratamento com losartana e a administracao
de MPTP nao foram capazes de alterar os parametros de ingesta hidrica e
diurese, a PA, tampouco foram afetados os niveis de Na*, K* e CI". E
importante ser ressaltado que o tratamento diario com a losartana foi
sempre realizado no final do ciclo claro do biotério (aproximadamente
18:00 h), para evitarmos o efeito agudo da administracdo do farmaco
sobre os parametros comportamentais analisados.

O tratamento crénico com a losartana eleva os niveis de
angiotensina Il circulante, ativando indiretamente o0s outros receptores do
sistema renina-angiotensina. E sabido que diante do desbalanco na ingesta
de K* ou disfuncdes renais, o tratamento pode levar a efeitos adversos de
hiperpotassemia. Além disso, € observado que a losartana pode induzir
um aumento da excrecdo de urinaria de Na*, K* e CI- em condices de
baixa ingesta de s6dio, ou aumento da excrecdo de K* em condicdes de
alta ingesta de sodio em pacientes sadios, duas horas apds a sua
administracdo (BURNIER et al., 1993). Com isso, podemos supor que o
tratamento i.n. com MPTP néo prejudica a funcéo renal e que 0s animais
receberam uma dieta equilibrada, uma vez que ndo foram observadas
diferencas significativas nos niveis de eletrdlitos presentes na urina.

3.8 Conclusdes

Em conjunto, os resultados deste capitulo fornecem a primeiras
evidéncias pré-clinicas de que a losartana, um antagonista dos receptores
AT, para angiotensina I, é capaz de prevenir as alteragdes ndo motoras,
além do seu potencial neuroprotetor, em um modelo animal da DP. Estes
resultados reforcam a ideia de que a modulacdo do sistema renina-
angiotensina pode representar uma nova ferramenta terapéutica para o
tratamento da DP. Contudo séo necessérios experimentos adicionais para
elucidacdo dos mecanismos associados aos efeitos protetores da losartana
neste modelo.
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4 CAPITULO 3: A HETEROMERIZAGAO DOS
RECEPTORES AT: E A2a COMO UM NOVO ALVO
FARMACOLOGICO PARA DOENCAS DO SNC

4.1 Introducdo: Oligomerizacdo de receptores acoplados a
proteina G

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) representam uma
grande familia de receptores transmembranares que regulam uma
diversidade de efeitos celulares em diferentes érgdos e tecidos, incluindo
0 SNC. Desde os anos 1980 sdo relatadas evidéncias da existéncia de
unidades funcionais dos GPCRs, que eram maiores do que o previsto para
unidades funcionais monoméricas (AVISSAR; AMITAI;
SOKOLOVSKY, 1983). No entanto, apenas nos ultimos 20 anos, com o
avanco das técnicas de biologia molecular, foi descrito que receptores
acoplados a proteina G, ndo apenas apresentam-se como entidades
monoméricas, mas sdo capazes de interagir com outras proteinas em um
evento denominado de oligomerizacdo (MAGGIO; VOGEL; WESS,
1993). Os receptores oligomerizados, por sua vez, exercem suas fungdes
como unidades fisiolégicas com func@es distintas dos receptores que o
compdem isoladamente (SALAHPOUR; ANGERS; BOUVIER, 2000).
Esta interagdo entre os GPCR pode levar a formacdo de homdmeros
(proteinas idénticas) ou heterémeros (proteinas distintas). Além disso, a
oligomerizacdo dos GPCRs ndo esta restrita a formacao de dimeros, mas
também pode formar entidades com trés proteinas ou mais (Figura 38).
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Figura 38. Esquema representativo dos diferentes tipos de oligomerizagdo dos
GPCRs. Figura adaptada de Fuxe e colaboradores, 2008. (FUXE et al., 2008)

O processo de oligomerizagdo ocorre principalmente por meio de
interacdes hidrofobas entre dominios ibnicos extracelulares ou
intracelulares dos receptores, e também por contato entre os dominios
transmembranares. Do mesmo modo, a interacdo entre 0s GPCRs pode
também ser mediada por proteinas do citoesqueleto, que atuam como
pontes entre as duas proteinas oligoméricas (FUXE et al., 2008;
SALAHPOUR; ANGERS; BOUVIER, 2000). Além disso, foi
identificada a influéncia de certos microdominios lipidicos da membrana,
gue sdo capazes de modular a fluidez membranar e favorecer a formagéo
de oligdbmeros (LINGWOOD; SIMONS, 2010; SALON; LODOWSKI,;
PALCZEWSKI, 2011). Finalmente, algumas proteinas citosélicas podem
também participar na oligomerizagdo. Estas proteinas fornecem uma
estrutura necessaria para a formagdo de um complexo multi-proteina
(BOUVIER, 2001; FUXE et al., 2008; SALAHPOUR; ANGERS;
BOUVIER, 2000).
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4.2 Oligomerizagdo de GPCRs como alvo farmacolégico

E crescente o nimero de trabalhos que relatam a funcionalidade
dos complexos oligoméricos dos GPCRs. No entanto, a reprodutibilidade
e a interpretacdo dos dados variam entre diferentes grupos de pesquisa.
Atualmente, aproximadamente 25% de todos os alvos para farmacos no
genoma humano sdo GPCRs (OVERINGTON; AL-LAZIKANI;
HOPKINS, 2006). Como descrito anteriormente, pensava-se que 0S
GPCRs eram apenas unidades monoméricas, capazes de ativar uma Unica
via de sinalizagdo. No entanto, tornou-se cada vez mais evidente que 0s
GCPRs séo capazes de formar oligdmeros, sendo que a resposta celular
desencadeada é dependente do complexo oligomérico formado (FERRE,
2015). Isso significa que estes processos dependem das vias de
sinalizacdo celular que estdo sendo recrutadas, sendo que esses sinais
podem ser integrados entre si para modular uma determinada resposta
celular, como exemplificado abaixo.

Alguns destes processos estdo melhor elucidados, como o
processo de formacdo de uma via de sinalizacdo distinta, como no caso
da formag&o de oligdbmeros entre os receptores D1 e D, para dopamina.
Classicamente, 0s receptores D; ativam a via da adenilato ciclase, através
da ativacdo da proteina Gas. Os receptores D, inibem a adenilato ciclase
através da ativagdo da proteina Goi. No entanto, quando estes se
apresentam em forma de dimeros (Di/ D), sua ativacdo leva a uma
ativacdo de fosfolipase C, através da ativagdo de uma proteina Gayg,
levando ao aumento de Ca?* intracelular no corpo estriado de
camundongos (HASBI; O’'DOWD; GEORGE, 2011; RASHID et al.,
2007).

Outro processo bem caracterizado é o de transantagonismo. Este
processo ocorre de forma que a ativagdo de um receptor leva a inativacdo
de outro, como observado no transantagonismo no heterodimero dos
receptores Aza para adenosina e dos receptores D, para dopamina. A
ativacdo dos receptores Asa leva a uma reducdo na afinidade dos
receptores D, pela dopamina na pré-sinapse da via estriadopalidal
(FERNANDEZ-DUENAS et al., 2013; FERRE et al., 2008).

O processo de transativagdo consiste na capacidade do oligdmero
em iniciar ou inibir uma cascata de sinalizagdo que ndo era ativada ou
inibida pelos receptores em suas formas monoméricas. Resumidamente,
na presenca de um ligante, o receptor no seu estado monomérico (“1”)
ndo apresenta efeito, no entanto, quando este forma um oligdmero, o
mesmo ligante é capaz de exercer suas atividades ligando-se em “/”
através do receptor acoplado (“2”) (FORRESTER et al., 2016; WANG,
2016).
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Nos Ultimos anos vém sendo relatadas possiveis aplicages dos
processos de oligomerizacdo em doenga do SNC (SZAFRAN et al.,
2013). Como demonstrado por FUXE e colaboradores que antagonistas
dos receptores Aa aumentam a afinidade dos receptores D, pela
dopamina na DP. Portanto, a heterodimerizacdo (A:a/D2) tem sido
proposta como um alvo promissor para melhorar as dicinesias induzidas
por L-Dopa na DP (FUXE etal., 2015). Estudos pré-clinicos demonstram
gue antagonistas seletivos dos receptores Aza inibem os efeitos motores
induzidos por agonistas dos receptores D, revertendo 0s prejuizos
motores observados em modelos animais da DP (CHEN, 2014;
PREDIGER, 2010). Contudo, sdo necessdrios mais estudos para a
compreensao dos mecanismos envolvidos no processo de oligomerizacdo
e 0 seu potencial como alvo farmacol6gico para o tratamento de doencas
do SNC.

4.3 O sistema adenosinérgico na DP: foco nos GPCRs Aza

A adenosina é um nucleosideo enddgeno presente em varios
tecidos, ligando-se em quatro subtipos de receptores A1, Aza, Az € As,
regulando uma grande variedade de processos fisioldgicos importantes,
tanto em nivel central quanto periférico (CHEN; ELTZSCHIG;
FREDHOLM, 2013). O sistema adenosinérgico tem atraido a atengdo
como potencial alvo terapéutico para o desenvolvimento de farmacos para
diversas doencas, incuindo a DP (FREDHOLM, 2014).

Os receptores Az e Az para adenosina sdo acoplados a proteinas
G inibitérias (G;), promovendo a inibi¢do da enzima adenilato ciclase e,
consequentemente, reducdo nos niveis de adenosina monofosfato ciclico
(AMP¢). Por outro lado, os receptores Aza e Agg para adenosina estéo
acoplados a proteinas G estimulatorias (Gs), levando a um aumento na
atividade da enzima adenilato ciclase e nos niveis de AMPc (CHEN;
ELTZSCHIG; FREDHOLM, 2013; FREDHOLM, 2014).

Os receptores Aza sd0 expressos no estriado, bulbo olfatério e
hipocampo de mamiferos, incluindo roedores e humanos (CUNHA et al.,
1994; DIXON et al., 1996), e recentemente eles tém atraido a atencéo
como um potencial alvo terapéutico para diferentes condigdes
patolégicas, em especial a DP (para reviséo, ver PREDIGER, 2010). Esta
maior atencdo aos receptores A2a na DP deve-se a sua grande expressdo
no estriado, onde se encontram localizados quase que exclusivamente em
neurbnios gabaérgicos na via estriadopalidal (ou via direta) que se
projetam para o globo palido externo (HETTINGER et al., 2001). Nesta
via, os receptores A;a modulam diretamente a funcionalidade dos
receptores D,, como descrito anteriormente, pela formacdo de
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heterdbmeros. Nesta via 0s receptores D, regulam a execucdo de
movimentos, onde a ativacdo dos receptores Aza levam a uma reducéo
dos movimentos, enquanto o bloqueio destes receptores estimulam o
movimento, justificando assim estudos com antagonistas dos receptores
Aza como novos farmacos para o alivio dos sintomas motores da DP
(FUXE et al., 2015).

Além disso, a modulacéo destes receptores pode levar a efeitos
neuroprotetores e anti-inflamatérios e, portanto, apresentando efeito
benéfico em diversos estudos que utilizam modelos animais de doencas
neurodegenerativas, além da DP, como a doenca de Alzheimer (CANAS
et al., 2009), doenga de Huntington (LI et al., 2015) e isquemias cerebrais
(MOHAMED et al., 2016). Além disso, o bloqueio dos receptores Aza
levaria a um efeito neuroprotetor em doencas neurodegenerativas devido
a uma reducdo na excitotoxicidade glutamatérgica (FERREIRA; PAES-
DE-CARVALHO, 2001; POPOLI et al., 2003)

Além dos efeitos sobre as funcBes motoras, 0s receptores Aza
parecem modular fungdes ndo motoras. Estudos demonstram que a
administragdo da cafeina, um antagonista néo seletivo dos receptores Asa,
é capaz de aumentar o estado de alerta e vigilia, além de melhorar a
performance de animais e humanos em testes de memdria (KADOWAKI
HORITA et al., 2013; PREDIGER; FERNANDES; TAKAHASHI,
2005b; SNEL; LORIST, 2011; TAKAHASHI; PAMPLONA,;
PREDIGER, 2008). Os receptores Aza também parecem estar envolvidos
na patofisiologia da depressdo, onde o bloqueio dos receptores leva a
efeitos antidepressivos (KASTER et al., 2015; YAMADA et al., 2013).

O bloqueio dos receptores Aza também levam a efeitos benéficos
no sistema nervoso periférico, principalmente por exercerem efeitos
antiinflamatérios em diferentes 6rgdos como o coragdo, rins, pulmdes e
intestino (HEADRICK et al., 2013). Ainda, 0s receptores Az apresentam
um papel na regulacdo fisiol6gica renal, modulando a dilatacdo de
arteriolas, fluxo sanguineo renal e a taxa de filtracdo glomerular (AL-
MASHHADI et al., 2009; CARLSTROM; WILCOX; WELCH, 2011;
LEVENS; BEIL; JARVIS, 1991).

4.4 Os receptores AT1 e Aza Nos processos de oligomerizacao

Como citado anteriormente, 0s receptores Aoa apresentam
também a caracteristica de formar oligdmeros com outros GPCRs. Sendo
que 0 processo que tornou estes receptores um alvo mais proeminente
para o desenvolvimento de farmacos para a DP foi a formagdo do
heterémero A2a/D; (FUXE et al., 2015).



82

Os receptores Axa sdo capazes de interagir com outros GPCRs,
além dos receptores D,. Por exemplo, estes sdo capazes de formar
heterdbmeros com receptores metabotrépicos para glutamato do tipo 5
(mGIu5) (FERRE et al., 2002; RODRIGUES et al., 2005). Estes
receptores S30 expressos no corpo estriado em terminacdes
glutamatérgicas e estariam envolvidos em  processos de
neuroplasticidade, além de modularem a atividade dos neurdnios da via
estriadopalidal (DE LERA RUIZ; LIM; ZHENG, 2014; GUIDOLIN et
al., 2011). Ao contrério dos heterémeros Aza / D2, 0 complexo Aza
/mGIlu5 parece atuar de modo sinérgico, sendo que esta co-ativagdo,
através da administracdo de agonistas destes receptores, levaria a um
aumento da fosforilagho da DARP-32 através da formagdo de AMPc
(NISHI et al., 2003).

Previamente foi demonstrado que a formag&o do complexo Aza
/mGlu5 nos terminais glutamatérgicos também atua de maneira sinérgica,
regulando a liberacdo de glutamato (RODRIGUES et al., 2005). Também
ja foi demonstrado que estes receptores sdo capazes de formarem
estruturas ainda mais complexas, como a formacdo do oligdbmero Asa
/mGlu5/ D2, que também se localizam na via estriadopalidal em
terminagdes nervosas gabaérgicas. Este complexo atua de maneira que 0s
receptores Axa /mGIlu5 exergam um efeito inibitorio sobre os receptores
D,, promovendo uma reducdo expressiva da ligacdo de agonistas nos
receptores D, (CABELLO et al., 2009; FERRE et al., 2002; MORIN et
al., 2015).

Além disso, foi reportada a interacao entre os receptores Aza € 0S
receptores canabinoides do tipo CB1, levando uma facilitacdo da
sinalizacio deste receptor no estriado (FERRE et al., 2010; TEBANO;
MARTIRE; POPOLI, 2012). Recentemente, observou-se a formacgao de
oligbmeros entre 0s receptores Aza /CB1/ D», sendo que este teria um
papel importante em processos de neurotransmissdo e em vias de
sinalizacdo (AGNATI et al., 2010). Porém, Pinna e colaboradores
mostraram, através de radioensaios, que esta interacdo é desfeita com a
administracdo aguda ou crénica de L-dopa em ratos hemiparkinsonianos
(PINNA et al., 2014).

Assim como observado com os receptores Aza 0s receptores AT
apresentam também a caracteristica de formar oligbmeros com outros
GPCRs. Como demonstrado recentemente, eles também sdo capazes de
formar heterdmeros com os receptores D, (MARTINEZ-PINILLA et al.,
2015). Apesar de ainda estarem em estagios iniciais, estas evidéncias
indicam que o bloqueio dos receptores AT; também induziriam um efeito
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transinibitério nos receptores D, reduzindo a formacdo de AMPc
(MARTINEZ-PINILLA et al., 2015).

Li e colaboradores demonstraram que 0s receptores AT; Sdo
capazes de formar heterdbmeros com os receptores Di, sendo esta
interacdo importante para a expressao destes receptores na membrana
celular na presenca de losartana (LI et al., 2012). Ainda, foi demonstrado
gue a administracdo de losartana leva a um aumento na formacdo de
AMPc, porém com reducdo da ligacdo de agonistas e antagonistas nos
receptores D; (LI et al., 2012).

Os receptores AT; também interagem com os receptores CB1,
assim como os receptores Aga, porém este heterdbmero leva a uma
facilitacdo da via de sinalizagdo dos receptores ATy, ao contrario do que
é observado com os receptores Aza, onde estes levariam a uma facilitacdo
das vias de sinalizacéo dos receptores CB1 (ROZENFELD et al., 2011).
Porém, a utilizacdo de antagonistas CB1 levariam a uma reducdo de
efeitos deletérios, em particular pro-fibrogénico da angiotensina I,
promovidos por esta facilitagdo (ROZENFELD et al., 2011).

Ja foram demonstrados varios outros processos de
oligomerizagéo envolvendo os receptores AT;. Como demonstrado por
Abdalla e colaboradores, onde estes seriam capazes de formar
heterdmeros com os receptores de bradicinina do tipo 2 (B2), sendo que
este processo leva a uma facilitagdo da sinalizagdo pelos receptores AT
e uma reducdo da funcionalidade do receptor B2, além de alterar as vias
pelas quais estes receptores sofrem endocitose (ABDALLA; LOTHER;
QUITTERER, 2000). Ainda, também foi demonstrada a interagdo entre
0s receptores AT; e os receptores adrenérgicos do tipo oz, levando a uma
ativagcdo de uma via de sinalizacdo distinta, promovendo a liberagdo de
noradrenalina dos terminais pré-sindpticos (BELLOT et al., 2015).

Estudos demonstram que existe uma possivel interagdo entre os
receptores AT1 e Aza, principalmente no sistema nervoso periférico.
Nestes trabalhos sdo demonstrados principalmente efeitos sinérgicos
destes sistemas de neurotransmissdo (ROZENFELD et al.,, 2011,
TCHEKALAROVA; KAMBOUROVA; GEORGIEV, 2000; THAKUR
et al., 2010). Estudos envolvendo o sistema nervoso renal, demonstram
gue existe uma comunicacao entre os dois sistemas, onde foi demonstrado
gue a adenosina é capaz de reverter os efeitos estimulatérios da
angiotensina Il sobre a atividade da Na*ATPase, via receptores Asa
(GOMES et al., 2008). Neste caso, a Na*ATPase € um dos mecanismos
pelos quais o0 Na* é reabsorvido por um transportador ativo na membrana
basolateral das células do tabulo proximal (CSAKO, 2006). Ainda, €
demonstrado que a adenosina através dos receptores Aza auxiliaria nos
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efeitos vasoconstritores induzidos pela angiotensina Il ao induzir
aumento de célcio intracelular (LAI et al., 2009).

Infusdes de adenosina na artéria braquial deflagram respostas
sinaptoexcitatérias através da liberacdo de noradrenalina, sendo que este
reflexo é reduzido pelo tratamento com losartana, embora 0 mecanismo
exato como ocorre esta modulagdo ndo seja conhecido (RONGEN et al.,
1998). Uma melhor compreensdo destes efeitos da adenosina sobre a
liberacdo noradrenérgica, sendo influenciado pelo sistema renina-
angiotensina, seria importante para emergéncias vasculares, onde os
niveis de adenosina encontram-se elevados, como na isquemia
miocardica e insuficiéncia cardiaca congestiva (RONGEN et al., 1998).
Além do mais, o bloqueio dos receptores Aza reduz a formacdo de EROs
induzidas pela angiotensina I1, via Nox2 (enzima do complexo NADPH)
em células endoteliais (THAKUR et al., 2010).

Estas evidencias demonstram a importancia de uma melhor
compreensdo de como os sistemas renina-angiotensina e adenosinérgico
estariam interagindo para auxiliar no entendimento de processos
patoldgicos e no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

4.5 O modelo experimental da reserpina

A reserpina é um alcaloide extraido da raiz da Rauwolfia
serpentina, um arbusto nativo da india. A reserpina foi um dos primeiros
farmacos a interferir na acdo do sistema nervoso simpatico dos seres
humanos, sendo utilizado como anti-hipertensivo. Todavia, o uso clinico
da reserpina declinou diante da disponibilidade de farmacos mais
recentes, eficazes e melhor tolerados, e também em decorréncia de seus
efeitos adversos relacionados com o SNC: letargia, depressdo, discinesias
e depressdo (CSAKO, 2006; FREIS, 1954).

A administracdo de reserpina leva a uma inibicdo do
transportador vesicular de monoaminas no SNC (VMAT?), levando auma
deplecdo dos neurotransmissores dopamina, noradrenalina e serotonina.
Portanto, as vesiculas tornam-se disfuncionais, perdendo a capacidade de
armazenar 0s neurotransmissores, com pouca ou nenhuma liberacdo
destes neurotransmissores pelas terminagdes nervosas apo6s sofrerem
despolarizagdo (CSAKO, 2006; PETER et al., 1994).

Baseados no desenvolvimento destes efeitos adversos, a
reserpina vem sendo utilizada como uma ferramenta farmacoldgica
importante para mimetizar uma variedade de respostas comportamentais
relacionados a doencas e transtornos do SNC que levam ao desbalango
destes sistemas de neurotransmissores em modelos animais
(CARLSSON; LINDQVIST; MAGNUSSON, 1957; SKALISZ et al.,



85

2002). Embora considerada ultrapassada em comparacdo a outros
modelos experimentais, 0 modelo da reserpina continua sendo um modelo
Gtil para a pesquisa de farmacos capazes de modular estes sistemas de
neurotransmissdo (ROJAS-CORRALES, 2004; SALAMONE; BASKIN,
1996).

A relacdo da reserpina com a DP teve inicio com os estudos
pioneiros de Carlsson e colaboradores, onde foi mostrada a capacidade da
L-dopa em reverter estados de acinesia induzidos pela reserpina em
coelhos (CARLSSON, 1975; LEES; TOLOSA; OLANOW, 2015). Além
disso, dependendo da dose utilizada, a reserpina é capaz de induzir
sintomas motores e ndo motores em animais de laboratorio. Neste sentido,
a reserpina vem sendo utilizada para induzir comportamentos do tipo
ansiedade (KUMAR et al., 2012), depressivos (BISONG; BROWN;
OSIM, 2010), aneddnicos (SKALISZ et al., 2002), sensibilizacdo
nociceptiva (ARORA et al., 2011) e prejuizos de aprendizado e memdria
(AGUIAR et al., 2009; PREDIGER; DA CUNHA; TAKAHASH]I, 2005;
PREDIGER et al., 2008b; TSENG et al., 2015).

A reserpina € também utilizada para a indu¢do de movimentos
involuntarios, como os movimentos mandibulares involuntérios, sendo
gue estes sintomas sdo correlacionados ao efeito colaterais de
antipsicaticos, portanto um modelo de discinesia tardia (WANG et al.,
2015) ou correlacionados ao efeito colateral da L-dopa, discinesias orais
(AlA et al., 2011). Porém nestes modelos, o tratamento com a reserpina
promove a autoxidacdo da dopamina e catabolismo oxidativo pela
monoamina oxidase (MAO), estando estes eventos relacionados com o
processo de estresse oxidativo, sendo estes eventos atenuados por
diversas substancias antioxidantes (TREVIZOL et al., 2011; WANG et
al., 2015).

4.5 Justificativa e hipdtese do trabalho

Uma vez que existem evidéncias na literatura indicando uma
forte relagdo entre os sistemas renina-angiotensina e adenosinérgico,
principalmente através dos receptores AT1 e Aza, hipotetizamos que
estes receptores estariam atuando de forma sinérgica, sendo capazes de
atenuar as alteragcbes comportamentais induzidas pela reserpina. E
ainda, hipotetizamos que o mecanismo pelo qual estes receptores para
angiotensina Il e adenosina estariam exercendo seus efeitos seria
através da formacao de um heterdmero (AT1/Aza).
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4.6 Objetivo geral

O objetivo geral do presente capitulo é investigar o processo de
oligomerizagdo entre os receptores ATy e Aoa, € Se estes receptores
atuam de forma sinérgica no SNC.

4.6.1 Objetivos especificos

- Caracterizar a co-distribuicdo dos receptores AT1/Aza, através
de um modelo in vitro de culturas de células da linhagem HEK-293
transfectadas com os cDNA dos respectivos receptores através da técnica
de imunocitoquimica;

- Caracterizar a interacdo entre os receptores AT1/Aza, através de
um modelo in vitro de culturas de células da linhagem HEK-293
transfectadas com os cDNA dos respectivos receptores através da técnica
de transferéncia de energia por ressonéncia bioluminescente (BRET);

- Caracterizar a influéncia do processo de heterodimerizacéo dos
receptores AT1/Aza sobre a liberacdo de calcio através de um modelo in
vitro de culturas de células da linhagem HEK-293 transfectadas com os
cDNA dos respectivos receptores pela técnica de medicdo do célcio
fluorescente (Fluo-4);

- Caracterizar a co-localizacdo dos receptores ATi e Aza N0
estriado de camundongos através da técnica de imunohistoquimica;

- Investigar o processo de heterodimerizacao dos receptores AT/
Az no estriado de camundongos através do ensaio de ligagdo por
proximidade (PLA);

- Avaliar os niveis dos receptores AT1 e Aza NOS sinaptosomas
estriatais de camundongos selvagens e knockouts para o receptor Aga,;

- Avaliar o possivel efeito sinérgico dos receptores AT1/Aza
através da coadministracdo de doses sub-efetivas de um antagonista dos
receptores AT: e de um antagonista dos receptores Aza no modelo dos
movimentos mandibulares involuntarios induzidos pela reserpina em
camundongos selvagens.

- Avaliar o efeito da losartana no modelo dos movimentos
involuntarios da mandibula induzidos pela reserpina em camundongos
knockouts para o receptor Aga.

4.7 Material e Métodos

4.7.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss de 3
meses de idade (selvagens) e camundongs Swiss de 3 meses de idade
knockout para o receptore Aza para adenosina, provenientes do biotério
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do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) e do Departamento de Farmacologia da Universidade
de Barcelona. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
retangulares (49 x 34 x 16 cm), em nimero maximo de 15 animais por
gaiola. Os animais foram mantidos em gabinetes a 23 + 2°C, com ciclo
claro escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e ra¢do. Todos 0s
procedimentos desta tese estdo de acordo com os padrdes éticos legais e
foram aprovados pela Comisséo de Etica para o uso de animais (CEUA)
da UFSC, sob o protocolo nimero PP0830/2013.

4.7.2 Drogas

Para os testes comportamentais utilizou-se a losartana nas
doses de 0,05; 0,5; 5 e 50 mg/kg e de KW-6002 nas doses de 0,03; 0,06;
0,3 e 0,6 mg/kg, sendo usado 0 PBS como solucdo veiculo. Estas drogas
foram administradas pela via i.p. 30 minutos antes dos testes
comportamentais. A reserpina foi utilizada na dose de 1 mg/kg e foi
administrada duas vezes pela via subcutanea (s.c.) com um intervalo de
48 h para a indugdo dos movimentos mandibulares involuntarios
(avaliados 24 h ap6s a Ultima administracdo da reserpina). No ensaio de
mobilizacdo de calcio utilizou-se a angiotensina Il na dose de 50 nM,
sendo esta dose selecionada em ensaios de dose-resposta ndo mostrados.

4.7.3 Ensaios in vitro
4.7.3.1 Clonagem Molecular

4.7.3.1.1 Amplificacdo por Reacdo de Cadeia Polimerase
(PCR)

Na amplificacdo dos fragmentos de DNA por PCR para a sintese
dos plasmideos empregados nesta tese, foi utiliza uma pré-mescla pronta
para 0 uso de GoTag® Green Master Mix (Promega, Fitchburg, WI,
EEUU), que contém o DNA polimerase, dNTPs, MgCl, e os tampdes
necessarios para a correta unido dos primers e a amplificacdo dos
fragmentos de DNA. Para isso, a mescla de GoTag® Green Master Mix
foi descongelada a temperatura ambiente e em seguida homogeneizada
em vortex. Adicionou-se 25 ul desta mescla, 0,5 ul do primer forward, 0,5
ul de primer reverso, 1 ul de DNA para reconhecimento e 25 ul de HO.
Os eppendorfs contendo esta mescla foram colocados num termociclador
Thermal Cycler (Bio-Rad®) e a reacdo de PCR deu-se seguindo as
recomendaces do fabricante.
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4.7.3.1.2 Digestdo com enzimas de restricédo

Enzimas de restricdo sdo proteinas que reconhecem uma curta
sequéncia de DNA especifica e clivam a dupla fita em um ponto
especifico. Esta sequéncia especifica denomina-se “sitio de restrigdo”.
Uma vez reconhecido este sitio pela enzima, ela se posiciona sobre a
molécula de DNA e corta dentro e ao entorno da sequéncia. As
extremidades de cadeia simples formadas podem se unir a outras
extremidades de cadeia simples com a sequéncia complementar por
enzimas chamadas ligases. Estas enzimas podem ser classificadas em: i)
enzimas geradores de extremidades; foram utilizadas: ECO R 5’---
GAT/ATC---3’e 3’---CTAITAG---5’e ii) enzimas geradoras de
extremidades coesivas, foram utilizadas ECO R 5°---G/AATTC---3’¢ 3°-
--CTTAA/G---5’; Kpn 5’---GTCA/C---3’¢ 3°---C/CATGG---5". Todas as
enzimas de restricdo empregadas foram obtidas de Promega®. O corte
enzimatico se realizou seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.7.3.1.3 Ligacao do DNA com a enzima T4 DNA ligase

Enzimas DNA ligase catalisam a sintese de ligacGes fosfodiéster
de uma extremidade 5’ ¢ uma extremidade hidroxila 3' que estdo proximas
e que fazem parte de um DNA de cadeia dupla. A enzima utilizada na
presente tese foi T4 DNA ligase (enzima codificada pelo gene 30 do
bacteriofago T4), que utiliza ATP como fonte de energia para a reacao.
Assim, uma unidade de enzima é a quantidade necessaria para hidrolisar
ATP produzindo 1 mmol pirofosfato (PPi) durante 20 minutos a 37 °C.
Ao contrario de outras ligases, pode-se juntar ambas extremidades sem
corte e coesa. Os reagentes necessarios para a ligacdo foram: T4 DNA
ligase 1 U /uL (Promega); Tampao T4 DNA ligase 10X 300 mM de Tris-
HCI pH 7,8, 100 mM de MgCl,, 10 mM de ATP, 100 mM de DTT. Os
calculos para determinar a concentracdo de vetor e inserto deu-se através
da seguinte formula: (ng do vetor x kb do inserto/ kb do vetor) x razéo
molar 1:3 do inserto/ vetor = ng de inserto. As reacdes de ligagdes
seguiram as recomendacdes do fabricante. A reacdo foi incubada em um
gradiente de temperatura de 4°C a 20°C durante 16 horas.

4.7.3.1.4 Transformacéo de bactérias componentes

A transformacdo de bactérias competentes é um processo pelo
qual se altera geneticamente uma bactéria por incorporacéo e a expressao
de DNA ex6geno. Durante a transformacdo, o DNA exdgeno € inserido
através da membrana da célula bacteriana, por absorcdo direta. Este
fendmeno ocorre naturalmente em algumas espécies de bactérias, mas a
transformacdo também pode ser efetuada por meios artificiais. Para
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ocorrer a transformacéo das bactérias, estas devem estar num estado de
competicdo, 0 que pode ocorrer como uma resposta de tempo limitado a
condic¢des ambientais, tais como a falta de nutrientes e densidade celular
elevada. As bactérias utilizadas nesta tese foram bactérias competentes
Escherichia coli (E. coli) HB101 (Promega). Para a transformacéo foi
realizado o seguinte protocolo: as bactérias foram descongeladas em gelo
durante 30 min. Em seguida, 50 ul de bactérias foram adicionados a cada
um dos produtos resultantes da ligacdo de DNA, e mantidos em gelo
durante 30 min. As bactérias foram entdo submetidas a um choque
térmico de 45 segundos a 42 °C e imediatamente incubadas em gelo
durante 3 min.

Em seguida,1 ml de meio de cultura LB estéril foi adicionado e
incubado durante 1 hora a 37 °C sob agitacdo constante. As bactérias
foram centrifugadas por 5 minutos a 7000 rpm e o sedimento
ressuspendido em 100 ul de LB estéril. As bactérias foram plaqueadas em
LB-agar suplementadas com antibiéticos especificos para a resisténcia do
plasmideo inserido nas bactérias. A placa foi incubada durante a noite a
37 °C. Dez col6nias foram suspensas em 3 ml de meio de cultura e
incubou-se sob agitacdo constante durante 16 horas a 37 °C. O DNA foi
extraido a partir de colunas de extracdo de bactérias por JETquick kit de
plasmideo maxiprep (Genomed, L6hne, Alemanha) e analisados pelo
método de sequenciacdo pelo kit Sanger BigDye® V (Applied
Biosystems Hispania SA, Alcobendas, Espanha).

4.7.3.2 Cultivo celular

Neste estudo foi utilizada a linhagem de células HEK-293T
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA). Esta
linhagem celular deriva de células de rim humano embrionério
imortalizadas que expressam o antigeno T longo do virus SV40, o qual
permite a replicacdo epissomal de plasmideos que contém uma origem e
a regido do promotor precoce do SV40. As células HEK-293T foram
cultivadas a uma temperatura constante de 37 °C, umidade relativa de
90% e uma atmosfera controlada 5% de CO, em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
EUA). Todas as manipulac@es das células foram realizadas em exaustores
de fluxo laminar, com material estéril e sob condi¢cdes que permitiram
assegurar a esterilidade da cultura.

4.7.3.3 Transfeccao de células por PEI
A transfeccdo deu-se por meio quimico pelo agente
polietilenimina (PEI) (Polysciences, Inc. Warrington, PA EUA). O PEI é
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um polimero catidnico sintético que gera complexos para proteger o
DNA. Estes complexos interagem com proteoglicanos anibnicos da
membrana e penetram na célula por endocitose.

Uma vez que as células atingiram 75-80% de confluéncia na
placa, foram preparadas duas misturas. A primeira com o DNA e 150 mM
de NaCl, e a segunda mistura com PEI 1 mg/mL e 150 mM de NaCl. As
propor¢6es de DNA: PEI utilizados neste tipo de transfec¢do foram de 1:
4. Uma vez que as duas misturas foram preparadas em separado,
adicionou-se a mistura de PEI / NaCl a mistura de DNA / NaCl e foram
agitadas de modo a obter uma mistura homogénea de PEI / DNA. Em
seguida, a mistura (PEIl / DNA) foi deixada em repouso durante 20 min a
temperatura ambiente. Apds este tempo, a mistura contendo o complexo
foi cuidadosamente colocada sobre a superficie da placa para a qual tinha
sido previamente renovado o meio DMEM completo (Y2 do volume total
da placa). As células foram incubadas durante 4-5 horas a 37 °C e 0 meio
foi renovado ap6s este periodo com meio DMEM completo.

4.7.3.4 Imunocitoquimica das células HEK-293T

Para os estudos de imunocitoquimica, as células HEK-293T
transitoriamente transfectadas com ATiR-YFP e A;aR-CFP foram
fixadas em paraformaldeido (PFA) a 4% durante 15 min e lavou-se em
um recipiente de solucéo salina tamponada com fosfato contendo 20 mM
de glicina para extinguir os grupos aldeido e as laminas foram montadas
para posterior analise (NAVARRO et al., 2012). As proteinas YFP e CFP
foram detectadas por fluorescéncia em microscépio co-focal Leica SP2
(Leica Microsystems®).

4,735 Transferéncia de energia por ressonancia

bioluminescente (BRET)

No ensaio de BRET, a energia transferida para o aceptor € a
bioluminescéncia gerada por uma luciferase, uma enzima catalizadora da
oxidacdo da colenterazina. Normalmente a enzima utilizada é uma
luciferase de Rennila reniformis (Rluc). O substrato utilizado em nosso
caso foi a Coelenterazina-h. Além disso, a molécula aceptora em nossos
experimentos foi a proteina YFP (Proteina de Fluorescencia Amarela, ver
os resultados). Assim, a emissdo gerada pelo substrato (480 nm) excitou
a YFP, que por sua vez, emitiu luz aum comprimento de onda de 520 nm.

Para gerar curvas de BRET, varias transfecgbes em que uma
quantidade constante de GPCR dador e quantidades crescentes de GPCR
aceptor (ex.: fundido com Rluc e YFP, respectivamente) foram realizadas,
36 horas ap6s a transfeccdo, as células foram lavadas com PBS,
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ressuspensas neste mesmo tampéo e plagueadas em placas de 96 pocos
brancas. Em seguida, as células foram incubadas com coelenterazina-H 5
uM de substrato durante 1 minuto e foi medida por um leitor de placas
Polarstar, emissdo a 520 e 480 nm. A relacdo entre os dois é representado
como sinal BRET. Para compensar a sobreposicdo entre a emissdo da
referida coelenterazina-H e YFP, um dos pontos nestes ensaios levaram
apenas a constru¢do com Rluc, de modo que a propor¢do BRET obtido
nestas condigdes foi subtraida das amostras restantes. Em seguida, as
razbes de BRET representados graficamente como uma funcdo da
fluorescéncia total, obtidos por excitacdo direta do aceptor e normalizada
a luminescéncia do doador. O ajuste dos dados a uma curva hiperbdlica
saturavel denota que a interagdo era especifica.

4.7.3.6 Medicdo de fluorescéncia da concentragdo de Ca®

intracelular

Para a mensuracdo da mobilizacdo de calcio de células HEK293T
transitoriamente transfectadas, utilizou-se o calcio fluorescente Fluo-4
Non- Wash kit de ensaio da Molecular Probes (Invitrogen®). As células
HEK?293T foram semeadas durante a noite a uma densidade de 1 x 10°
células / poco, em uma placa de 96 pocos com fundo claro. Apds remogéo
do meio, foi adicionado Fluo-4 durante 60 min a 37 °C. Em seguida, o
Fluo-4 foi removido e as células foram incubadas com 80 uL de HBSS.
As respostas foram medidas a temperatura ambiente num leitor de placas
Polarstar Optima (BMG Lab Technologies). Foram medidos sinais de
fluorescéncia a 530 nm. Para cada experimento, a fluorescéncia basal foi
medida por 10 s e em seguida foi adicionada a angiotensina Il e a
fluorescéncia foi continuamente monitorada em intervalos de 1 segundo
por 1 min. Aos 40s, adicionou-se a ionomicina e as curvas foram
expressas como percentagem do sinal provocado por ionomicina (U.F.)
para cada condigdo experimental.

4.7.4 Ensaios ex vivo

4.7.4.1 Imunofluorescéncia

Os camundongos foram anestesiados e perfundidos com 200 ml
de PFA a 4% em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS). Os
cérebros foram pos-fixados durante a noite na mesma solucéo de PFA a
4 °C. Cortes coronais (25 pum) usando um vibratomo foram processados
(Leica Lasertechnik). Fatias foram coletadas em solugdo anti-congelante
de Walter (30% de glicerol, 30% de etileno glicol em PBS, pH 7,2) e
mantidas a -20 °C até o seu processamento.
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As fatias previamente coletadas foram lavadas trés vezes em
PBS, permeabilizadas com 0,3% de Triton X-100 em PBS durante 2 horas
e lavou-se trés vezes com solucdo de lavagem (0,05% de Triton X-100
em PBS). As fatias foram entdo incubadas com solugdo de bloqueio
durante 2 horas a temperatura ambiente e subsequentemente incubadas
com 0s anticorpos primarios durante a noite a 4 °C. Depois de duas
lavagens (10 minutos cada) com 1% de NDS na solugdo de lavagem,
incubaram-se durante 2 horas a sec¢cdes com 0s anticorpos secundarios
apropriados conjugados com corantes Alexa (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA). Em seguida, lavou-se duas vezes durante 10 minutos cada com 1%
de NDS na solucéo de lavagem e mais duas vezes com PBS, entdo as
laminas foram montadas. As imagens de fluorescéncia do estriado foram
captadas com um microscépio confocal de varredura a laser Leica TCS
4D (Leica Lasertechnik GmbH).

4.7.4.2 Ensaio de ligacdo por proximidade (PLA)

Para o ensaio de PLA, usou-se o Kit para detecgdo in situ de PLA
Duolink (Olink Bioscience, Uppsala, Suécia). Procedeu-se de modo
semelhante ao protocolo de imunohistoquimica descrito acima, até o
passo da incubacdo do anticorpo secundario. Em sequéncia foram
realizados passos seguindo o protocolo do fabricante. As imagens de
fluorescéncia foram obtidas em um microscopio confocal de varredura a
laser Leica TCS 4D (Leica Lasertechnik GmbH). Imagens de alta
resolucdo foram adquiridos como um Z-stack (sobreposicéo de imagens)
de 0,2 um de intervalo com um total de 5 um de espessura. O sinal ndo
especifico nuclear foi eliminado a partir de imagens PLA subtraindo a
marcacdo nuclear de DAPI. As particulas foram contadas utilizando
ImageJ (NIH). Para cada imagem o nimero de particulas oligoméricas e
nucleos dos neurdnios foram obtidas e a relacédo entre elas era calculado.
Para todos os experimentos de qualificacdo foram realizadas pelo menos
seis imagens.

4.7.4.3 Obtencé&o sinaptossomas totais

Os animais (camundongos selvagens e knockout para o receptor
A2A) foram eutanasiados por deslocamento cervical e os estriados de seis
animais foram retirados e homogeneizados em potter com 2 mL de
tampdo para isolamento (Sacarose/CaCl,/MgCl,/ inibidor de protease).
Este produto foi posto em um tubo para centrifugacdo e adicionou-se
sacarose CaCl, 2M e CaCl; 1M, afim de formar um gradiente e o restante
do volume foi completado com tampéao de isolamento. Centrifugou-se por
3 horas a 100.000 g a 4°C. O halo leitoso formado que continha os
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sinaptossomas foi retirado e diluiu-se em tampdo de isolamento.
Centrifugou-se por 30 min a 15.000 g sob temperatura de 4°C. Descartou-
se 0 sobrenadante e o pellet continha os sinaptossomas totais, que foram
armazenados a -20°C para posterior utilizacdo.

4.7.5 Teste bioquimico

4.7.5.1 Imunodeteccéo de proteinas: Western blotting

Realizou-se a imunodeteccdo de proteinas conforme descrito
anteriormente no item 2.5.5.1 na pégina 23, utilizando os anticorpos
primarios anti-Aza, anti- AT e anti-actinina dos sinaptossomas dos
animais selvagem e KO-Aga;

4.7.6 Teste comportamental

4.7.6.1 Movimentos mandibulares involuntarios induzidos

pela reserpina

Para quantificacdo dos movimentos mandibulares involuntarios
induzidos pela reserpina, o0s camundongos foram colocados
individualmente em um cilindro de vidro (16 cm x 30 cm x 19 cm) e a
frequéncia dos movimentos involuntarios da mandibula (VCM) (da
abreviacdo em inglés vacuous chewing movements) eram contados
manualmente por 10 minutos. Os VCMs foram definidos como aberturas
de boca, ndo relacionadas a grooming ou direcionados as paredes do
cilindro, como descrito por Carvalhos e colaboradores (CARVALHO et
al., 2003).

4.8 Resultados
4.8.1 Receptores AT formam heterdbmeros com receptores Aza
em ensaios in vitro

Como observado na Figura 39A. os receptores AT e Aza Se Co-
distribuem em células HEK293-T, revelando que os receptores podem
formar heterdmeros. Nos U(ltimos 15 anos, varios estudos tém
demonstrado os GPCRs podem interagir e dar origem a homo e
heterodimeros. Enquanto homomeros levariam a uma funcao fisiol6gica
semelhante a dos receptores em sua forma monomérica, a formagéo de
heterodimeros fornece uma funcao fisiolégica distinta daquela observada
pelas unidades constituintes. Neste sentido, primeiro analisamos se 0s
receptores AT interagem fisicamente com o0s receptores Aza, para
posteriormente estudarmos as possiveis vias de sinalizacdo envolvidas.

Para isso, realizamos o ensaio de BRET. Como representado na
Figura 39B, podemos observar que nas células co-transfectadas com Aza



94

RIuc/AT.YFP ocorre claramente uma curva de saturagdo quando
guantidades do aceptor (ATiYFP) foram aumentadas. Como
demonstrado na Figura 39C, onde o teste “t” de student revela que o
BRET méximo obtido é significativamente maior quando comparado
com a preparacdo co-transfectada com GABABZ2RIUc/AT.YFP, o
controle negativo. Esta interacdo especifica demonstrada pela
comparacao das curvas de saturacdo de BRET, indicam pela primeira vez
a ocorréncia da interacdo entre Aoa e ATy, para formar o heterdmero
Aoal/AT.
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Figura 39. (A) O ensaio de imunocitoquimica foi realizado em células HEK-293-
T que co-expressam A,aRCP (esquerda/ciano) e AT;RY™ (centro/amarelo) e a
figura Merge (direita) representa a sobreposicdo das imagens obtidas por
microscopia co-focal (10um). (B) Analise representativa da curva de saturacdo
de BRET em células HEK-293-T que co-expressam GABAgRR“/AT,R™ e
AaRRU/ATIRYP. As co-transfeccdes foram realizadas com quantidade fixa de
Rluc e em quantidades crescentes de YFP (eixo x). Os pontos que interconectam
as linhas sdo expressos em média + E.P.M e representam experimentos realizados
em triplicata, 0 eixo y expressa a razdo de unidades de BRET (U.B.). (C) As
barras representam o valor maximo obtido na curva de saturacdo, B e sdo
expressas em média + E.P.M, de experimentos realizados em triplicata. *P<0,05
comparado as unidades de BRET maximo do grupo GABAgRRV/AT,;RYF
(controle negativo) (Teste “t” de student).
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4.8.2 Células co-transfectadas aumentam a mobilizacéo de

calcio

Na tentativa de explorar as implicacdes da formacdo do
heterdmero ATiR/A2aR, realizamos o ensaio de liberacdo de célcio em
resposta ao agonista endégeno dos receptores AT1R, a angiotensina II.
Como ilustrado na Figura 40A, as células que co-expressam os receptores
A2aR/ AT1R apresentam uma maior quantidade de célcio liberada em
resposta a angiotensina Il. Na Figura 40B, sdo apresentados 0s mesmos
resultados, porém o A representa os resultados subtraidos dos resultados
obtidos pelo grupo controle, pois esta linhagem celular é proveniente de
rim humano e naturalmente apresenta receptores AT:R, ocorrendo entdo
a liberacédo de célcio frente ao estimulo do agonista. A ANOVA de uma
via demonstra uma diferenca significativa entre 0s grupos experimentais
[F6=8,40 (P<0,05)]. A analise post-hoc de Newman-Keuls indica que
ocorre um aumento da liberagdo de célcio no grupo A2aR/AT:R
comparado com o grupo Az2aR (P<0,05), figura 40C.
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Figura 40. O ensaio de liberacdo de calcio foi realizado em células HEK-293-T
transfectadas com PcDNAS3 (controle), A2aR/AT:R, ATiR ou AzaR. Os estoques
de célcio foram mobilizados com a adi¢do de angiotensina Il 50 nM, e o sinal de
fluorescéncia foi mensurado (U.F). (A) O gréfico expressa a quantidade de célcio
mobilizado na presenca de angiotensina Il nos quatro grupos experimentais. (B)
O grafico expressa a quantidade de calcio mobilizado na presenca de angiotensina
II, o A representa os grupos experimentais quanto subtraidos os valores de U.F.
obtidas no grupo controle. (C) O grafico expressa a area sob a curva dos valores
obtidos em B. Os experimentos foram realizados em triplicata. *P<0,05
comparado as U.F do grupo A;aR (ANOVA de uma via seguida do teste post-
hoc Newman-Keuls).
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4.8.3 Receptores AT, formam heterémeros com receptores Aza

em ensaios ex Vvivo

Para analisarmos se também existiria a formagdo destes
heterdmeros no SNC, realizamos a técnica de imunofluorescéncia no
estriado de camundongos Swiss. Como ilustrado na Figura 41A, o0s
receptores ATz e Aza Se co-localizam no estriado dos animais, revelando
gue pode existir a formagéo destes heterdmeros no SNC de mamiferos.
Para confirmarmos se realmente a sobreposicdo das marcacfes para 0s
receptores (A2aR/AT:R) observada era um indicativo da presenca de
heterdmeros, realizamos o ensaio de PLA. Como observado na Figura
41B, ocorre a formacdo de pontos positivos (vermelhos), indicando a
presenca dos heteromeros. O teste “t” de student revelou uma diferenca
significativa na formacdo de complexos quando comparados 0s pontos
positivos formados no estriado de camundongos selvagens (WT) e
camundongos knockout para o receptor A2aR (KO) [t= 15,09 P<0,05)],
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Figura 41. (A) Imagens representativas da co-localizacdo dos receptores AT:R
(esquerda/vermelho), A2aR (centro/verde) e a merge (direita) no estriado de
camundongos swiss. (B) Imagens representativas do ensaio de PLA no estriado
de camundongos swiss selvagens (WT) e knockout para o receptor A;aR (KO),
0s pontos vermelhos representam a reagdo positiva de PLA, em azul a marcagao
dos ndcleos celulares. (C) As barras representam o nimero total de pontos / pelo
ntmero total de nlcleos. Os dados sdo expressos em média + E.P.M. *P<0,05
comparado ao grupo AzaR (KO) (teste “t” de student).

4.8.4 Os receptores AT1 e Aza apresentam efeito sinérgico no

SNC de camundongos

Para tentarmos compreender o papel da interacdo destes
receptores no SNC, realizamos o teste comportamental dos movimentos
mandibulares involuntarios (VCM) induzidos pela reserpina. Como
ilustrado na Figura 42A, podemos observar que as doses de losartana de
0,5, 5 e 50 mg/kg foram capazes de reduzir o nimero de VCM [post-hoc
Newman-Keuls (P<0,05)], enquanto que a dose de 0,05 mg/kg néo foi
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efetiva em reduzir o nimero VCM [post-hoc Newman-Keuls (P>0,05)].
Na Figura 42B sdo ilustrados os efeitos da curva dose resposta do KW-
6002 (antagonista Aza). O teste post-hoc Newman-Keuls indicou que
ocorreu uma redugdo dos VCM nas doses de 0,06, 0,3 e 0,6 mg/kg
(P<0,05) e a dose de 0,03 mg/kg (P>0,05) ndo foi capaz de reduzir os
VCM. Na Figura 42C, o teste post-hoc de Newman-Keuls indicou que a
coadministragdo das doses sub-efetivas de losartana e KW-6002 foi capaz
de reduzir o nimero de VCM (P<0,05). Na Figura 42D, utilizou-se
animais knockout para o receptor Aza, onde o teste post-hoc de Newman-
Keuls indicou que a administracdo de uma dose efetiva (50 mg/kg) ou
sub-efetiva (0,05 mg/kg) de losartana (quando testadas nos animais
selvagens) foram capazes de reduzir o nimero de VCM nos animais
knockout para o receptor Aza (P<0,05).
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Figura 42. Avaliacdo dos movimentos mandibulares involuntérios induzidos por
reserpina (1 mg/kg, s.c.) os efeitos dos tratamentos com losartana e KW-6002 em
camundongos. As barras verticais representam o nimero total de VCM em 10
min (média + E.P.M.). (A) curva dose-resposta da losartana. (B) curva dose
resposta do KW-6002. (C) Efeito sinérgico das doses sub-efetivas de losartana e
KW-6002. (D) Efeito do tratamento com losartana em animais knockout para o
receptor Aza. *P<0,05 comparado com o grupo veiculo/reserpina (ANOVA de
uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls) (n=7-10/grupo).

4.8.5 Animais knockout para o receptor Az apresentam niveis

elevados do receptor AT

Como representado na Figura 43, os niveis dos receptores ATi
em preparagfes de sinaptosomas totais do estriado de camundongos
knockout para o receptor Aza (KO) estdo elevados em relacdo aos niveis
estriatais dos camungondos selvagens (WT).
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Figura 43. Grafico representativo dos niveis dos receptores ATi e Aza em
sinaptossomas totais. As barras verticais representam os niveis das proteinas em
unidades arbitrarias. (Esquerda) Niveis dos receptores AT; e (Direita) niveis dos
receptores A,a em sinaptossomas totais de camundongos selvagens (WT) e
knockout para os receptores Aza (KO) (pool de seis estriados).
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4.9 Discusséo

A principal hipétese deste capitulo foi baseada em evidéncias que
indicam um efeito sinérgico dos receptores AT1 e Aza, principalmente no
sistema renal. Nossos resultados demonstram de maneira inédita a
formagéo do heterodimero AT1/Aza no estriado de camundongos. Além
disso, demonstramos que estes receptores atuam de modo sinérgico no
SNC, reduzindo os movimentos mandibulares involuntéarios induzidos
pela reserpina em camundongos.

Os GPCRs representam uma super-familia de proteinas de
membrana que incluem aproximadamente 4% dos genes codificados pelo
genoma humano. Estes receptores estdo envolvidos em muitos processos
fisiolégicos, sendo que aproximadamente 50% dos medicamentos
utilizados atualmente tém como alvo os GPCRs (LAGERSTROM;
SCHIOTH, 2008). Nos ultimos anos, tem sido demonstrado que o0s
GPCRs ndo sdo apenas proteinas de membrana isoladas, mas sdo
receptores que apresentam a capacidade de formar complexos multi-
proteicos (oligdmeros) (GEORGE; O’DOWD; LEE, 2002).

As evidéncias que nos levaram a supor que 0s receptores ATy e
Aqa estariam formando heterdmeros no SNC, baseou-se em uma série de
estudos que demonstravam que estes receptores apresentam
peculiaridades muito semelhantes. E demonstrado que estes receptores
sdo amplamente expressos no SNC, principalmente no estriado e
substancia negra, também estando expressos em células da glia, tanto em
roedores quanto em humanos (GARRIDO-GIL et al, 2013;
HETTINGER et al., 2001; SAAVEDRA, 1999). Além disso, como ja
citado anteriormente, estes receptores sdo capazes de formar dimeros com
0s receptores de dopamina do tipo D, modulando a liberacdo de
dopamina (FERNANDEZ-DUENAS et al., 2013; MARTINEZ-PINILLA
etal., 2015)

Inicialmente, avaliamos se 0s receptores se co-distribuiam em
células HEK-293T, sendo que observamos que ocorre a co-distribuicdo
destes receptores nestas células. Em seguida, utilizando a técnica de
BRET, caracterizamos que além deles estarem co-distribuidos nestas
celulas, eles também sdo capazes de formar dimeros, uma vez que a curva
de saturacdo foi positiva. O BRET é uma técnica muito utilizada para o
estudo da interacdo receptor-receptor em células, tendo como principal
ponto positivo o controle sobre o sinal de fundo (background) nos
experimentos. Por outro lado, ela ndo é uma técnica muito sensivel para
detectar interacGes receptor-receptor em determinado local celular, como
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por exemplo, se existe uma interagdo especificamente na membrana ou
no citosol da célula (MILLIGAN, 2004).

Ap06s observarmos este fendmeno, tentamos compreender de que
forma este complexo estaria modulando as vias de sinalizagdo dos
receptores ATi, através da medida do célcio liberado ap6s a
administragdo da angiotensina Il na preparagdo. Observamos que ocorre
um incremento na quantidade de calcio liberada nas células que
apresentavam 0s dois receptores, indicando que os receptores Aga
facilitariam a sinalizacdo mediada pelos receptores AT.

Na maioria dos casos, a modulagdo de sinalizacdo do dimero
refere-se a0 aumento ou diminuicdo da ativacdo da proteina G acoplada a
cada receptor, embora em varios estudos tém sido demonstrado que
podem ocorrer diferentes efeitos sobre as vias de sinalizacdo, como
efeitos trans-inibitdrios e trans-exitatérios (ROZENFELD; DEVI, 2011).
Alguns estudos observaram uma nova forma de acoplamento da proteina
G, como por exemplo no heterodimero dos receptores D1/ D, para
dopamina, que sdo classicamente acoplados a uma proteina Gs e Gi,
respectivamente, e ao formarem o oligdbmero, sdo capazes de ativarem
uma proteina Gg, modulando a sinalizacdo intracelular do calcio
(RASHID et al., 2007). Neste mesmo estudo, 0s autores demonstram que
este complexo é mais funcional (capaz de ativar a proteina Gq) em
animais de 8 meses de idade comparados com animais de 3 meses de
idade, sendo que este processo pode ser relevante no processo de
envelhecimento (RASHID et al., 2007).

Neste mesmo sentido, Bellot e colaboradores (2015)
demonstraram recentemente que apds a formacdo do heterodimero
(AT1/a2c) ocorre a ativacdo de uma via de sinalizagdo distinta das vias
classicas ativadas por estes receptores, através de uma proteina Gs-
AMPc-PKA, levando a uma modulacéo na liberacéo de noradrenalina. A
formacéo deste complexo ocorreria em casos de hipertensdo e faléncia
cardiaca, ou seja, poderia ocorrer a formacdo de dimeros em casos
patolégicos, com o recrutamento de vias de sinalizacdo completamente
distintas das vias ja descritas para os receptores que compdem o dimero
(BELLOT etal., 2015).

Por outro lado, poderiamos supor que esta facilitacdo da
neurotransmissdo ocorreria através da ativacdo do complexo célcio-
calmodulina (CaM). A CaM € uma importante proteina modulada por
célcio, sendo um mensageiro multifuncional ativado por célcio. Uma vez
ativada, ela pode participar como parte das vias de transdugdo de sinais
mediadas pelo calcio, através da modulagdo de quinases e fosfatases
(VETTER; LECLERC, 2003).
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A CaM liga-se diretamente em proteinas da membrana
plasmética, incluindo os GPCRs, como os receptores p-opioides, 5-HT1A
para serotonina, receptores muscarinicos para acetilcolina, e receptores
D> para dopamina (BOFILL-CARDONA et al., 2000; LUCAS, 2006).
Recentemente, foi demonstrado que a CaM também se liga a receptores
Aza, na porgdo proximal da terminacdo C-terminal (PIIRAINEN et al.,
2015). Em um estudo de Boffil e colaboradores, foi demonstrado que a
CaM, quando presente em uma proteina Gi nos receptores Dy, exerce um
efeito inibitorio sobre a proteina Gi, pois esta estaria presente no mesmo
dominio envolvido na ativacdo deste receptor (BOFILL-CARDONA et
al., 2000).

Alternativamente, poderiamos pensar que 0s receptores Aga
estariam facilitando a expressao dos receptores AT na membrana celular.
Existem relatos prévios de que processos de oligomeriza¢do ocorrem
antes dos receptores serem expressos na membrana celular (PIN et al.,
2005). Como por exemplo, Jones e colaboradores descreveram que a
expressao do receptor GABAg1 ha membrana celular é dependente de um
processo de heterodimerizagdo com o receptor GABAg2 no citosol
(JONES et al., 1998). No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para
investigarmos por qual destes mecanismos esta heterodimerizacao levaria
a um aumento na liberacdo de célcio pela angiotensina I, como
demonstrado em nosso trabalho.

Contudo, dada a existéncia de multiplas unidades (homodimeros
e heterodimeros) com niveis varidveis de expressao celular em todos estes
estudos, € dificil deduzir que os efeitos resultem de acoplamento alterado
do heterodimero per se ou um cross-talk de sinalizacdo adjacente.

Portanto, técnicas capazes de confirmar a presenga da interacéo
proteina-proteina in situ, tornam-se importantes ferramentas para a
confirmacdo destes processos, como a técnica de PLA (TAURA;
FERNANDEZ-DUENAS; CIRUELA, 2015). Esta técnica permite a
detecgdo de interagdes de até <40 nm de distdncia (BRET ligagdes <10
nm) (TAURA; FERNANDEZ-DUENAS; CIRUELA, 2015). Nossos
resultados demonstraram que ocorre uma co-localizacdo dos receptores
ATy e Aza no estriado de camundongos, e ainda que existe uma
heterodimerizacdo destes receptores, como evidenciado pela técnica de
PLA.

O estriado é considerado uma regio com diversas fungdes, pois
recebe projecdes dos nucleos basais, além de diversas outras areas
encefalicas envolvidas com fungdes motoras e ndo motoras, como o
cortex motor, o cortex pré-frontal, o hipocampo e o nucleo accumbens
(FERRE etal., 2010; YAGER et al., 2015). Além disso, ele esta envolvido
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com processos patolégicos como a DP. Contudo, tanto o sistema renina-
angiotensina, quanto o sistema adenosinérgico, através dos seus
receptores AT1 e Aza, apresentam um papel importante na modulagéo de
diferentes fungdes do estriado. Ademais, ja foram demonstrados
processos de oligomerizacdo dos receptores AT1 e D2 no estriado, sendo
estes capazes de modular a neurotransmisséo dopaminérgica (FERRE et
al., 2008; MARTINEZ-PINILLA et al., 2015). No entanto, foi
demonstrado em um modelo animal da DP, que a heterodimerizacdo
(A24/D3) nestes animais esta reduzida, o que talvez estaria relacionado
com uma hiperfuncionalidade dos receptores Aza observado nesta doenga
(FERNANDEZ-DUENAS et al., 2015). Diante destas evidéncias e
visando uma abordagem futura da modulagéo da interacdo ATi/Aza NO
contexto da DP, esta estrutura foi escolhida.

Como um dos principais neurotransmissores afetados na DP é a
dopamina, investigamos se o tratamento com a losartana e 0 KW-6002
seriam capazes de modular este sistema e ainda se estes apresentariam
efeito sinérgico. Como observado, tanto o bloqueio dos receptores AT
promovidos pela losartana, quando o bloqueio dos receptores Aga
promovidos pelo KW-6002, foram capazes de reduzir 0s movimentos
involuntarios da mandibula (VCM) induzidos pela reserpina. Além disso,
a coadministracdo de doses sub-efetivas dos dois antagonistas também foi
capaz de reduzir os VCMs, sugerindo que estes farmacos estariam
atuando de modo sinérgico.

Como descrito anteriormente, a reserpina € um modelo muito Util
para o estudo de diversas alteragdes comportamentais. Porém, os VCMs
vém sendo abordados de maneira distintas por diferentes grupos de
pesquisa, sendo que estes sintomas observados vém sendo
correlacionados a discinesias induzidas por antipsicéticos (WANG et al.,
2015) ou pela L-dopa (AlA et al., 2011), ambos relacionados com uma
intensa disfuncdo dopaminérgica. No entando, como ja descrito, a
reserpina € também capaz de induzir a deplecdo de outros
neurotransmissores, como a noradrenalina e serotonina (CSAKO, 2006;
PETER et al., 1994).

E conhecido que o tratamento com a reserpina promove a
autoxidagdo da dopamina e catabolismo oxidativo pela monoamina
oxidase (MAO), estando estes eventos relacionados com o processo de
estresse oxidativo, sendo encontrado efeito benéfico de substancias
antioxidantes nestes modelos (TREVIZOL et al., 2011; WANG et al.,
2015). Como ja descrito nos capitulos anteriores, o bloqueio dos
receptores AT; apresentam um pronunciado efeito antioxidante,
principalmente pelo blogueio da NADPH oxidase (LIU et al., 2012a).



106

Efeito similar foi encontrado com antagonistas dos receptores Aza, porém
seus efeitos antioxidantes estariam relacionados com a reducdo de
radicais livres e a peroxidacdo lipidica (NOBRE et al., 2010) .

Estudos demonstram que o bloqueio dos receptores Aza é capaz
de reverter os prejuizos motores observados em modelos animais da DP,
incluido no modelo da reserpina (SHIOZAKI et al., 1999), sendo que
estes efeitos estariam correlacionados com o0 processo de
heterodimerizagcdo com os receptores D, para dopamina, levando a uma
facilitacio na liberacio deste neurotransmissor (FERRE et al., 2008).
Porém, quando observado o efeito dos antagonistas Axa nas discinesias
induzidas por L-dopa, os resultados sdo contraditrios, sendo que a
utilizacdo destes farmacos aumentaria o tempo de acdo da L-dopa, porém
em alguns estudos é relatado o0 aumentando das discinesias, enquanto em
outros é demonstrando uma reducdo das discinesias (MORELLI et al.,
2012). Estes resultados controversos encontrados na literatura podem
estar relacionados, como mencionado anteriormente, pelo fato da L-dopa
ser capaz de reduzir a formacéo de oligdmeros, fazendo que alguns efeitos
benéficos dessas interagdes sejam perdidos (PINNA et al., 2014).

O bloqueio dos receptores AT; também é capaz de reduzir as
discinesias induzidas por L-Dopa em animais hemiparkinsonianos
(MUNOZ et al., 2014). Estes efeitos estariam sendo observados devido a
uma reducdo dos processos neuroinflamatdérios e por reduzir a
angiogenese induzidos pelo tratamento cronico com L-Dopa (MUNOZ et
al., 2014). Porém, podemos supor que estes efeitos neste modelo também
estariam relacionados ao fato dos receptores ATi, assim como 0S
receptores Aza, também serem capazes de formar dimeros com o0s
receptores D,, modulando a liberacdo de dopamina (MARTINEZ-
PINILLA et al., 2015). Entretanto, sdo necessarios experimentos
adicionais para uma melhor compreensao se este dimero trabalharia de
maneira semelhante ao dimero Aza/D>

Observamos que o blogqueio dos receptores AT: em animais
knockout para os receptores Aza também é capaz de reverter os VCMs,
inclusive utilizando uma dose sub-efetiva de losartana em animais
selvagens. Estes resultados vdo de acordo com os resultados que
obtivemos do efeito sinérgico da administracdo de sub-doses dos
antagonistas AT1 e Aza, Uma vez gque a auséncia dos receptores Agza
facilitariam os efeitos do antagonista AT1, demonstrando que estes dois
sistemas de neurotransmissdo possuem uma atividade sinérgica. Porém,
guando analisamos os niveis dos receptores ATi e Aza, 0bservamos que
0s animais knockout apresentam um maior nivel dos receptores ATy, 0
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que também poderia contribuir para um efeito mais pronunciado da
losartana nestes animais.

Contudo, sdo necessarios experimentos adicionais para
tentarmos compreender melhor o papel da interacdo ATi/Aza,
principalmente em como este heterodimero estaria modulando a liberacdo
de dopamina e noradrenalina depletados pela reserpina. Por fim,
projetamos futuramente investigar a formagdo deste complexo AT1/Aza
em diferentes areas do SNC em processos neurodegenerativos, como
observados no modelo da administracéo i.n. do MPTP.

4.10 Concluséo

Os resultados deste capitulo evidenciam pela primeira vez a
formacdo de um heterbmero entre o0s receptores para angiotensina 11 do
tipo 1 e os receptores para adenosina do tipo Aza. Além disso, este estudo
fornece indicios de que este dimero estaria atuando de modo sinérgico no
SNC, modulando o desenvolvimento de movimentos mandibulares
involuntarios induzidos pela reserpina em camundongos. Contudo, é
necesséria uma melhor compreensdo da formacéo do oligdmero AT1/Aza
e se este pode representar de fato um novo alvo farmacolégico para o
tratamento de doencas do SNC.
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5. Considerac0es finais

O conjunto de resultados obtidos no presente estudo auxiliam na
compreensdo dos efeitos do bloqueio dos receptores AT no contexto do
envelhecimento e da DP, sendo que o tratamento com a losartana foi
capaz de reverter ou prevenir prejuizos comportamentais em
camundongos envelhecidos e submetidos ao modelo da administragdo i.n.
de MPTP.

De maneira pioneira, demonstramos que 0s receptores AT:
podem formar oligbmeros com o0s receptores Aja para adenosina,
podendo no futuro, esta interagdo tornar-se um novo alvo farmacolégico,
pois em teoria, terapias multimodais seriam capazes de se ligar a
diferentes segmentos dos receptores oligomerizados, possibilitando assim
novas possibilidades terapéuticas em relacdo as terapias habituais.
Contudo, sdo necessarios experimentos adicionais para elucidacio de
como ocorrem os efeitos benéficos, tanto da losartana no SNC, como do
heterdmero ATi/Aza, para que no futuro possam se mostrar Gteis no
controle dos sintomas ou mesmo na prevencdo da progressdo de
enfermidades.
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