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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é caracterizada pela perda de 50-70% dos
neurénios dopaminérgicos na parte compacta da substancia negra. Embora os
achados patolégicos sejam bem descritos, a causa da morte neuronal ainda é
questdao de debate, sendo provavelmente multifatorial. Entre os varios fatores
propostos, estudos recentes tém demonstrado a participacdo do Sistema
Renina-Angiotensina (SRA) na morte de neurdnios dopaminérgicos na DP. Nosso
objetivo é investigar os mecanismos relacionados ao desenvolvimento de alteragdes
cognitivas e comportamentais durante a fase pré-clinica da DP, bem como o efeito
de estratégias farmacolégicas que modulem o SRA na prevencgao dessas alteragoes.
Para isso, usamos um modelo experimental de DP por infusdo intranasal de MPTP
(1mg/narina) em camundongos C57BL/6. Nesse estudo, os camundongos (8-10
semanas) foram organizados em 6 grupos de acordo com o tratamento recebido
antes da infusdo com MPTP: Salina+Salina (controle), Salina+MPTP, Perindopril
(inibidor da ECA) +MPTP, Telmizartan (inibidor do receptor AT1) +MPTP,
AVE0991(agonista do receptor Mas) +MPTP. Cada tratamento iniciou-se 5 dias antes
da infusdo com o MPTP e continuou até o 11° dia apds a infusdo (dpi), dia da
eutanasia. Foram realizados testes comportamentais padronizados e ensaios
imunoldgicos na substéncia negra, no estriado e hipocampo. Nossos resultados
demonstraram que o tratamento com o AVE0991 protegeu a perda da memoria
olfatéria no 5° dpi. Além do mais, o tratamento com o AVE0991 também protegeu o
animal do comportamento do tipo ansioso nos 6° e 11° dpi. Entretanto, ndo foram
encontradas alteragbes nas atividades locomotoras, memdria de trabalho e
comportamento do tipo depressivo. Por sua vez, a infusdo de MPTP nao foi capaz
de alterar drasticamente os niveis dos componentes do SRA. Por outro lado, o
tratamento com o AVE0991 aumentou as concentragdes de ECA2 no estriado e de
Angll e Ang (1-7) na substancia negra. O AVE0991 reduziu ainda as concentragbes
de Angll e Ang (1-7) no hipocampo e de ECA1 na substancia negra. Contudo,
concluimos que potencializar o eixo contra regulatério do SRA pode constituir uma
estratégia neuroprotetora promissora para minimizar ou prevenir 0s sinais

pré-clinicos da DP, tais como a perda da memodria olfatéria e a ansiedade.

Palavras Chaves: Doenga de Parkinson, MPTP, Sistema Renina Angiotensina,

Ansiedade, Memoria Olfatéria, Depressao



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is characterized by the loss of 50-70% of
dopaminergic neurons in the compact part of the substantia nigra. Although the
pathological aspects are well described, the dopaminergic neuron death is still a
subject of debate, and it is probably multifactorial. Among the several factors, some
studies have shown the role of the Renin-Angiotensin System (RAS) in the death of
dopaminergic neurons in PD. Herein, we aimed to investigate the mechanisms
related to the development of cognitive and behavioural changes during a preclinical
phase of PD as well as the effects of pharmacological strategies able to modulate
RAS on those changes. Then, we used an experimental model of DP induced by
intranasal infusion of the neurotoxin MPTP (1mg/nostril) in C57BL/6 mice aged 8-10
weeks. In this study, the animals were divided in 6 groups: SAL+SAL (control),
SAL+MPTP (MPTP-mice received saline), Telmizartan (an antagonist of AT1
receptors)+MPTP and AVEQ099 ( an agonist of Mas receptors)+MPTP. Each
treatments initiated 5 days before the MPTP infusion and remained until the 11th-day
post-infusion. Standardized behavioural tests and immune assays were performed in
key areas of PD, including substantia nigra, striatum and hippocampus. The
treatment with AVEQ099 prevented olfactory memory loss at 5 days
post-MPTP-infusion. Interestingly, AVE099 also prevented anxiety-like behaviour at 6
and 11 days post-MPTP- infusion. No significant differences were found in locomotor
activity, work memory or in depressive-like behaviour. In addition, MPTP was not able
to dramatically alter the components of RAS, such as Angiotensin Il (Angll),
Angiotensin  (1-7) (Ang (1-7)), Angiotensinogen Converting Enzyme (ACE),
Angiotensinogen Converting Enzyme 2 (ACE2) of DP in the 11th-day post infusion.
On the other hand, the treatment with AVE0991 increased the levels of ACE2 in the
striatum, and increased Angll and Ang (1-7) in the substantia nigra. However,
decreased the levels of Angll and Ang (1-7) in the hippocampus and ACE in the
substantia nigra. Therefore, our result suggests that the potentiation of the
contra-regulatory axis of the renin-angiotensin system might play a crucial role in the
neuroprotection of the pre-clinical signs of PD, including loss of olfactory memory and

anxiety.

Key-words: Parkinson’s disease; Renin-Angiotensin System; Anxiety-like

behavior; Olfactory Memory; MPTP; Depression.
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1.0 INTRODUGAO
A Doenga de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa mais

comum, acometendo principalmente individuos com mais de 55 anos
(Radhakrishnan et. al, 2018). A DP é definida pela perda ou degeneragao de 50-70%
de neurbénios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNpc), por uma
perda significativa de dopamina no estriado e pela presenca de Corpos de Lewy
(CL), inclusdes citoplasmaticas formadas principalmente por a-sinucleina e

ubiquitina, nos neurdnios dopaminérgicos (Jellinger et. al., 2012).

As causas que levam a perda ou a degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos permanecem desconhecidas, porém ha evidéncias que levam a
acreditar que resulte da interagdo de um conjunto de fatores, entre eles: fatores
genéticos, ambientais, estresse oxidativo, anormalidades mitocondriais, inflamacéao
e/ou alteragdes do envelhecimento (Pereira D et. al., 2010). Ocorre a aceleragao da
perda dos neurbnios dopaminérgicos com o passar dos anos (Rebelatto, et. al.,
2006).

Entre varios fatores, estudos recentes tém proposto a participagdo do
Sistema Renina-Angiotensina (SRA) na morte de neurbnios dopaminérgicos
observada na DP. O SRA ¢ filogeneticamente um dos sistemas hormonais mais
antigos, conhecido por regular a pressdo sanguinea e o equilibrio eletrolitico do
organismo, sendo essencial para a manutengdo da homeostase (Lev-Ran and Porta
et. al.,, 2005). Apesar de seus componentes ndo serem capazes de ultrapassar a
barreira hematoencefalica, estudos tém demostrado que neurdnios e microglia séo
capazes de produzi-los localmente no sistema nervoso central (Stornetta et. al.,

1988; Milsted et. al., 1990; Kumar et. al., 1988;Thomas et. al., 1992).
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Apesar de os estudos clinicos ainda serem escassos, ha evidéncias de que
pacientes que utilizam os moduladores do RAS apresentam retardo na progresséo
dos sintomas da DP (Reardon et. al., 2000). Nesse trabalho, tivemos como objetivo
investigar os mecanismos relacionados ao desenvolvimento de alteragbes cognitivas
e comportamentais durante a fase pré-clinica da DP, utilizando o modelo de infusao
intranasal de MPTP em camundongos, bem como avaliar o efeito de estratégias

farmacoldgicas que modulam o SRA na prevengéo dessas alteragdes.

2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doenga de Parkinson
2.1.1 Aspectos Gerais da Doenca de Parkinson

A Doenga de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa mais
comum em individuos com mais de 55 anos, perdendo apenas para a Doenca de
Alzheimer (Radhakrishnan et. al, 2018). O diagndstico da DP é clinico e se baseia
na presenca de sinais e sintomas tipicos da doenca e na exclusao de outras causas
de parkinsonismo. O diagndstico definitivo, no entanto, somente é possivel por meio
da realizacdo de exame postmortem, baseado nas caracteristicas fisiopatoldgicas da
doenca. Patologicamente, a DP € caracterizada pela perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra pars compacta (SNpc) e pela presenca de
corpos de Lewy (CL), inclusdes intracitoplasmaticas da proteina a-sinucleina) nos

neurénios remanescentes (Abdula et. al, 2015).

A DP tem sido reconhecida desde o inicio do século XIX, quando o médico
inglés James Parkinson a descreveu, em 1817, como “paralisia agitante”, por
apresentar, entre outros sintomas, tremor em repouso. Posteriormente, em 1925,
Brissau propds uma associagdo dos sintomas com o acometimento das areas do

mesenceéfalo ventral dos pacientes (Goetz et. al., 2011).
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Os sintomas classicos para o diagnostico da DP sao: tremor de repouso,
rigidez, bradicinesia, instabilidade postural e marcha festinante. Ha evidéncias de
que os sintomas aparecem quando ha cerca de 50-70% de degeneragdo dos
neurénios dopaminérgicos da SNpc (Przedborski et. al., 2000; Jankovic et. al., 2008;
Hornykiewicz et. al., 2008). Recentemente, estudos tém demonstrado que varios
sintomas ndo motores podem estar associados a DP, tais como constipacao,
diminuicdo do olfato, disturbios do sono, dor, depressao e transtornos de ansiedade.
Os sintomas ndo motores podem anteceder, de cinco a vinte cinco anos o inicio dos
déficits motores classicos da DP (Ferrer et. al., 2011; Savica et. al., 2010, Poewe et.
al., 2008), caracterizando uma fase denominada de pré-clinica da doenca. A perda
da olfacdo € um dos sintomas mais comuns e caracteristico da fase ndo motora da
doenga, com uma prevaléncia de 50-90% dos casos (Boesveldt et. al., 2008; Ponsen

et. al., 2004).

2.1.2 Epidemiologia da Doenga de Parkinson

A DP é a segunda doencga neurodegenerativa mais comum em individuos
idosos, sendo menos prevalente apenas que a Doenca de Alzheimer. Estima-se que
1 a 2 individuos a cada 100.000 habitantes desenvolvam a doencga por ano e sua
prevaléncia varia entre 100 a 300 por 100.000 individuos na populagao (Tysnes et.
al., 2017). No entanto, devido ao envelhecimento da populagdo em geral, estima-se
gue o numero de pacientes com DP dobre até 2030 (Elbaz et. al., 2016).

No Brasil, a prevaléncia da DP, de acordo com o senso 2000 do IBGE, é de
700/100.000 individuos com idade entre 60-69 anos, e de 1500/100.000 individuos
com idade entre 70-79 anos. No entanto, 10% dos pacientes possuem menos de 50
anos de idade. Além disso, cerca de 36 mil novos casos sao estimados por ano

(Souza et. al.,2011).
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Hirsch e colaboradores (2016), ao analisarem as taxas de incidéncia da DP
utilizando de revisdes literarias e metanalises, concluiram que a incidéncia da
doenga aumenta com o avangar da idade em homens e mulheres. Em mulheres, a
taxa de incidéncia aumenta de 3,26/100.000 pessoas ao ano com idade de 40-49
anos para 103,48/100.000 pessoas por ano com idade acima 80 anos, sendo que o
pico ocorre aos 70-79 anos de idade. Entretanto, em homens, a taxa de incidéncia
aumenta de 3,57/100.000 pessoas por ano na idade de 40-49 anos para uma taxa
de 258,47/100.000 pessoa por ano com idade acima de 80 anos.

Os neurbnios da SNpc distinguem-se n&o apenas por sua pigmentagao
caracteristica, mas também por exibirem producao elevada de espécies reativas de
oxigénio devido ao metabolismo da dopamina (Reeve et. al., 2014). Admite-se que
essa peculiaridade metabdlica torna esses neurbGnios mais susceptiveis ao
envelhecimento, o que poderia explicar o aumento da incidéncia a DP com a idade.

Hirsch e colaboradores (2016) mostraram uma diferenca significativa nas
taxas de incidéncia de DP por género, entre as idades de 60-69 e 70-79 anos. No
entanto, uma revisdo sistematica dos estudos de prevaléncia de DP encontrou
diferencas significativas entre os géneros apenas na faixa de 50 a 59 anos de idade
(Storstein et al, 2017), sem diferenca significativa na prevaléncia quando
estratificada por localizag&o geografica.

As causas da DP permanecem desconhecidas, porém ha evidéncias que
levam a acreditar que resulte da interagdo de um conjunto de fatores, entre eles:
fatores genéticos, ambientais, estresse oxidativo, anormalidades mitocondriais,
inflamacédo e/ou alteragbes do envelhecimento (Pereira et. al., 2010), como a

aceleracdo da perda dos neurdnios dopaminérgicos com o passar dos anos
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(Rebelatto et. al., 2006). Apenas 10% dos casos sao devidos a mutagdes genéticas

(Hindle et. al., 2010).

2.1.3 Fisiopatologia da Doenca de Parkinson

A DP é definida patologicamente pela perda ou degeneracao de 50-70% de
neurénios dopaminérgicos na SNpc, por uma perda significativa de dopamina no
estriado e pela presenca de CL, inclusbes citoplasmaticas formadas principalmente

por a-sinucleina e ubiquitina, nos neurdnios dopaminérgicos (Jellinger et. al., 2012).

A SNpc é uma area responsavel pelo controle e refinamento do movimento
mediante a projecdo de axdénios dopaminérgicos excitatérios para o cértex primario
motor, o estriado, nucleo putdmen e globo palido, modulando assim os nucleos
importantes no movimento voluntario (Keath et. al., 2007). A perda dos neurénios
dopaminérgicos da SNpc compromete a via nigroestriatal, com consequente
diminuicdo dos niveis de dopamina no estriado (Fig. 1). Além disso, ocorre redugao
dos niveis de acetilcolina, glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA) no nucleo
subtalamico, talamo e cortex, regides relacionadas a sintomatologia da DP

(Wichmann & De Long et. al., 2003).

Dentre varias teorias sobre as causas da DP, uma delas seria que a
inflamacéo teria um papel importante como um dos principais ativadores da morte
dos neurdnios dopaminérgicos, ou seja, seria o gatilho da patologia (Calabrese et.

al.,2018).

Como mencionado anteriormente, existe uma relacao direta entre a idade e a
ocorréncia da doenga (Caslake et. al., 2013; Elbaz et. al. 2010). O envelhecimento
traz consigo mudancas fisiolégicas que sao, muitas vezes, determinadas pelo estilo

de vida, ambiente, pela alimentagdo, genética, entre outros fatores. Estudos tém
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demonstrado que o sistema imunolégico sofre modificagdes no envelhecimento
entrando em um estado tipo “inflammaging” (Franceschi et. al., 2000). No decorrer
da vida agentes estressores enddgenos e exdgenos podem estimular respostas
adaptativas locais e sistémicas, incluindo ativacao do sistema imune, ocorrendo uma
“‘inflamacéo fisiologica” (Ottaviani et. al., 1998). Usualmente, existe um balango
fisiologico entre citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias. Entretanto, com o
decorrer da idade, pode ocorrer um desequilibrio dessas citocinas, tornando a
pessoa mais susceptivel a inflamag¢des (Monti et. al., 2016). Franceschi et. al.(2014)

sugerem uma correlagao entre inflamagéo e doengas neurodegenerativas.

Alguns autores admitem que a liberagao de uma pequena quantidade de

Parkinsons Disease

Non-Parkinson's

red nucleus

Superior colliculus
Figura 1: Neuropatologia da DP. (A) Representagédo esquematica da via
nigroestriatal no contexto fisioldgico. (B) Representagdo esquematica da via nigroestriatal

degenerada na DP. (Adaptado Kandel, 2000)

a-sinucleina, junto com esse estado inflammaging, pode ativar a micréglia e

gerar uma inflamagao exacerbada, o que poderia ser o gatilho da DP. A toxicidade

Substantia Nigra
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causada pelo aumento de a-sinucleina precede a formagao de grandes agregados
ou fibrilas (Kalia et. al., 2013). Portanto, o aumento desta proteina interfere em
muitas fungdes intracelulares, principalmente na homeostase vesicular e transporte
neuronal (Brendor et. al., 2013; Hun et. al., 2015). Ressalta-se ainda que astrécitos
imunorreativos, contendo inclusées de a-sinucleina, sdo encontrados na DP

(D’Agostinho et. al., 2012)

2.2 Modelos animais de Doenca de Parkinson

Os modelos animais de DP podem ser divididos em duas categorias:
modelos genéticos e neurotdxicos. Cada grupo possui vantagens e desvantagens.
Uma vantagem dos modelos neurotdxicos € que se baseiam principalmente em
alvos moleculares potencialmente capazes de causar a DP em humanos (Bezard et.
al., 2011). Entretanto, os modelos genéticos disponiveis atualmente ndo apresentam
fendtipos de neurodegeneracao caracteristicos da doenga (Dawson et al. 2010). As
limitagbes dos modelos genéticos podem ser superadas com a utilizagdo de
modelos neurotoxicos, os quais empregam diferentes tipos de moléculas para

ocasionar lesées na via nigroestriatal, facilitando assim novos estudos.
Diferentes drogas, tais como 6-Hydroxydopamina (6-OHDA), Rotenona,

1-methil-4-phenil-1,2,3,6-tetrahydropyridina (MPTP), paraquat (PQ) administradas
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por diferentes vias - intranasal, intracranial, intraperitoneal, entre outras -

Modelos Patologia Fenétipos comportamentais

Danos Nigroestriatal

Corpo celular  Terminal Dopamina Extranigral Corpos Motores N&o motores
SN estriatal estriatal patologias Levy

6-OHDA
Rato

Injecdo intracranial
(Substancia Negra, Estriado,
Mesensencefale ventral }

Desordem Cognitivas,
Sim Sim Sim Nio Nio Sim psiquidtricas e
gastrointestinais

MPTP
. . Numerosos veja
Primatas ndo humanos : : ; Lc sim sim Brotchie2010;
Sim Sim Sim
{i.p,i.m,infusdo intracorotidial) Bezard2011
Mouse Aumento transitério da
; Sim Sim sim Nag Nio Sim motilidade do coldn
Agudo, subagudo (i.p)
Crénico (minibombas osmdtica) Sim Sim sim Lc Sim S
ND
PQ
Mouse
i.p Sim Conflito Nio LC Sim ND ND
PQ/Maneb
Mouse
ip Sim ND Sim ND Sim ND ND
Rotenona
Ratg o _ _ . . Diminuigdo motilidade
Infusdo por mini bomba osmotica Sim sim Sim ND Sim Sim gastrointestinal
Lp s Diminuigio motilidade
Sim Sim Gl Sim Sim gastrointestinal

Abreviaghes: LC, locus coerulus, ND, ndo determinado, i.p, intraperitoneal, PQ, parasquat, Gl, gastrointestinal

Figura 2: Modelos experimentais neurotoxicos utilizados para o estudo de DP (Adaptado de

Kim Tieu et al., 2012).

sdo usadas em modelos experimentais para estudo dos fendtipos da DP. A figura 2

mostra vantagens e desvantagens de alguns desses modelos.

2.2.2 Modelo experimental de doenga de Parkinson por administracédo de
1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina — MPTP

O 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) foi descoberto como uma
neurotoxina em 1983, quando um grupo de jovens dependentes de drogas
desenvolveu um quadro semelhante a DP grave. A sindrome ocorreu quando eles
utilizaram um analogo da heroina sintética que continha como contaminante o MPTP

(Langston et. al., 1983).
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O MPTP ¢é uma substancia lipossoluvel que ultrapassa a barreira
hemato-encefalica. No encéfalo, é rapidamente metabolizado pelas células da glia e
transformado em 1-metil-4-phenylpyridinium (MPP*). O MPP* depende de
carreadores para ultrapassar a membrana plasmatica, uma vez que é uma molécula
altamente polar. Porém, o MPP* é um substrato de alta afinidade para os
transportadores de dopamina (DAT) (Przedborski et. al. 2001; Dauer et. al., 2003).
Uma vez dentro dos neurdnios dopaminérgicos, o MPP* se acumula dentro das
mitocondrias, bloqueando o complexo | da cadeia respiratoria. Essa perturbagao
ocasiona uma maior producido dos radicais oxidativos e diminui a sintese de ATP,

comprometendo o aporte energético e levando a morte celular (Dauer et al., 2003).

O MPTP, quando administrado em primatas e humanos, leva a sindrome
parkinsoniana grave e irreversivel, com sintomas classicos da doenga. Estudos
prévios mostraram que, além dos sinais motores classicos, o MPTP, dependendo da
via de administracdo e dose, pode induzir prejuizos cognitivos e comportamentais
similares aos encontrados na DP, constituindo um modelo promissor para o estudo

da fase pré-clinica da doenga (Da Cunha et. al., 2001; Perry et al., 2004).

2.3 Sistema Renina Angiotensina

O Sistema Renina Angiotensina (SRA) é filogeneticamente um dos sistemas
hormonais mais antigos, conhecido por regular a pressao sanguinea e o equilibrio
eletrolitico do organismo, sendo essencial para a manutencdo da homeostase

(Lev-Ran et. al., 2005).

O componente ativo do SRA é a Angiotensina Il (Ang Il), a qual é formada
pela clivagem da Ang | pela enzima conversora de angiotensina (ECA). Por sua vez,

a Ang | resulta da modificagdo do Angiotensinogénio pela acdo da enzima renina. A
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Ang Il liga-se aos receptores de Angiotensina do tipo | e Il (AT1, AT2) (Gismond et

al., 2011).

Os receptores AT1 e AT2 geralmente possuem efeitos opostos nas
células, ou seja, enquanto a ativacdo do receptor do tipo AT1 promove
vasoconstricdo, crescimento celular e proliferacdo, a ativagdo do receptor do AT2
promove agao de vasodilatagado, efeitos anti-crescimento e apoptose. (Chabrashvili
et. al., 2003; Jones et. al., 2008). Alguns dados demonstram que a interagcao entre
esses receptores € complexa e requer mais estudos para sua compreensao.

Atualmente, sabe-se que outros componentes do SRA desempenham papel
importante na homeostase corporal. Um desses novos componentes € um homodlogo
da ECA, conhecido como enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), encontrada
em diversos tipos de tecidos, inclusive no encéfalo (Bacani et. al., 2006; Hamming
et. al., 2007). Esta enzima converte Ang Il em Ang (1-7). (Fig:3)

A Ang (1-7) atua diretamente em um receptor conhecido como receptor Mas,
associado a proteina G, que em geral medeia os efeitos opostos aos da ativagédo do
receptor AT1 (Clark et. al., 2001; Kostenis et. al., 2005). Além disso, o receptor Mas
€ caracterizado como um receptor oncogénico, por influenciar na diferenciagéo e no
crescimento celular durante o desenvolvimento fetal (Hanley et. al., 1990).

2.3.1 Sistema Renina Angiotensina no Sistema Nervoso Central

Por muitos anos o SRA foi considerado um sistema hormonal circulante, com
funcdes de regulagao da pressao sanguinea e equilibrio osmoético. Apesar da Ang |l
nao ultrapassar a barreira hematoencefalica, os componentes do SRA séao
encontrados no Sistema Nervoso Central. Atualmente, estudos mostram que
neurdnios e micréglia sdo capazes de produzi-los localmente em diversas regides do

encéfalo (Stornetta et. al., 1988; Milsted et. al., 1990; Kumar et. al., 1988; Thomas et.
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al., 1992). Entretanto, como citado anteriormente, compreender o SRA é mais
complexo do que se pensava. A agdo do SRA né&o esta mais limitada ao controle da
pressdo sanguinea e balango eletrolitico. Algumas evidéncias apontam o papel do
SRA em diferentes fun¢des cerebrais, como memoria e aprendizagem (Walte et. al.,
1998; Lazzaroni et. al., 2012), controle motor e emocional (Paul et. al., 2006), entre

outras.

Nos nucleos da base, os componentes do SRA estdo presentes
principalmente  na  regido  nigroestriatal do  sistema  dopaminérgico.
Rodriguez-Pallares e colaboradores (2008), utilizando microscopia confocal e
técnicas de hibridizagcdo, mostraram que, na substdncia negra de ratos, os
receptores AT1 e AT2 estdo presentes nos neurbnios dopaminérgicos, astrécitos e
microglia. Em 2013, Garrido e colaboradores demostraram a sua presenga na

substancia negra de humanos.

Como descrito anteriormente, o SRA €é um dos principais sistemas
regulatérios da homeostase do corpo, com a ativagao da Ang Il e estimulagdo do
receptor AT1, expresso em varios 6rgaos, inclusive no cérebro. Os receptores AT1
sao altamente expressos em células endoteliais cerebrovasculares, o que explica
como a Ang Il circulante estimula o receptor AT1, controlando, assim, o fluido
cerebrovascular (Saavedra et. al., 1992; Zhou et. al.,, 2006). Além disso, o0s
receptores AT1 encontram-se em alguns circuitos neuronais, tais como o

nigroestriatal, na microglia (Phipps et. al.,2018) e em astrdcitos (Lanz et. al., 2010).

A Ang Il pode desempenhar um papel importante em alteragdes patoldgicas
dos tecidos onde atua (Ruiz-Ortega et. al., 2001; Suzuki et. al., 2003). Estudos

recentes tém demonstrado que um aumento na producgéo local de Ang Il pode
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induzir lesdes teciduais, por meio de aumento do estresse oxidativo e da inflamacao
(Zalbaetal et. al., 2001; Touyz et. al., 2004; Hoogwerf et. al., 2010). N&o obstante, no
tecido nervoso, aumento da Ang Il pode induzir lesbes devido ao aumento do
estresse oxidativo, por meio da ativacao dos receptores AT1 e, assim, ativagao do
complexo oxidativo NADPH (CON) (Touyz et.al., 2004; Garrido et.al., 2009), uma das
principais fontes de espécies reativas de oxigénio, perdendo apenas para a
producdo mitocondrial (Babior et. al., 1999, 2004; Cai et. al., 2005). Além disso, a
Ang Il pode ativar diretamente a produgédo de algumas citocinas pré-inflamatérias,
tais como TNF e IL-1, de modo que tais citocinas agirdo nas células inflamatorias
induzindo uma reposta imune, podendo, assim, desencadear uma maior produc¢ao
de espécies reativas de oxigenio e ativacdo mitocondrial (Abdul-Muneer et. al.,
2017).

Um outro importante componente do SRA encontrado no SNC é a Ang (1-7).
A Ang (1-7) atua ativando os receptores Mas, o qual possui efeitos fisioldgicos que
sao considerados como agdes opostas as da ativagao dos receptores AT1 pela Ang
II, ou seja, a Ang (1-7) apresenta um efeito contra regulatério do eixo classico do
SRA (Santos et. al., 2003). Contudo, entre os efeitos do eixo Ang (1-7) e receptor
Mas no sistema nervoso, um efeito importante esta na inibigao do eixo classico do
SRA (Jiang et. al, 2013), de modo que ocorre uma diminui¢do na produgao de
espécie reativas de oxigénio. Portanto, o Ang (1-7) pode ter um papel fundamental
nas acgdes anti-inflamatérias em doencas, tais como obesidade, arteriosclerose,

resisténcia a insulina, entre outras (Rodrigues Prestes et al., 2017).

O Sistema Renina Angiotensina (SRA)

l ‘7 I nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
l ECA1

Perindopril
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Figura 3: Cascata simplificada do sistema renina angiotensina. ACE, enzima conversora de
angiotensina; AT1R, receptor de Ang Il do tipo 1; AT2R, receptor de Ang Il do tipo 2; MasR, receptor

Mas de Ang- (1-7). (Modificado de Arroja et al. 2016).

2.4 Moduladores do Sistema Renina - Angiotensina

Bloqueadores dos receptores de angiotensina Il (BRAs) foram desenvolvidos
para o controle da pressao arterial, a qual esta associada a uma excessiva ativagao
dos receptores AT1. Além desse controle, o uso desses bloqueadores reduz a
inflamacéao periférica podendo gerar efeitos benéficos ao metabolismo (Ismail et. al.,

2010).

Os BRAs sao potenciais agentes neuroprotetores. A ativagao dos receptores
AT1 induzem processos patologicos, tais como aumento da permeabilidade vascular
e inflamacao, o que consequentemente pode induzir condicdes de hipdxia, redugao
do fornecimento de nutriente e lesao celular. Contudo, essas associagdes explicam
como a hipertensdo, doencgas renais, e desordens metabdlicas podem afetar o
cérebro. Como resultado, essas condi¢des sdo reconhecidas como fatores de risco
para as doengas neurodegenerativas, tais como Alzheimer e DP. Portanto, os BRAs
protegem nao sé a vascularizagao periférica e central, como reduzem a hipdxia e
diminuem os processos inflamatérios em o&rgéos periféricos e no encéfalo.

(Saavedra et. al., 2012; Nelson e.t al.,2014).

Um dos inibidores do SRA é o Telmisartan. O Telmisartan € um antagonista
nao peptidico seletivo do receptor do subtipo AT1 da Ang Il e foi desenvolvido para o
tratamento da hipertensdo, de modo que ele a controla sem afetar outros sistemas

de receptores envolvidos na regulagao cardiovascular (McClellan et. al., 1998).
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Ja o Perindopril € um inibidor indireto dos receptores AT1, uma vez que, atua
inibindo a acdo da ECA1. Esse BRA foi estudado em individuos jovens e saudaveis
e em pacientes com hipertenséo. Esta droga é um éster na sua forma pro-droga e é
convertida em sua forma ativa, o perindoprilato, por hidrélise no figado (Tsai et al.,

1989).

Ja o AVE0991 é um composto nao peptidico andlogo a Ang(1-7). Este
composto € um agonista do receptor Mas da Ang(1-7) que quando ativo mimetiza os
efeitos dessa angiotensina. Ele age, em muitos tecidos, deslocando a via SRA
convencional para o eixo contra regulatéria através da ativagdo dos receptores Mas
(Santos et al., 2006). Além disso, a Ang(1-7) tem um papel importante como
regulador dos processos inflamatérios, pois desempenha fungdes na diminui¢cdo da
liberagao de citocinas, na atragao de leucécito e nos danos dos tecidos por formacéao

de fibrose (Grobe et al., 2006).

2.5 Tratamentos utilizados na Doenca de Parkinson

A partir dos anos 60, a reposi¢cdo da dopamina tem sido realizada, através de
doses de seu precursor L-Di-hidroxifenilalanina (L-Dopa), para o controle dos
sintomas motores da DP (Birkmayer et al., 1961). Apesar da descoberta de novas
drogas, tais como inibidores da recaptacao de dopamina, que modulam este sistema
dopaminérgico, o tratamento com a L-Dopa permanece como o tratamento prioritario

da DP.

Dessa forma, os tratamentos disponiveis hoje para DP aliviam apenas os
sintomas. Com o avangar da doenga, a perda dos neurbnios dopaminérgicos na via
nigroestriatal gera a diminuigdo da capacidade de armazenamento da L-Dopa,

intensificando, por conseguinte, o declinio da dopamina. Consequentemente, os
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efeitos da droga tém, ao longo do tempo, menor durabilidade, ou seja, o paciente
requer doses cada vez mais altas com a progressdo da doenca. (Wolfgang et. al.,

2017).

Ja para os sintomas ndo motores da DP, ndo existe um tratamento
especifico. Portanto, € muito comum a utilizagdo de farmacos para tratar sintomas
isolados, tais como antidepressivos para depressdao e ansioliticos no caso de

quadros de ansiedade (Barbara et. al., 2018).

2.6 Doenca de Parkinson e o Sistema Renina Angiotensina

Na DP, existem diversos fatores que parecem contribuir para a morte
neuronal, no entanto, nos ultimos anos, os processos inflamatérios e o estresse
oxidativo tém sido os mais estudados. Alguns estudos demonstram que a
estimulacdo do receptor AT1 ativa oxidases dependentes de NADPH, uma fonte
importante de espécies reativas de oxigénio (Griendling et al., 2000; Chabrashvili et
al., 2003; Rodriguez-Pallares et al., 2008). Além do mais, a Ang Il € um componente
pro-inflamatério (Suzuki et al., 2000), criando a possibilidade de diminuir a

progressao da DP através da manipulacéo do SRA.

Em estudos post-mortem com pacientes com DP foi encontrada uma grande
reducdo da densidade de receptores AT1 nos nucleos caudado e putdmen e na
SNpc, em relagdo a paciente sem DP, sugerindo que este receptor estaria presente
predominantemente em neurdnios dopaminérgicos. Adicionalmente, estudos in vitro
e in vivo demonstraram que a liberagdo de dopamina no estriado pode ser modulada
pelo receptor AT1, evidenciando a interagdo entre o RAS e o sistema dopaminérgico
central (Mendelsohn et al., 1993; Brown et al., 1996; Ge e Barnes, 1996; Jenkins et

al., 1997).
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Consequentemente, o uso de BRA tem se demonstrado promissores como
possiveis adjuvantes no tratamento de pacientes com DP. Estudos clinicos tém
demonstrado que pacientes que utilizam os moduladores do SRA apresentam um
retardo na progressdo dos sintomas da DP (Reardon et. al., 2000). Além do mais,
estudos tais como os de Sonsalla e colaborares 2013, tém demonstrado que a
inibicdo do eixo classico do SRA confere uma maior sobrevida aos neurdnios

dopaminérgicos em modelo animal de parkinsonismo.

Embora evidéncias suportem o envolvimento do eixo classico do SRA na DP,
ha pouco ou nenhum estudo que investigou o papel do eixo contra regulatorio,

particularmente sua associagao com o sistema imune, nessa condi¢ao.
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3.0 JUSTIFICATIVA

A DP é uma condi¢cdo neurodegenerativa na qual os mecanismos envolvidos
na morte de neurdnios dopaminérgicos na SNpc permanecem objeto de significativo
debate. Além disso, é fundamental ressaltar que até o presente momento, ndo existe
tratamento para os sintomas ndo motores da DP. Nesse contexto, pretendemos
buscar por alteragdes nos componentes do SRA na DP, com enfoque na regulagao
do sistema imune e associacdo com o desenvolvimento dos sintomas ndo motores
da doenga. Ha poucos estudos relacionando o SRA, regulag¢do do sistema imune e o
desenvolvimento dos sintomas da DP em modelos experimentais. O conhecimento
acerca do processo neuroinflamatério e o0 SRA na DP também é bastante restrito.
Portanto, acreditamos que essa abordagem auxiliard& na compreensdo da
fisiopatologia da DP associada aos sinais ndo motores e, possivelmente, na

deteccgao de potenciais alternativas terapéuticas.
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4.0 HIPOTESE

O efeito neuroprotetor dos moduladores do SRA se da pela potencializagéo

do eixo contra regulatorio, e ndo apenas pelo bloqueio do eixo classico.
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5.0 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Investigar os mecanismos relacionados ao desenvolvimento de alteragdes
cognitivas e comportamentais durante a fase pré-clinica da DP, utilizando o modelo
de infusao intranasal de MPTP em camundongos, bem como o efeito de estratégias
farmacolégicas que modulam o Sistema Renina Angiotensina na prevengao dessas
alteracoes.

5.2 Objetivos especificos

— Avaliar a presencga de sintomas ndo motores em modelo experimental de
parkinsonismo por infusao intranasal de MPTP.

— Avaliar a expressao dos componentes do SRA no estriado, mesencéfalo
ventral e hipocampo de camundongos C57BL/6 submetidos a infuséo intranasal com
MPTP.

— Investigar o efeito dos moduladores do SRA, Telmisartan, Perindopril e
AVEQ0991, como potenciais estratégias terapéuticas aos sintomas ndo motores da

DP.
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6.0 MATERIAS E METODOS

6.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens, com a idade de 8-10
semanas e peso corporal entre 22-27 g, distribuidos em 5 grupos distintos de acordo
com tratamento prévio a infusdo com MPTP:

e Controle (Salina), com infuséo intranasal de salina (SAL);

e Salina, com infusao intranasal de MPTP (MPTP);

e Telmisartan (10mg/kg) com infusao intranasal de MPTP (TEL);
e Perindopril (5mg/kg) com infusao intranasal de MPTP (PER);
e AVEO0991 (3mg/kg) com infusao intranasal de MPTP (AVE3).

Os animais foram mantidos no Biotério de Camundongos do departamento de
Morfologia da UFMG, por todo o periodo de experimento, com ciclo de iluminagao de
12 horas por dia, € com acesso a agua e ragdao. O manejo, uso e procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

UFMG sob o numero 255/2017 (CEUA-UFMG) (Anexo B).

6.2 Modelo Murino de Doenga de Parkinson

A indugcdo do parkinsonismo pela administracdgo de MPTP
(1Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina, Sigma-Aldrich) foi realizada por via
intranasal, em duas doses de 1mg de MPTP em 25 yL de salina, uma dose por
narina, sem anestesia. Estabelecemos um intervalo de 4 horas entre as duas doses
com o objetivo de reduzir a mortalidade dos animais, conforme previamente descrito
por Prediger et al. (2010). Os animais controles receberam duas doses de solugao
salina estéreil, por via intranasal, no mesmo intervalo de tempo utilizado para a

administracao de MPTP.
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6.3 Tratamento

Devido ao seu carater hidrofébico, as drogas foram diluidas em
polietilenoglicol, e armazenadas em solugéo estoque, mantida congelada até o

momento de uso. Os animais receberam 100 yl da solugdo com uma das drogas,
por gavagem, na dose diaria especificada a seguir: Telmisartan (10mg/kg),
Perindopril (5mg/Kg) AVE0991 (3mg/kg). Os animais controles receberam o mesmo
volume de salina a 0,9% por gavagem. Os tratamentos foram iniciados 5 dias antes
da infusdo com MPTP e finalizados no dia da eutanasia dos animais,

correspondente ao 11° dia apds a infuséo (dpi) (Fig.4).

. . 92dpi 112dpi
5 e 0 52dpi 62dpi
Inicio Inducdo DP Teste Teste campo Teste Nado Test campo
tratamentos (Infusion de MPTP) Descriminacdo  aberto Forcado aberto
Slrstonga Labirinto Y
Fim do tratamento
Eutanasia
Retirada de

tecidos para
posterior analise

Figura 4: Desenho experimental.

6.4 Teste de Campo Aberto

O teste comportamental denominado Campo Aberto é utilizado em estudos
experimentais para investigar simultaneamente a atividade locomotora e exploratoria
bem como niveis de ansiedade (Podhorna & Brown, 2002). E um método valido e
amplamente empregado na avaliagao de parametros comportamentais em modelos
experimentais de diversas doengas humanas (Takahashi et al., 2006). O teste foi

realizado no 6° e 11° dpi.
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Para aquisicdo dos dados do Campo Aberto foram utilizadas 4 gaiolas do
sistema Phenotyper Noldus, com paredes opacas (30 cm X 30cm) em que foram
criadas zonas de centro e borda pelo software EthoVision XT acoplado ao sistema.
Cada gaiola continha uma unidade superior com Camera digital e luz infravermelha.
Este sistema permitiu a analise de 4 camundongos simultaneamente, um em cada
gaiola. A distancia foi mensurada em cm e tempo em segundos (s), o qual foi
adquirido pelo software EthoVision. Para iniciar o teste, cada camundongo foi
colocado no centro da arena para observagao de sua locomocéo livre durante dez
minutos. Parametros como atividade de locomog¢ao, numero de entradas no centro
da arena e porcentagem de tempo gasto neste local (medida da ansiedade) foram
registrados por um software de rastreamento (EthoVision XT, Noldus Information

Technology, Leesburg, VA, USA).

A locomocao ou atividade locomotora dos animais foi definida pela distancia
total percorrida (cm) durante o tempo do teste (dez minutos). A medida da ansiedade
foi a porcentagem de entradas e de tempo gasto no centro da arena (tempo ou
entradas no centro da arena/tempo ou entradas no centro e na periferia da arena X

100), sendo que baixas porcentagens indicam maiores niveis de ansiedade.

6.5 Teste de reconhecimento olfatério discriminativo

Para avaliarmos a memoria olfatéria do animal utilizamos o teste de
reconhecimento olfatério discriminativo. O teste é baseado no fato de que os animais
normalmente preferem locais impregnados pelos seus proprios odores
(compartimento familiar) do que odores de outros lugares ndo familiares. Portanto,
cada animal foi colocado, por 5 min, em uma caixa dividida igualmente em dois

compartimentos separados por uma porta aberta. O animal teve a opgao de escolher
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livremente em qual compartimento permaneceria. Em um compartimento foi
colocada maravalha limpa (ambiente novo) e em outro a maravalha suja (maravalha
ocupada pelo animal no minimo por 3 dias antes do teste), ambiente familiar. O teste
foi realizado como previamente descrito por Prediger et al., (2010). Analisamos o
tempo de permanéncia em cada ambiente através do software de rastreamento
(EthoVision XT, Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA). O teste foi
realizado no 5°dpi

6.6 Labirintoem Y

Para analisar a memdéria de trabalho consideramos o comportamento de
alternéncia espontanea de uma unica sessao do labirinto em Y (Lazaroni et al.
2012). Cada camundongo foi posicionado num braco inicial (A) livre para mover-se
pelos outros bragos do labirinto durante 5 min. A série de entradas em cada braco foi
visualmente analisada. A alternéncia foi definida como sucessivas entradas nos 3
diferentes bracos. O numero de sequéncias de entradas (ABC, BCA) foi definido
como o numero de alteragdes. A porcentagem da alternancia foi calculada de acordo
com a seguinte formula: [total de alternancia/ (total de entradas nos bragos -2)

X100]. O teste foi realizado no 11°dpi.

6.7 Nado forcado

Este teste foi realizado para a deteccdo de comportamentos do tipo
depressivo (Haring et al., 2013). Para o teste do nado forgcado os animais foram
colocados individualmente em um recipiente de vidro transparente preenchido com
10 cm de agua com temperatura de 23-25°C. A sessao teve duragao total de 6
minutos, sendo os primeiros 2 minutos de pré-teste seguidos pelo teste de 4 min. O
tempo de imobilidade foi registrado e posteriormente analisado por um software de

rastreamento (EthoVision XT, Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA),
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que considerou o animal como imoével quando estava com sua velocidade abaixo de
5cm/s para assim desconsiderar o tempo em que o animal estava apenas boiando.

O teste foi realizado no 9° dpi.

6.8 Medida dos componentes do Sistema Renina-Angiotensina (SRA) por
ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A quantificacdo de componentes do SRA (Ang Il, Ang (1-7),ECA, ECA2)

foi feita por ELISA, conforme instrugcbes do fabricante do kit Quantikine

(MyBioSource®, San Diego, CA, EUA) no comprimento de onda de 450 nm.

6.9 Analise estatistica.

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico Prisma
5.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Os dados foram relatados de forma descritiva
utilizando-se as medidas de tendéncia central de dispersdo média e desvio padrao
e/ou mediana e intervalo interquartilico. Os resultados foram analisados quanto a
distribuicdo normal pelo teste Kolmorov-Smirnov. As variaveis com distribuigao
normal foram comparadas por meio dos testes estatisticos t- student (duas variaveis)
ou ANOVA (trés ou mais variaveis). O pos-teste de Bonferroni foi utilizado quando
necessario para multiplas comparag¢des. No caso de distribuicdo ndo normal, as
variaveis foram comparadas por meio dos testes estatisticos Mann-Whitney U (duas
variaveis) ou Kruskal-Wallis (trés ou mais variaveis). O nivel de significancia foi

estabelecido em p<0.05.
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7.0 RESULTADO

7.1 Tratamento com o AVE0991 protegeu contra a perda olfatéria 5 dias apds
a infusao intranasal (dpi) com MPTP.
Nossos resultados
Mostraram que, no 5° dia apds infusdo de MPTP, os animais apresentaram
déficit no reconhecimento olfatério, que se agravou com o tratamento com
inibidor da ECA, o Perindopril. Entretanto, os animais submetidos ao tratamento
com o agonista do receptor Mas, AVE0991, ndo apresentaram danos olfatorios

no 5° dpi, indicando um papel protetor (Fig. 5).
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Figura 5: Teste de reconhecimento olfatério. Os animais apresentaram déficit no

reconhecimento olfatério no 5° dpi de MPTP, que se agravou com o tratamento com o inibidor da
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ECA, o Perindopril. Entretanto, os animais submetidos ao tratamento com o agonista do receptor
Mas, AVE0991, ndo apresentaram danos olfatérios no 5° dpi. Teste t student (p<0,05).

* indica diferenga em relagéo ao tempo de permanéncia nos compartimentos (n = 8 por grupo)

7.2 Infusdo intranasal de MPTP nao estd associada com alteragdes
locomotoras.

Nao foram encontradas alteragcdes locomotoras no teste do campo aberto

no 6° e 11° dpi intranasal com MPTP. Além disso, as administragdes dos

moduladores do SRA também né&o ocasionaram déficits motores (Fig. 6A-B).
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Figura 6: Avaliacdo da atividade locomotora. Distancia total percorrida em cada um dos
grupos avaliada pelo Teste de Campo Aberto. (A) animais submetidos ao teste no 6° dia apds infusao
de MPTP e tratados com os moduladores do SRA, teste one-way ANOVA (n = 8 por grupo); (B)
animais submetidos ao teste no 11° dia apés infusdo de MPTP e tratados com os moduladores do

SRA, teste one-way ANOVA. (n = 5 por grupo).
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7.3 Tratamento com AVE0991 reverteu o comportamento do tipo ansioso nos
animais no 11° dpi no Teste de Campo Aberto.

A analise da proporcdo de entradas no centro do aparato mostrou que os
animais que receberam MPTP apresentaram uma menor proporgao de entradas em
relagdo aos animais salina no 6° dpi, indicando um comportamento do tipo ansioso.
De forma interessante, o tratamento com o AVE0991 foi capaz de reverter
parcialmente esse comportamento, embora ndo tenha retornado aos valores basais
(Fig. 7A). No 11° dpi, os animais que receberam MPTP também apresentaram

comportamento do tipo ansioso, o que foi completamente revertido pela
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administracdo do AVE0991, reforgando o papel protetor do eixo contra regulatério

(Fig. 7B).

Figura 7: Analise de ansiedade. Percentual de entradas no centro da caixa em Teste de
Campo Aberto. (A) animais submetidos ao Teste no 6° dia apds infusdo (n =8 por grupo); (B) animais
no 11° dia apds infusdo (n= 5 por grupo) * indica diferenga em relagdo ao controle infundido com
salina. & indica diferenga entre os grupos infundidos com MPTP e tratados com AVEQ991, teste

one-way ANOVA (p<0,05).
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7.4 Infusdo com MPTP nao alterou a memoaria de trabalho
N&o se observou prejuizo na memoaria de trabalho, analisada pelo labirinto

em Y, 11° dpi de MPTP ou apds os tratamentos com os moduladores do SRA

(Fig. 8)
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Figura 8: Memdria de trabalho imediata. Porcentual de comportamento de alteragdes

espontaneas sem diferenca estatistica entre os grupos. Teste one-way ANOVA (p>0,05). (n = 8

por grupo)

7.5 A infusdo com MPTP nao induziu comportamento do tipo depressivo
O teste do nado forcado foi realizado no 9  dpi para analise do
comportamento do tipo depressivo. Nao foi encontrada diferenga significativa
para nenhum grupo avaliado nos parametros tempo de imobilidade ou frequéncia
de repouso, indicando que, nesse periodo, nem o MPTP e nem os moduladores

do SRA foram capazes de induzir tal alteracdo comportamental (Fig. 9 ).
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Figura 9: Analise do comportamento tipo depressivo. (A) Tempo em que o animal ficou em

repouso durante o nado forgado. (B) Frequéncia em que o animal entrou em repouso. Teste one-way

ANOVA (P>0,05) (n = 8 por grupo).

7.6. Anadlise da concentracdo de componentes do Sistema Renina

Angiotensina em regides relevantes na Doenga de Parkinson.

7.6.1 Estriado

7.6.1.1 Niveis dos componentes do SRA no estriado

A administracdo de MPTP nao alterou os niveis estriatais dos componentes
do SRA, assim como o tratamento com o perindopril, no 11° dpi. Em contrapartida, o
tratamento com o Telmisartan induziu reducdo nos niveis de ECA2, quando
comparado com o grupo SAL+SAL e AVE+MPTP, além de redugao nos niveis de
Ang(1-7), quando comparado com os outros grupos testados no 11° dpi. Contudo, o
tratamento com o AVE0991 induziu um aumento significativo nos niveis de ECA em

relagao aos outros grupos testados (Fig. 10 A-D).
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Figura 10: Niveis dos componentes do Sistema Renina Angiotensina no estriado de animais
que receberam ou ndo MPTP. (A) Niveis da enzima conversora de angiotensina 1 (ECA); (B) Niveis
de Angiotensina Il (Ang Il); (C) Niveis da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2); (D) Niveis
teciduais da Angiotensina (1-7) (Ang(1-7)) (n=5 por grupo). No 11° dia apds a infusado, o estriado foi
coletado, processado e analisado por ELISA. * significa diferengca entre o SAL+ SAL; & diferenga

entre AVE + MPTP; @ diferenga entre todos os grupos. Teste One Way Anova (P<0,05)

7.6.1.2 Razao entre os componentes no estriado

A administracdo de MPTP aumentou a razdo entre a Angll/Ang(1-7), quando
comparado ao grupo SAL+SAL. O tratamento com Perindopril resultou na redugéo
da razdo entre Angll/Ang(1-7), voltando ao padrdo do grupo SAL+SAL, quando

comparado com o grupo SAL+MPTP. Por outro lado, o tratamento com o Telmisartan
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aumentou a razéo entre ECA1/ ECA2, quando comparado com o grupo SAL+MPT e
manteve o aumento da razdo de Angll/Ang(1-7). Por fim, o tratamento com o

AVEQ0991 nao alterou as razbes entre os componentes no estriado no 11° dpi. (Fig.

11 A-B)
A B
8- 5.51
#
6- ' v . 5.0- . ’

4.5 =

o S S

Estriado
T
[ ]
| 4
Estriado

i
H
«
|
L J
*
Angll/Ang(1,7)

| A

2{ * W " = U
3.0 N *

0 T T L) L) ! 2 . 5 T T T L) ]

Q Q S Q
§ & & & & o L L& &L N
3 x§§ xé xQ x % S N S
S & € & & ¥ & & S ¢

Figura 11: Razado entre os componentes do Sistema Renina Angiotensina no estriado de animais
que receberam ou ndo MPTP A) Razédo entre a ECA e ECA2; (B) Razédo entre Ang Il e Ang(1-7);
(n=5 por grupo) * indica diferenca significativa em relagdo ao grupo SAL+SAL; # indica a diferenca

significativa em relagdo ao grupo SAL+MPTP Teste One Way Anova (P<0,05)

7.6.2 Substancia Negra

7.6.2.1 Niveis dos componentes do SRA na Substancia Negra

A administragdo do MPTP nao alterou os niveis dos componentes do SRA
na substancia negra no 11° dpi. O tratamento com o Perindopril aumentou os niveis
de ECA2 e Ang Il, em relagao ao grupo SAL+SAL na substancia negra no 11°dpi. Ja
o tratamento com o Telmisartan diminuiu a concentracdo da ECA e Ang Il, quando

comparado aos grupos SAL+SAL, SAL+MPTP, SAL+PE. Em contrapartida,
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aumentou os niveis de ECA2 e Ang(1-7), em relacdo aos grupos SAL+SAL e
SAL+MPTP. Por fim, o tratamento com o AVE0991 diminuiu os niveis de ECA,
quando comparado aos grupos SAL+SAL, SAL+MPTP, PE+MPT. Entretanto,
aumentou os niveis de Angll e Ang(1-7) em relagdo ao grupo SAL+SAL na

substancia negra (Fig: 12 A-D)
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Figura 12: Niveis dos componentes do Sistema Renina Angiotensina na substancia negra de animais
que receberam ou ndo MPTP. (A) Niveis da enzima conversora de angiotensina (ECA); (B) Niveis de
Angiotensina Il (Ang Il); (C) Niveis da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2); (D) Niveis
teciduais da Angiotensina (1-7) (Ang(1-7)). (n = 5 por grupo). No 11° dia apds infuséo, a substancia
negra foi coletada, processada e analisada por ELISA.

*significa diferenca entre o SAL+ SAL;# diferenca entre SAL+MPTP; & diferenca entre AVE + MPTP;

$ diferenca entre o grupo TE+MPTP; . Teste One Way Anova (P<0,05)
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7.6.2.2 Razao entre os componentes do SRA na substancia negra

A administragdo do MPTP, assim como o tratamento com o Perindopril ndo
alteraram os valores das razées de ECA/ECA2 e Angll/Ang(1-7) na substancia negra
no 11°dpi. Contudo, o tratamento com o Telmisartan diminuiu a razdo de ECA/ECA2
e aumentou a razao de Angll/Ang(1-7), quando comparado com os grupos SAL+SAL
e SAL+MPTP, na substancia negra no 11°dpi. Ja o tratamento com o AVE0991

apenas diminuiu a razao da ECA/ECAZ2 na substancia negra no 11°dpi.
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Figure 13: Razdo entre os componentes do Sistema Renina Angiotensina na substancia negra de
animais que receberam ou ndo MPTP A) Razéo entre a ECA e ECA2; (B) Razéo entre Ang Il e
Ang(1-7) (n=5 por grupo) .* indica diferenga significativa em relagdo ao grupo SAL+SAL SAL; # indica

a diferenca significativa em relagdo ao grupo SAL+MPTP Teste One Way Anova (P<0,05)

7.6.3 Hipocampo

7.6.3.1 Niveis dos componentes do SRA no hipocampo

A administragdo de MPTP, assim como o tratamento com o Perindopril
reduziram os niveis de Ang Il e Ang(1-7) no hipocampo no 11°dpi, quando

comparado com o grupo SAL+SAL. Ja o tratamento com o Telmisartan reduziu os
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niveis de Ang Il, quando comparado com o grupo SAL+SAL, Ang(1-7), quando
comparado com SAL+SAL e SAL+MPTP e ECA2, quando comparado com o grupo
SAL+MPTP, AVE+MPTP, no 11° dpi no hipocampo. Por fim, o tratamento com o
AVEQ0991 reduziu os niveis de Ang Il, quando comparado com os grupos SAL+SAL e
Ang(1-7), quando comparado com grupo SAL+SAL SAL+MPTP, no 11° dpi no

hipocampo.(Figura: 14 A-D)
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Figura 14: Niveis dos componentes do Sistema Renina Angiotensina no hipocampo de
animais que receberam ou ndo MPTP (A) Niveis da enzima conversora de angiotensina (ECA); (B)
Niveis de Angiotensina Il (Ang Il); (C) Niveis da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2); (D)
Niveis teciduais da Angiotensina (1-7) (Ang(1-7)) (n = 5 por grupo). No 11° dia apés infuséo, o
hipocampo foi coletado, processado e analisado por ELISA. * significa diferenga entre o SAL+ SAL; #
significa diferenga entre o SAL+MPTP; & diferenga entre AVE + MPTP. Teste One Way Anova

(P<0,05)
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7.6.2.2 Razao entre os componentes do SRA no hipocampo
A administracdo do MPTP, assim como o tratamento com os moduladores do
SRA nao foram capazes de alterar de forma significativa os valores entre as razdes

de ECA/ECAZ2 e Angll/Ang(1-7) no 11°dpi no hipocampo. (Figura: 15 A-B)

15+ 74
g g 101 v 58" M
O £ [ ] A S £
w g L] - * c®
- Q % < O 5 ° A
12 | o v 58| M %
wT 5 ST e = - 5
* < 44 n A v
*
c 1 T T L) L) 3 1 1 I 1 ]
SRR R R SRR R R
\/x XQ x X® xé \/x XQ S x X®
Vg N < & \'o v & N &
) A Q &QI v\.\ 9 9?' Q «Q/ @

Figura 15: Raz&o entre os componentes do Sistema Renina Angiotensina no hipocampo de animais
que receberam ou ndo MPTP A) Razédo entre ECA e ECA2; (B) Raz&o entre Ang Il e Ang(1-7) (n=5

por grupo) .Teste One Way Anova (P<0,05)
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8.0 Discussao

Desde a descoberta da presenga do sistema renina angiotensina (SRA) no
encéfalo, muitos estudos tém - se concentrado na eficacia dos moduladores do SRA
para tratamento de doengas neurodegenerativas, tais como doenga de Alzheimer e
DP (Mertens et. al., 2010). No presente estudo, demonstramos pela primeira vez,
potenciais efeitos neuroprotetores da ativagéo do eixo contra- regulatério do SRA no

desenvolvimento e progresséo dos sintomas ndo motores da DP.

Os sintomas nao motores da DP podem aparecer até 25 anos antes dos
sinais motores ou cardinais da doencga (Ferrer et al, 2011; Savica et al, 2010, Poewe
2008). Nossos resultados mostraram que, no 6° e 11° dpi de MPTP, os animais nao
apresentaram prejuizos motores. Do mesmo modo, o estudo realizado por Prediger
e colaboradores (2010) mostrou que com apenas uma unica infusdo intranasal de
MPTP (0,1mg/narina) em camundongos C57BL/6 n&ao foi possivel verificar
alteracbes motoras, mas os sintomas caracteristicos da fase nao motora da doenca,

como alteragdes sensoriais, déficits de memoaria, estavam presentes no 20° dpi.

O sistema olfatério danificado € um sintoma comum na fase pré-motora da DP
(Boesveldt et al., 2008). Alguns estudos ja evidenciaram déficits olfatérios em
modelos animais baseados em neurotoxinas seletivas para dopamina, tais como o
MPTP (Predger et al., 2010; Castro et al., 2012; Fortuna et al., 2017). No presente
estudo, a infusdo de MPTP causou um déficit significativo na meméria olfatéria no 5°
dpi. Predger e colaboradores (2010) também mostraram alteragbes na memoria
olfatéria no 5° dpi com uma unica dose de MPTP (1mg/narina). Kurtenbach e
colaboradores (2013) n&o encontraram alteracbes olfatérias neste modelo
experimetnal, analisaram os déficits olfatérios apenas no 20° dpi e utilizaram apenas

a metade da dose de MPTP (0,5mg/narina). .
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Nos ultimos anos, estudos com inibicao do eixo classico do SRA por meio de
moduladores do SRA tém evidenciado um papel protetor em algumas doencgas
neurodegenerativas, tais como doenca de Alzheimer, acidente vascular encefalico
além dos sintomas motores da DP (Rocha et al., 2018). Nossos resultados
mostraram que o tratamento com o agonista do receptor Mas, AVE0991, impediu
prejuizos na memdria olfatéria, que se mostrou semelhante ao controle no 5° dpi.
Entretanto, diferente do que se esperava, o tratamento com a inibicdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA), o Perindopril, e o inibidor do receptor de
angiotensina do tipo 1 (AT1), o Telmisartam, n&o protegeram os camundongos
C57BL/6 da perda de memodria olfatéria no 5° dpi de MPTP. Nas doses de Smg/kg de

perindopril e 10mg/Kg de Telmisartan.

Depressédo e ansiedade sao sintomas comuns em muitas doencgas
neurodegenerativas, tais como doenca de Alzheimer, deméncia vascular, entre
outras (Ferrer et. al., 2011; Savica et. al., 2010). Em nosso trabalho os animais que
receberam MPTP apresentaram comportamento do tipo ansioso no 6° dpi e que se
manteve no 11° dpi, apesar de nao ter sido observado no 9° dpi. Do mesmo modo,
Nagayama e colaboradores (2014) encontraram um comportamento do tipo ansioso
no 5° dia apds administragao intraperitoneal de MPTP (30mg/kg) em camundongos
C57BL/6. Destaca-se que Weintraub e colaboradores (2005) demonstraram uma
correlacdo entre transportadores de dopamina da via estriatal e a presenca de

ansiedade e depressao em pacientes de DP.

O tratamento com o agonista do receptor Mas, AVE0991, reverteu o
comportamento do tipo ansioso, parcialmente no 6°dpi de MPTP e, completamente,

no 11° dpi de MPTP. Entretanto, a inibicdo dos receptores AT1 e da ECA n&o foram
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capazes de reverter o comportamento do tipo ansioso nos 6° e 11° dpi de MPTP.
Estudos vém investigando a relagédo entre a ativacdo excessiva dos receptores AT1
e o comportamento do tipo ansioso, além de verificar o efeito protetor da inibicdo do
SRA na ansiedade e depressdo de pacientes com doengas neurodegenerativas
(Saavedra et.al., 2011). Bild e colaboradores (2013) verificaram que a ativagdo dos
receptores Mas, através da administracao intraventricular de Ang (1-7), foi capaz de
reverter o comportamento do tipo ansioso em ratos Wistar. Esses autores
mostraram que esses efeitos foram acompanhados de uma reducdo drastica no
estresse oxidativo da regido das amigdalas, regido com papel importante na
ansiedade. Corroborando esses resultados, estudos feitos com camundongos que
hiperexpressam ECAZ2 demostraram que a reducdo do comportamento do tipo
ansioso € dada pela ativacdo dos receptores Mas, uma vez que o tratamento com
seu inibidor A779, por injegao intraventricular, ndo resultou em melhora no

comportamento do tipo ansioso (Kangussu et al., 2017).

O SRA encontra-se altamente expresso na substancia negra e no estriado de
roedores e primatas, incluindo humanos (Garrido-Gil et. al., 2013). O SRA esta
envolvido diretamente com os neurénios dopaminérgico através da via NADPH e da
producado de ROS (Loot et.al.2009). Estudos em modelos animais tém demonstrado
um papel dos receptores AT1 na degeneragcdo dopaminérgica, pois sua ativagao
exacerbada aumenta a morte de neurbnios dopaminérgicos (Labandeira-garcia et.

al., 2013; Labandeira-garcia et.al.,2014; Grammatopoulos et al., 2007).

Contudo, diferente do que esperavamos, nossos resultados demostraram que
a infusdo de MPTP n&o foi capaz de alterar drasticamente os niveis dos

componentes do SRA no 112 dpi de MPTP nas regides relevantes da DP, tais como
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estriado e substancia negra. Entretanto, esse tratamento diminuiu os niveis de Ang |l
e Ang(1-7) no hipocampo no 11° dpi. Poucos trabalhos tém analisado as alteracdes
nas concentragbes dos componentes do SRA. Kehoe e colaboradores (2016)
observaram que em cérebros de pacientes da doenca de Alzheimer, ha uma
reducdo nos niveis de ECA2 e um aumento de ECA. Além do mais, apesar de néo
encontrarem diferenga nos niveis de Ang (1-7), os pacientes apresentaram um
amento na razdo entre a Ang Il e Ang(1-7) , o que pode indicar uma reducéo na
producdo de Ang (1-7) no cortex pré-frontal. No entanto, na DP ocorreu uma
reducdo dos niveis de Ang I, Ang(1-7) no soro de pacientes (Rocha et. al., 2016).

Entretanto, nenhum estudo analisou em modelos ndo motores da DP.

Estudos como o de Sonsalla e colaboradores (2013) demonstraram que o
uso de moduladores do SRA pode resultar em um papel neuroprotetor aos sintomas
da DP. Porém, nossos resultados sugerem que o tratamento com o Perindopril
alterou apenas os niveis dos componentes do SRA na substancia negra, diminuiu os
niveis de ECA aumentou os niveis de ECAZ2 e a razdo de Angll/Ang(1-7) no 11° dpi.
Ja o tratamento com o Telmisartan diminuiu a concentragdo dos componentes do
eixo contra regulatério nas regides do estriado e hipocampo. Por outro lado, na
regido da substancia negra aumentou ECA2 e Ang(1-7), indicando um possivel
mecanismo compensatério, uma vez que a regiao da substancia negra € a principal
regido afetada. Por fim, o tratamento com o AVE0991 alterou sutilmente os niveis
dos componentes do SRA. Tendo seu maior efeito na substancia negra, na qual
aumentou a Ang(1-7) e Ang Il e reduziu os niveis ECA e a razdo ECA/ECAZ2.
Contudo, somente no tratamento com o AVE0991 foi possivel verificar uma protegao
nos sintomas ndo motores, tais como melhora na memoaria olfatoria e ansiedade dos

animais no 11°dpi.
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Grammatopoulos e colaboradores (2007), demonstraram que os efeitos
neuroprotetores dos inibidores da ECA e receptores do AT1 foram independentes da
ativagdo dos receptores AT1e AT2 in vitro. Além do mais, Jiang e colaboradores
(2018), demonstraram que o tratamento com o AVE0991 pode prevenir doengas
neurodegenerativas relacionadas com a idade, uma vez que a ativagéo do receptor
Mas ativa um perfil resolutivo da micréglia. Estes estudos reforcam a nossa hipotese
de que o eixo contra regulatério tem um papel importante na protegdo dos sintomas

nao motores da DP.
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9.0 Conclusao

A neuroprote¢cdo dos moduladores do SRA parece ndo estar diretamente
relacionada com os niveis dos componentes do SRA, além de que a potencializagao
do eixo contra-regulatorio do Sistema Renina Angiotensina desempenha um papel
crucial na neuroprotecdo dos sinais pré-clinicos da DP, tais como a perda da

memoria olfatéria e ansiedade.



51

10. Perspectivas Futuras

Nossos resultados sugerem um papel promissor do eixo contra regulatério do
SRA na neuroprotecao dos sintomas ndo motores da DP, sendo assim, pretendemos

continuar a investigar a modulagéo deste sistema por meio das técnicas abaixo:

«»Andlise da morte dos neurénios dopaminérgicos — Imunohistoquimica —

Tirosina Hidroxilase

«» Analise histologicas dos bulbos olfatério

% Analise memoria social — Teste Reconhecimento Social

< Analise da memodria de medo — Teste de Esquiva Inibitéria

«»Analise do comportamento do tipo ansioso — Teste Labirinto em Cruz

Elevado

< Analise dos niveis dos fatores neurotréficos tais como BDNF, NGF,

GDNF - ELISA

< Analise de citocinas inflamatoérias —CBA

«» Marcacao de microglia — Imunohistoquimica — Iba1

«» Marcacao de Neurdnio — Imunohistoquimica - NeuN



« Anadlise da expresséao de receptores do SRA (AT1, AT2, Mas) - RTPCR

% Analise do Estresse Oxidativo — Imunofluorescéncia
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