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RESUMO

A isquemia cerebral resulta em uma cascata de eventos metabdlicos
deletérios que causam importantes alteracbes celulares. Isto inclui rapida
diminuicdo de ATP, liberagdo de Ca?* dos estoques intracelulares, perda da
homeostase ibnica, excitotoxicidade, ativacdo de enzimas e disfungéo
mitocondrial. A demonstragdo de que a Ang-(1-7) € um componente chave do
SRA, representa uma das mais importantes mudangas conceituais neste
importante sistema hormonal. O eixo ECA2/Ang-(1-7)/Receptor Mas, constitui um
eixo alternativo que possui mecanismos intrinsecos para induzir agcbes que
antagonizam aquelas do eixo ECA/Ang.ll/Receptor Mas, produzindo assim muitos
efeitos benéficos. Estudos recentes sugerem que Ang-(1-7) possui papel
neuroprotetor, porém os mecanismos envolvidos ainda ndo foram completamente
esclarecidos. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo investigar os
possiveis mecanismos envolvidos na neuroprotegcdo promovida pela Ang-(1-
7)/Mas, em um modelo de isquemia in vitro utilizando o protocolo de Privacéo de
Oxigénio e Glicose (POG). Foram utilizados camundongos machos swiss; com
idade entre 7-8 semanas. Todos o0s animais passaram por procedimento de
eutanasia (deslocamento cervical) e tiveram o cérebro rapidamente removido e o
hipocampo dissecado. Foram providenciadas fatias de hipocampo e dividas em
grupos testes e controles com Ang-(1-7) e antagonista do receptor Mas — A-779.
Apos a POG foram realizados: ensaio de viabilidade celular, quantificagcdo de
glutamato liberado, quantificagao de nitrito liberado e atividade de caspases: 3, 8 e
9. Para analise estatistica utilizou-se Two-way ANOVA e pos-teste Bonferroni.
Nossos resultados mostraram que Ang-(1-7) foi capaz de proteger as fatias
hipocampais submetidas a isquemia in-vitro. Como possivel mecanismo protetor,
observamos que o tratamento com Ang-(1-7) reduziu a liberagdo de glutamato, o
que pode influenciar mecanismos de excitotoxicidade. Além disso, nosso trabalho
também mostrou que o tratamento com Ang-(1-7) reduziu a liberagdo de 6xido
nitrico apos o insulto isquémico e diminuiu a atividade de moléculas pro-
apoptéticas, aumentando portando a viabilidade celular.

Palavras-chaves: Angiotensina-(1-7), Neuroprotegédo, AVC
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ABSTRACT

Cerebral ischemia results in a cascade of metabolic deleterious events that
cause important cellular changes. This includes rapid depletion of ATP, Ca2*
release from intracellular stores, loss of ionic homeostasis, excitotoxicity, enzyme
activation and mitochondrial dysfunction. The demonstration that Ang (1-7) is a key
component of the RAS represents a major conceptual change in this important
hormonal system. The ACE2/ Ang- (1-7) / Mas axis constitutes an alternative axis
having intrinsic mechanisms to induce those which antagonize the actions ACE /
Ang.ll /AT1R, thus producing many beneficial effects. Recent studies suggest that
Ang-(1-7) have neuroprotective role, though the events involved in this mechanism
have not been fully clarified. This work aims to investigate the possible
mechanisms involved in neuroprotection promoted by Ang (1-7)/Mas in an in vitro
model of ischemia using the oxygen and glucose deprivation protocol (OGD).
Swiss male mice 7-8 weeks age were used. All animals underwent euthanasia
procedure (cervical dislocation) and had the brains quickly removed and
hippocampus dissected. Hippocampal slices were divided into OGD and nOGD
(control) groups incubated with Ang (1-7) and A-779 Mas receptor antagonist. After
OGD period, we performed cell viability assay, glutamate released quantification,
nitrite released quantification and caspase 3, 8, 9 activity. Statistical analysis was
performed using two-way ANOVA and Bonferroni post-hoc. Our results showed
that Ang-(1-7) was able to protect hippocampal slices submitted to in-vitro
ischemia. As a possible protective mechanism, we observed that the treatment
with Ang- (1-7) reduced the glutamate released, which can influence excitotoxic
mechanisms. In addition, our work also showed that treatment with Ang- (1-7)
decreased nitric oxide release after ischemic insult and decreased the pro-
apoptotic molecules activity (caspase 3 and 8 ), carrying increasing cell viability.

Keywords: Angiotensin-(1-7), Neuroprotection, Stroke
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1.INTRODUCAO

1.1.ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

O Acidente Vascular Encefalico (AVE), ou ainda Acidente Vascular Cerebral
(AVC) é o equivalente do termo genérico inglés stroke, que descreve apenas o

comprometimento neurolégico funcional (CHAVES, 2000).

O AVC pode ser definido como uma sindrome clinica de origem vascular,
caracterizada pelo déficit neurolégico agudo (focal ou global), que leva ao
aparecimento rapido de sinais e sintomas com duragdo superior a 24 horas
(MARKUS, 2012; MUIR, 2013).

As causas do AVC, e por sua vez seus subtipos patologicos s&o: andxico-
isquémico e hemorragico. Classicamente, o tipo andxico-isquémico € dividido em
trés categorias, de acordo com o mecanismo pelo qual ocorre a lesao cerebral,
sdo eles: lacunares, ateroscleréticos e embodlicos. Este subtipo de AVC é
caracterizado pela faléncia vasogénica para suprir adequadamente os tecidos
cerebrais com oxigénio e substratos. Em contrapartida, o tipo hemorragico
caracteriza-se pelo extravasamento de sangue para dentro ou para o entorno das
estruturas cerebrais. Este por sua vez pode ser divido em duas categorias
(intraparenquimatoso ou subaracnéide), de acordo com a regido lesada (CHAVES,
2000; SACCO et al., 2006)

O AVC é terceira maior causa de morte no mundo, e a primeira maior causa
de deficiéncia neuroldgica. A incidéncia desta doenga aumenta, exponencialmente
com a idade, e estudos apontam que 20% dos homens e 25% das mulheres tem
grandes chances de sofrer um AVC apds 85 anos de idade (MARKUS, 2012).
Entretanto o AVC pode ocorrer mais precocemente e ser relacionado a outros
fatores de risco como, disturbios da coagulagcdo, doencas inflamatorias e
imunoldgicas (SIQUEIRA NETO et al., 1996).
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O AVC isquémico é cerca de quatro vezes mais comum (61%-86%) do que
o tipo hemorragico, sendo a aterotrombose a causa mais comum. Os fatores de
risco mais prevalentes nessas condigdes sdo: hipertensdo arterial e tabagismo
(ZETOLA et al., 2001).

A identificacdo de fatores de risco (modificaveis, ndo modificaveis e
ambientais), deve ter prioridade nas atividades de combate e controle dos AVC's,
pois permite uma reducdo significativa da incidéncia e recidiva da patologia
(PIRES et al., 2004)

1.2. FISIOPATOLOGIA DA ISQUEMIA CEREBRAL

O tecido cerebral possui uma demanda energética elevada em fungéo da
manutencado dos gradientes ibnicos e dos potenciais de repouso de membrana
celular (BK; LUUNGGREN, 1973; SIESJO, 1992).

Em condi¢des normais, os substratos energéticos do tecido cerebral sé&o
glicose e oxigénio, e os produtos metabdlicos sdo didxido de carbono e agua. O
tecido cerebral utiliza obrigatoriamente glicose como substrato energético, e
apesar de ser relativamente, pequeno (2% do peso corporal) o cérebro utiliza
grandes quantidades de oxigénio (20%) e glicose (25%) do total corporal. Isso
representa cerca de 15% do débito cardiaco (MAGISTRETTI et al., 1996).

Embora o tecido cerebral possua uma circulagdo colateral desenvolvida, a
alta demanda energética, aliada aos baixos estoques, o torna susceptivel as
alteragbes no suprimento de oxigénio e glicose. Uma interrupgdo no fornecimento
destes substratos por 5-8 minutos pode acarretar danos neurais irreversiveis
(LUUNGGREN et al.,, 1974; DIAS COLLI, BENEDICTO OSCAR, COUTINHO
NETTO, JOAQUIM, LACHAT, JOAO JOSE, 2000).

O dano provocado pela isquemia cerebral tem sido objeto de estudo de
muitos pesquisadores, com énfase nos mecanismos pelos quais este é gerado.

Dentre muitos mecanismos ja relatados, a acidose latica; o influxo de calcio;
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excitotoxicidade glutamatérgica e formacao de radicais livres, sdo os de maior
relevancia atualmente (SCHURR et al., 1996; JIANG et al., 2014; ZHENG, J L et
al., 2014).

A morte celular isquémica € iniciada por alteragdes na fosforilagdo oxidativa
que resulta em uma série de processos metabodlicos deletérios. Estes processos
incluem, diminuicdo do pH e ATP; aumento da producédo de radicais livres pela
mitocondria; aumento do influxo de Na* e despolarizagdo da membrana em fungéo
da perda de ATP por falha na atividade da Na*/K* - ATPase (LIPTON, 1999). A
este ponto, despolarizacbes de membrana ocorrem sucessivamente liberando
mais neurotransmissores excitatorios, como o glutamato. A hiperexcitabilidade
glutamatérgica faz com que o Mg?* que bloqueava canais voltagem-dependentes
NMDA, seja deslocado, aumentando a despolarizagdo e permitindo
consequentemente, o influxo de Ca?*. Outros receptores como AMPA e Cainato
também sdo ativados, desta forma o influxo de Ca?*, Na*, Cl- e obrigatoriamente
agua aumenta através do gradiente osmoético, levando ao edema e lise celular
(ZEEVALK; NICKLAS, 1992; LIPTON, 1999). (Figura 1)

A abertura sustentada e concomitante de canais para Ca?* potencializa o
processo de hiperexcitabilidade, fazendo com que o metabolismo mitocondrial seja
interrompido, criando um ciclo vicioso. Este processo se propaga e area lesada
aumenta progressivamente, pela ativagdo de proteases, nucleases, fofolipases,
oxido nitrico sintase e outras enzimas degradativas, aumentando a produgao de
radicais livres (SIESJO, 1992; LIPTON, 1999).

O insulto isquémico nao pode ser entendido através de unico mecanismo,
mas sim como um processo dindmico. Os eventos que ocorrem apds a isquemia
cerebral resultam em excitotoxidade, acidose latica, apoptose, producédo de
radicais livres e morte progressiva, todos estes colaboram para o aumento do
volume de infarto, tdo logo o processo isquémico comece (CASTELLANOS et al.,
2002; THOMAZI et al., 2008).
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FIGURA 1 llustracdo esquematica dos eventos fisiopatologicos na isquemia cerebral.

A falha energética decorrente da isquemia cerebral leva a despolarizacdo dos neurbnios. O
glutamato é entdo depositado na fenda sinaptica estimulando excessivamente receptores
especificos glutamatérgicos. Essa estimulagdo excessiva dos receptores glutamatérgicos
(excitotoxicidade) aumenta os niveis de Ca?*, Na;, CI no interior da célula, e K no meio
extracelular. Os niveis intracelulares elevados de Ca?*, Na, CI' rompe o equilibrio osmotico
provocando o edema celular. Além disso o Ca?*, importante mensageiro intracelular, superestimula
cascatas enzimaticas (proteases, lipases, endonucleases etc.), que desencadeiam maior liberagao
de radicais livres, que por sua vez causam danos ao DNA, mitocdndria e membranas, iniciando
processo apoptoético. Os radicais livres também ativam mediadores inflamatérios e levam a
infiltragdo de células do sistema imune (DIRNAGL et al., 1999).

1.3.EXCITOTOXICIDADE GLUTAMATERGICA

O Glutamato € o neurotransmissor excitatério (aminoacido), mais abundante
no cérebro, identificado pela primeira vez em 1960(CURTIS; WATKINS, 1961).



20

A sintese do glutamato pode ser a partir da glicose (ciclo de Krebs) através
transaminagdo do a-cetoglutarato, ou pode ser sintetizado a partir da glutamina
processada pelas células gliais. Neste caso as células gliais recaptam o glutamato
liberado no terminal sinaptico e o converte em glutamina, que posteriormente sofre
acao enzimatica (glutaminase), e entdo € convertida novamente em glutamato. A
sintese do glutamato envolve outras enzimas tais como: glutamato sintase e
ornitina. Uma vez sintetizado o glutamato pode ser armazenado em vesiculas no
terminal sinaptico, ou ser mantido livre no citoplasma (BRADFORD et al., 1978;
FONNUM, 1984)

A liberagao do glutamato no terminal sinaptico pode ser dependente de Ca?*,
provocando exocitose de vesiculas sinapticas, ou independentes de Ca?*, através
da reversao da captacio. Este fenbmeno ocorre quando ha hipoxia/andxia, onde a
liberacao vesicular ¢é inibida devido a liberacdo de adenosina, que reduz o influxo
pré-sinaptico de Ca2*. A reversdo da captagdo também ocorre quando ha aumento
das concentracbes de K* extracelular, que despolariza as células vizinhas e
aumenta as concentragdes intracelulares de Na* (SIESJO et al., 1990; DANBOLT,
2001)

O receptores de glutamato se dividem em dois grandes grupos a saber:
receptores ionotropicos e receptores metabotropicos. Os receptores ionotropicos
sdo acoplados a canais iénicos e sao divididos em trés tipos, AMPA (a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol-acido propiénico), NMDA (N-metil-D-aspartato) e
Cainato. Os receptores metabotropicos sdo acoplados a proteina G e agem via
segundo mensageiro. Eles podem ser divididos em tipo: I, Il e Il (HOLLMANN et
al., 1994; VIGNES et al., 1997)

Transportadores de alta afinidade localizados nos neurdnios adjacentes e
nas células gliais, rapidamente removem o glutamato liberado no terminal
sinaptico, prevenindo a morte celular, ja que a quantidade de glutamato liberado é
substancialmente maior do que a necessaria para ativacdo dos receptores
(DANBOLT, 2001; SWANSON et al., 2005).
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Durante a isquemia, ha uma excessiva liberacdo de glutamato e uma
hiperestimulacdo de seus receptores. Este ultimo desempenha varias fungdes
associadas ao metabolismo celular incluindo, necrose e apoptose (MOURAOQ et
al., 2014)

Um evento particular dos neurdnios é a excitotocidade glutamatérgica. Neste
caso a toxidade € causada pelo excessiva estimulagdo dos receptores NMDA
neuronais. Isto acontece devido a falta de ATP, que ocorre durante a isquemia
cerebral, por exemplo. A perda de ATP causa uma despolarizagado generalizada
no neurénios, fazendo com que mais neurotransmissores sejam liberados, sem
contudo, haver energia suficiente para recaptacdo. O glutamato € o
neurotransmissor exicitatério mais abundante no cérebro, isso justifica a
hiperestimulagdo dos receptores NMDA. Quando ha hiperestimulacdo de
receptores glutamatérgicos (NMDA ), ocorre um grande influx de Ca2* no neurénio,
entdo a mitocondria e reticulo endoplasmatico captam o Ca?* citoplasmatico,
porém se essa entrada de ions € excessiva, ocorre estresse destas organelas que

iniciam o processo apoptético (GORMAN, 2008).

Os receptores NMDA localizam-se na membrana pds sinaptica, e exibem
maior permeabilidade ao Ca?* do que os receptores AMPA e KA, esta
caracteristica lhes confere um papel mais ativo em processos neurotoxicos. Em
repouso, os receptores NMDA séo fisiologicamente, bloqueados por um ion Mg?*
que impede o fluxo de Ca?*. No entanto, sob despolarizagdo (que pode ocorrer
pela ativagdo dos receptores AMPA), o Mg?* é removido, e o canal liberado
permitindo o influxo de Ca2* (RUGGIERO et al., 2011).

1.4.DROGAS QUE PREVINEM A EXCITOTOXIDADE

Para o desempenho de fungbes normais, o citosol da maioria das células
requer uma intricada regulagcédo das concentragdes de Ca?**, na faixa de 50-300nm.

Isso é possivel gragas a integridade da membrana, que mantém o equilibrio ibnico
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intra e extracelular, e a grandes organelas intracelulares que armazenam Ca2*. O
desequilibrio da regulagdo de Ca?* portanto, pode levar a grandes prejuizos,

acarretando inclusive morte celular (CHOI, 1988).

A isquemia cerebral provoca despolarizacdo neuronal, justamente por
interromper o equilibrio idnico, outrora mantido sob alta demanda energética. Esse
evento, como ja relatado, libera grandes quantidades de Glutamato na fenda

sinaptica, iniciando um ciclo vicioso de excitotoxidade (CHOI, 1988).

Atualmente € aceito que todos os subtipos de receptores de glutamato, de
alguma maneira, participam da excitotoxidade. Contudo os subtipos iGIuRs sao
reconhecidamente, mais importantes pela estreita relagdo entre influxo de Ca2* e a
injuria neuronal, ambos iniciados a partir da estimulagdo excessiva dos receptores
glutamatérgicos. Neste sentido, as pesquisas iniciais abordavam o bloqueio dos
receptores glutamatérgicos, demonstrando inclusive o seu papel neuroprotetor,
tanto in vivo quanto in vitro. Contudo, o emprego de antagonistas glutamatérgicos
interfere negativamente no funcionamento normal do cérebro, produzindo efeitos
colaterais. Os antagonistas mais estudados para o NMDA sao MK-801, a
memantina e a gaciclidina (GK-11). Dentre eles, o que possui maior afinidade para
o receptor NMDA é o MK-801, contudo doses efetivas deste antagonista pode
provocar danos em regides corticolimbicas. Desde 2003, a FDA aprovou o uso da
memantina no tratamento da doenca de Alzheimer, na tentativa de evitar perdas
cognitivas em estagios moderados e severos. Por fim, o GK-11 é menos
neurotoxico do que seus concorrentes, tornando-o promissor na busca por

substancias neuroprotetoras.(Ruggiero et al. 2011; Olney et al. 1989).

Alguns anestésicos, incluindo os volateis, como o halotano, sevoflurano e
isoflurano; os barbituricos como o tiopental e pentobarbital; e o propofol,
apresentam efeito neuroprotetor em modelos de lesdo isquémica aguda, porém
nao sdo capazes de manter esse efeito apdés muitas horas ou dias. A justificativa
para esse efeito seria a potencializagdo da transmissdo GABAérgica, mediagao
dos receptores NMDA e AMPA e consequentemente redugéo do influxo de Ca2*
(KRAUSE et al., 2004; RUGGIERO et al., 2011).



23

Existem muitas drogas que através de mecanismos distintos promovem
neuroprotegdo. Contudo nenhuma droga ou esquema politerapéutico conseguiu
bloquear a morte de neurbnios decorrentes de estimulos, tal como isquemia

cerebral.

1.5.APOPTOSE

Apoptose € um mecanismo programado de morte celular, que desempenha
um papel essencialmente, importante no desenvolvimento e homeostase de
organismos multicelulares. Alteragbes nas vias da apoptose podem levar a

doengas neurodegenerativas, autoimunes, e cancer (THOMPSON, 1995).

Os eventos apoptoéticos seguem uma sequéncia organizada, sendo que nas
células de mamiferos a morte celular pode ser iniciada tanto por uma via
intrinseca, mediada pela mitocéndria, quanto por uma via extrinseca através de
receptores de morte (KRAMMER et al., 2007; SCHLEICH; LAVRIK, 2013).

A apoptose esta associada com a ativacédo de Caspases (cysteine-aspartic-
acid-proteases) — proteases que clivam uma enorme variedade de substratos
proteicos, provocando a degradagdo e morte da célula. Estas enzimas possuem
residuos de cisteina, e clivam outras proteinas apés um residuo de acido
aspartico. Esta caracteristica garante especificidade incomum entre as proteases
(THORNBERRY et al., 1992; GORMAN, 2008).

Atualmente, 11 tipos de caspases foram identificados em humanos,
caspases 1-10 e capase 14. Todas elas sao sintetizadas na forma de pro-enzimas
inativas e contém um pro-dominio grande (20 subunidades) e um pequeno (17
subunidades). A ativacao destas pro-enzimas ocorre através de uma cascata de
clivagem, onde culmina na remogdo do pro-dominio (ALNEMRI, 1997;
DEGTEREV et al., 2003).
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As caspases podem ser classificadas, de acordo com a funcdo que
desempenham nos eventos apoptdéticos, em ativadoras e executoras. Proteinas
ativadoras, tais como: capase 8 e capase 9, clivam pro-formas inativas de
caspases executoras (capase 3 e caspase 7). As caspases compartilham
similaridades na sequencia de aminoacidos, estrutura e especificidade a
substratos (THORNBERRY, 1999; DEGTEREV et al., 2003).

Como dito anteriormente, existem duas vias de sinalizagdo apoptdtica
descritas, a intrinseca (mitocondrial) e a extrinseca (receptor de morte). Diversos
sdo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles: ligacédo de
moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiagao
ionizante, danos no DNA, choque térmico, privacdo de fatores de crescimento,
baixa quantidade de nutrientes e niveis aumentados de espécies reativas do
oxigénio (ROCHA, 2007).

Na via intrinseca, a ativacdo de caspases efetoras &€ desencadeada pela
liberacéo de citrocomo C da mitocdndria para o citoplasma, o qual se associa com
Apaf-1 e pro-caspase 9, na presenca de ATP ou dATP, formando um grande
complexo proteico, o apoptossoma, que promove o recrutamento de pro-caspase-
9, seguido da ativacdo da caspase-9, e esta por sua vez cliva e ativa caspase-3
(EKERT; VAUX, 2005). Outros fatores pro-apoptoticos tais com, Smac/Diablo e
AIF (apoptosis-inducing-factor), também s&o liberados pela mitocéndria durante o
processo de morte programada. Um desses fatores — a AIF, pode induzir a
condensacao nuclear, independente de caspase, de fato a via de sinalizagdo de
morte celular nos neurénios, nem sempre depende da ativacdo de caspase. Por
fim, a via intrinseca por ser estimulada por varios fatores, dentre eles se destacam
estresse oxidativo e excitotoxicidade glutamatérgica (LI et al., 2001; DEGTEREV
et al., 2003).

A via extrinseca de sinalizagdo apoptética € iniciada quando um ligante de
morte interage com um receptor da superfamilia dos receptores de fator de
necrose tumoral, rTNF que inclui: rTNFR-1, Fas/CD95 e TRAIL. Esta ligacdo é

capaz de ativar a cascata das caspases (ROCHA, 2007). Os receptores da familia
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rTNF possuem um subdominio extraceluar rico em cisteina, o qual permite
reconhecer com especificidade seu ligante, levando a trimerizagdo do receptor e
consequentemente sua ativagdo. A partir desta fase a sinalizagdo é feita pela
porcao intracelular do receptor, que contém uma sequéncia de 65 aminoacidos,
conhecida também como “dominio de morte”. Quando a interacao ligante-receptor
de morte é bem sucedida, os dominios de morte entdo interagem com outras
moléculas (FADD/MORT-1), que recrutam caspase-8, formando um complexo
proteico (DISC), capaz de clivar e ativar caspase-3 (HARA; SNYDER, 2007;
ROCHA, 2007).

O mecanismo apoptotico possui varios outros pontos de regulagdo. A
integridade da mitocondria e por consequéncia, toda a via intrinseca, também é
regulada pela familia de moléculas Bcl-2. Esta familia inclui tanto moléculas proé-
apoptoticas (Bax, Bak), quanto moléculas anti-apoptéticas (Bcl2, Bcel-xl), as quais
atuam inibindo ou promovendo a liberacdo de fatores pro-apoptéticos no
citoplasma. Além disso, a cascata de eventos que envolve a liberagcdo de
citrocromo C e ativagdo de caspases, também é regulada por uma familia de
proteinas inibidoras de apoptose (IAP) (GORMAN, 2008) (figura 2).
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FIGURA 2 Representacao das vias de apoptose em células de mamiferos.

A apoptose pode ser induzida por um estimulo extracelular (extrinseco) ou intracelular (intrinseco).
A via extrinseca € iniciada pela estimulacdo dos DRs (CD95 ou TRAIL-R), localizados na
membrana celular. A estimulagdo de CD 95 resulta no recrutamento de diferentes proteinas,
incluindo FADD, procaspase-8, procaspase-10 e c-FLIP, os quais formam um complexo sinalizador
de morte (DISC, sigla em inglés). A procaspase-8 & ativada no DISC, o qual é regulado por
proteinas c-FLIP. A caspase-8 ativa cliva e ativa caspases efetoras — caspase-3 e -7, e/ou
proteinas da familia Bcl-2 (Bid). A bid ativada entdo é translocada para a mitocéndria, aumento
assim a permeabilidade da membrana externa (MOMP), promovendo também a liberagdo de
citocromo ¢, bem como outras proteinas pro-apoptoéticas para o citosol. O citocromo c esta
envolvido na formagao do apoptossoma e ativagdo de procaspase-9. A procaspase-9 também ativa
procaspase-3 e -7 resultando em alta atividade e morte. A sinalizagdo pelo CD95 é distinta em dois
tipos de célula. Células tipo | ativam, eficientemente, caspase-8 e subsequentemente, caspases
efetoras, sem aumento da permeabilidade da membrana externa mitocondrial induzida por tBid.
Células tipo 11, contudo, formam pouco DISC e portanto dependem da amplificagdo mediada por
tBid-MOMP. Além disso, CD95 pode iniciar vias nao-apoptoticas, como NF-kB ou MAPK na
sobrevivéncia celular. A via intrinseca pode ser iniciada por varios estimulos, incluindo dano ao
DNA ou fator de crescimento e niveis elevados de Ca?*. A apoptose & rigorosamente controlada
pela mitocondria e proteinas da familia Bcl-2. Adaptado de Schleich & Lavrik 2013.
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1.6. OXIDO NIiTRICO

Hipoxia e isquemia cerebral tem recebido grande atencao atualmente, por
serem fatores criticos em muitas doencas do SNC, incluindo AVC e hipdxia
neonatal. Ao longo de 20 anos varios conceitos foram introduzidos pela ciéncia a
fim de elucidar o papel do o6xido nitrico (NO) na fisiopatologia de doencgas
cerebrais, incluindo substancias neurotoxicas, resposta inflamatéria, apoptose e
excitotoxicidade (DOYLE et al., 2008). Estudos mostraram que o NO também
transmite sinais neuronais no SNC, e participa de respostas inflamatoérias
(MARTINEZ-RUIZ et al., 2011). Como radical livre, o NO pode quebrar
diretamente estruturas proteicas, levar ao dano mitocondrial e induzir apoptose.
Em particular, a producdo excessiva de NO é neurotoxica e estimula necrose
neuronal (ZHANG et al.,, 2013). O NO enddégeno, em mamiferos & formado
basicamente, pela conversdo de L-arginina e oxigénio, em L-citrulina e NO, pela
acdo de trés isoformas de Oxido Nitrico Sintase (NOS, sigla em inglés): NOS
neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzivel (iNOS). A estrutura da
NOS envolve dois dominios estruturais: o dominio c-terminal (redutase) e o
dominio N-terminal (oxigenase) (FORSTERMANN; SESSA, 2012). O dominio N-
terminal possui atividade oxidativa e contém sitio de ligacao para heme, (6R)5, 6,
7, 8 —tetrahidro-I-biopterina (BH4), e L-argnina. O dominio C-terminal redutase
contém sitios de ligacao para flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina
mononucleotideo (FMN) e nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato (NADPH)
(ALDERTON et al., 2001). Todas as trés formas isoformas de NOS utilizam L-
arginina e oxigénio como substrato, além de requererem co-fatores como,
NADPH, FAD, FMN E BH4 (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

No cérebro saudavel, a maior parte do NO produzido ocorre através da
isoforma constitutiva nNOS nos neurdnios e eNOS no endotélio. Contudo, ja é
discutido atualmente que as células do SNC podem expressar as trés isoformas
de NOS (BROWN, 2010). Além disso, a isoforma iNOS participa de processos

inflamatérios e esta diretamente envolvida na fisiopatologia de doengas do SNC,
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sendo expressa primariamente em macréfagos, micréglia, neutréfilos e neurénios,
gerando altos niveis de NO (ZHU et al., 2014).

1.6.1. OXIDO NITRICO E OXIDO NITRICO SINTASE NA ISQUEMIA
CEREBRAL

Ja é estabelecido na literatura que o insulto isquémico altera a atividade e a
expressao das NOS, e que os efeitos do oxido nitrico na fisiopatologia da isquemia
cerebral podem ser benéficos ou toxicos dependendo da isoforma da NOS, do tipo
de célula que o produziu, e do estagio do processo isquémico. Além disso, cada
isoforma de NOS e o NO produzido por elas pode desempenhar fungdes

diferentes no processo isquémico cerebral (LIU et al., 2015) (figura 3).

Muitos autores concordam que a expressao de nNOS encontra-se
aumentada nos estagios iniciais da isquemia/hipoxia cerebral, acompanhada de
uma larga produgao de NO. Além disso, a supressdo da atividade de nNOS
diminui a morte celular na isquemia cerebral. Isso sugere que o NO produzido pelo
NNOS pode aumentar o dano causado pela isquemia cerebral, especialmente nos
estagios iniciais. (KOH, 2008; LIU et al., 2015)

Em diferentes modelos de insulto isquémico, como por exemplo: oclusao da
artéria cerebral média e privagao de oxigénio e glicose, a expressao de iNOS esta
aumentada no cérebro, o qual produz grandes quantidade de NO. Além disso a
inducao da atividade de iINOS exerce efeitos deletérios e parece ser um mediador
chave na fisiopatologia da isquemia cerebral, uma vez que nestas condi¢gbes séo
produzidas quantidades excessivas de NO. Contudo, NO derivado da isoforma
iINOS também pode exercer efeitos protetores. Alguns estudos mostram que a
expressao de iINOS em areas especificas do cérebro induzem neurogénese
(IADECOLA et al., 1995; LIU et al., 2015). Segundo HARA; SNYDER, (2007),
estas discrepancias podem estar relacionais com as concentracbes de NO, bem

como formacao diferencial de radicais livres; nitrito ou nitrato.
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O NO produzido pela isoforma eNOS, predominantemente encontrada no
endotélio, tem sido considerado neuroprotetor, uma vez que o aumento da
expressao de eNOS nos estagios iniciais da isquemia cerebral melhora o aporte
sanguineo e consequentemente a sobrevivéncia celular (LIPTON, 1999; JIANG et
al., 2014).

A manipulacdo de peptideos vasoativos, em especial os do SRA, tem
demonstrado grande relevancia no estudo da patogénese de diversas alteragdes
vasculares e neurologicas, ao regular a expressdao de NOS e a sintese de NO.
Cerrato et al., 2012 demostraram, por exemplo, que a injec¢ao intrahipotalamica de
Ang-(1-7) aumenta a expressao de NOS em ratos hipertensos. Além disso o SRA,
através da Ang-(1-7), pode prevenir a morte neuronal associada ao estresse
oxidativo (JIANG, TENG et al., 2013).
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FIGURA 3 Esquema da dualidade funcional do NO na isquemia cerebral.

O o&xido nitrico (NO) é sintetizado por uma enzima Ca2+ - dependente. Na isquemia cerebral, os
niveis de Ca2+ estdo elevados no meio intracelular, e pode sinalizar varios eventos deletérios. O
NO produzido em grande quantidade pela nNOS, reage com um &anion superdxido formando
peroxinitrito, uma espécie altamente reativa que promove dano tecidual. Espécies reativas de
oxigénio podem iniciar processo inflamatério, com recrutamento de células. As células recrutadas
pelo processo inflamatério liberam NO sintetizado pela iINOS, que acarreta danos a estrutura
celular por mecanismos semelhante a nNOS. Ao contrario dessas duas, o NO sintetizado pela
eNOS (constitutiva do endotélio) pode conferir protecdo ao tecido por aumentar a microcirculagao
(CABRAL et al., 1997).

1.7.SISTEMA RENINA - ANGIOTENSINA

A renina foi o primeiro componente do SRA a ser descoberto, em 1898 por
Tigersted, que analisou o efeito de extratos renais de coelho, sob a presséo
arterial (TIGERSTEDT; BERGMAN, 1898). Dois grupos independentes conduzidos
pelo Dr. Eduardo Braun-Menéndez, na Argentina, e Dr. Irving Page, nos Estados
Unidos, identificaram o produto biologicamente ativo da renina, o qual chamaram
“hipertensina” e “angiotonina”. Mais tarde, os dois grupos acordaram em nomear o
produto descoberto em “angiotensina” (PAGE, 1940; XU et al., 2011).
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A ECA foi descoberta no plasma por Skeggs et al. em 1956, através da
observacgao de que a conversao do peptideo inativo ANG | em um peptideo ativo
vasoconstrictor — ANG |Il, acontecia no plasma. Contudo, em 1967, Ng e Vane
mostraram que a ECA da circulagao sistémica convertia ANG | em ANG Il muito
lentamente, e que a conversao rapida ocorre na circulagdo pulmonar (NG; VANE,
1968).

O SRA (Sistema Renina-Angiotensina) € um sistema hormonal composto
por varias enzimas e peptideos ativos e inativos, que juntos desempenham um
importante papel na regulacdo fisiologica do sistema cardiovascular e na
homeostasia dos fluidos corporais. Classicamente, o angiotensinogénio (AGT)
sintetizado no figado € hidrolisado pela renina, uma enzima produzida nas células
justaglomerulares dos rins. A hidrolise do angiotensinogénio pela renina produz
um decapeptideo inativo — a angiotensina | (ANG [), a qual é convertida pela
enzima conversora de angiotensina (ECA), de origem endotelial, em um
octapeptideo biologicamente ativo — a angiotensina Il (ANG 1l) (SOUBRIER et al.,
1993).

Nas ultimas décadas ocorreram mudancas substanciais na compreensao
do SRA. Atualmente, sabe-se que o SRA circulante e aquele presente nos tecidos,
€ muito mais complexo do que o descrito anteriormente (SANTOS et al., 2013;
MARIAN, 2013). O conceito mais amplo e moderno do SRA inclui os componentes
classicos (renina, enzima conversora [ECA] de angiotensina [ANG], ANG Il, ANG
lll, e Receptores de ANG do tipo 1 e 2 [AT1IR e AT2R]) e novas enzimas,
peptideos e receptores (ECA 2, 3, 4; ANG-(1-7), receptor de pro-renina 5 e
receptor MAS). Mais recentemente, novos componentes foram identificados (ANG
A, Alamandina, e Mas-related G-protein-coupled receptor D — MRGD), sugerindo
novas possibilidades de interagdo entre os componentes do SRA (Figura 4)
(SANTOS, 2014).
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FIGURA 4 Modelo simplificado do SRA.

ACE - nomeclatura em inglés para enzima conversora de angiotensina; AMP - aminopeptidase;
ANG - angiotensina; AT1 — receptor de angiotensina do tipo 1; AT2 — receptor de angiotensina do
tipo 2; D-Amp — dipeptidil aminopeptidase I-Ill; IRAP — aminopepetidase regulada pela insulina;
MAS - receptor Mas; MrgD — Mas related G-protein coupled receptor D; NEP — neutral
endopeptidase; PCP — prolyl carboxypeptidase e PEP - Prolyl endopeptidase. (SANTOS, 2014).

O SRA consiste em dois eixos distintos e contra-regulatérios. O eixo
classico ECA/ Ang IlI/ AT1R age promovendo efeitos de vasoconstrigao,
proliferacdo celular, hipertensdo, agregagao plaquetaria e trombose. A
hiperatividade deste eixo esta relacionado a hipertensao arterial (HA) e doengas
cardiovasculares, tais como: hipertrofia, disfungdo cardiaca, AVC, doencas das
artérias coronarianas e estagios finais das doencgas renais. O eixo classico do SRA
€ o alvo primario para a terapia com antihipertesivos. O eixo ECA2/ Ang-(1-7)/
MasR, constitui um eixo alternativo que possui um mecanismo intrinseco para
induzir agdes protetoras, através da contra-regulagéo do eixo ECA/ Ang II/ AT1R.
Desta forma o primeiro induz varias acdes benéficas em doengas do sistema

cardiovascular. Sendo assim, o eixo ECA2/ Ang-(1-7)/ MasR, representa novas
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possibilidades para estratégias terapéuticas (FERREIRA et al., 2010; XU et al.,
2011).

1.7.1. ANGIOTENSINA-(1-7)

Ang-(1-7) € um componente chave do SRA, o que representa uma das mais
significantes mudancgas conceituais neste importante sistema hormonal (SANTOS,
2014). A presenga fisiolégica de Ang-(1-7) foi primeiramente detectada no sangue
humano (SEMPLE et al., 1976); depois em caes (SANTOS et al.,, 1988) e no
cérebro de ratos (SCHIAVONE et al., 1988). Estudos posteriores mostraram que
Ang-(1-7) € um constituinte enddégeno do cérebro, em areas que incluem
hipotalamo, medula oblonga e amigdala. Além disso, a Ang-(1-7) pode ser
encontrada nas glandulas adrenais e no plasma de ratos normais (CHAPPELL et
al., 1989). Contudo a cascata enzimatica que leva a produgao deste peptideo s6
foi compreendida posteriormente. Atualmente sdo conhecidas trés diferentes vias
que levam a producdo de Ang-(1-7). A primeira via produz Ang-(1-7), diretamente
da ANG |, através da interagdo com prolyl-endopeptidase ou neutral
endopeptidase (neprilysin), as quais clivam a ligagéo dos residuos Pro7-Phe8. Na
segunda via, ANG Il é convertida diretamente em Ang-(1-7) pela agdo das
enzimas ECAZ2, prolyl-carboxy-peptidase ou prolyl-endopeptidases. Por fim, a
terceira via (indireta), converte ANG | em ANG-(1-9) pela acdo da ECA2, e entdo
ANG-(1-9) é convertida em Ang-(1-7) pela acdo da ECA ou neprilysin. Muitas
outras enzimas podem participar destas trés vias. Contudo, recentemente foi
relatado que no coragao de ratos hipertensos, a maioria da Ang-(1-7) é resultado
da degradacéo de ANG Il pela agdo de ECA2 (XU et al., 2011).

A sintese de Ang-(1-7) ocorre principalmente, no espago extracelular, isto
ocorre porque a ECA2 é uma proteina transmembrana com um sitio catalitico
localizado fora da célula. Porém a forma secretada de ECA2 pode ser processada
por endocitose, levando a formagao do heptapeptideo dentro da célula (GUY et
al., 2005).
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1.7.2. EFEITOS DA ANGIOTESINA-(1-7)

Recentemente varias evidencias tem sugerido que Ang-(1-7) promove
efeitos benéficos através da contra regulacdo dos efeitos produzidos pelo eixo
ECA/ ANG 1I/ AT1R(TAN et al., 2007; FERREIRA et al., 2010; SANTOS et al.,
2013; FREUND et al., 2014).

Tanto o pancreas, quanto o tecido adiposo possuem componentes do SRA,
e estes componentes locais s&o altamente regulados pela ingestdo de alimentos.
Recentemente, foi demonstrado que uma dieta rica em agucar pode elevar os
niveis de AGT, ACE e AT1R no pancreas, porém no tecido adiposo os niveis de
ACE2 e Ang-(1-7) é que estdo aumentados. Em outras palavras, isso indica que o
eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas constitui um importante alvo no tratamento de
disfungcbes metabdlicas (GUPTE et al., 2008). (Figura 5)

Estudos in vivo e in vitro sugerem que a Ang-(1-7) possui papel anti-
proliferativo e propriedades anti-angiogénicas, o que lhe confere uma importante
alternativa nos estudos para tratamento do cancer. Foi demostrado que o
tratamento com Ang-(1-7) inibe o crescimento celular de linhagens ,SK-LU-1, A549
e SKMES-1 (GALLAGHER; TALLANT, 2004). (Figura 5)

Muitos tecidos do sistema reprodutivo expressam um SRA local, que
influencia diretamente fungdes vasculares. Desta forma provou-se que o SRA local
desempenha um importante papel na espermatogénese; na maturagao do foliculo

e ovulagao; na fungdo do endométrio e gravidez (PEREIRA et al., 2009). (Figura 5)

Evidéncias também sugerem um papel protetor da Ang-(1-7) contra fibrose.
Tal condigdo patolégica é caracterizada pela deposicdo excessiva de colageno
extracelular pelos fibroblastos. A proliferacdo de fibrécitos circulantes, precursores
de fibroblastos maduros, parece estar envolvido na progressdo de tecidos
fibréticos e inclusive na fibrose do miocardio. A Ang-(1-) causa apoptose destas

células, inibe a proliferagdo e diminui a secrecdo de colageno, levando a
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regressao da fibrose cardiaca (WANG et al., 2012; PASSOS-SILVA et al., 2013).
(Figura 5)

O eixo classico do SRA (ECA/ANGII/AT1R) contribui para o processo
inflamatério, aumento a expressao de citocinas pré-inflamatoérias, quimiocinas e
moléculas de adesao. Por outro lado, estudos demonstraram que animais tratados
com Ang-(1-7) tiveram reducdo na expressao de citocinas pro-inflamatorias,
incluindo TNF-a e IL (Interleucina)-6, apds estimulaggo com LPS
(lipopolissacarideo) (SOUZA; COSTA-NETO, 2011; PASSOS-SILVA et al., 2013).
(Figura 5)

Ang-(1-7) € um dos principais peptideos do SRA presentes do CNS e é
expressa em diferentes regides dos cérebro, incluindo hipotalamo; hipocampo;
amigdala e muitas outras. Além dos seus efeitos na neuromodulagdo do
barorreflexo, a Ang-(1-7) também influencia outras fungdes no cérebro como
aprendizagem, memoéria e neuroprotegéo contra isquemia. Estudos mostram que a
delecédo ou baixa expressao do receptor Mas leva a piora no reconhecimento de
objetos, indicando que Ang-(1-7)/Mas € um importante modulador no processo de
aprendizagem e memoria (LAZARONI et al., 2012; PASSOS-SILVA et al., 2013).
(Figura 5)
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FIGURA 5 Principais acdoes nao-cardiovasculares da Ang-(1-7) via receptor Mas em

diferentes tecidos e processos.

(a) Moléculas sinalizadoras envolvidas na agdo da Ang-(1-7). As moléculas em verde e vermelho
indicam ativagao e inibicdo pela Ang-(1-7)/Mas, respectivamente. As setas verdes indicam ativagéao
ou efeitos positivos, e as linhas em vermelho indicam inibicgdo do processo. (B) Resumo das
principais agdes nao-cardiovasculares da Ang-(1-7) em cada processo. (PASSOS-SILVA et al.,

2013; SANTOS, 2014).
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1.7.3. VIAS DE SINALIZACAO DA ANG-(1-7)

A descoberta da Ang-(1-7) com ligante enddégeno do receptor Mas, e a ECA2
como uma isoforma da ECA, que converte, predominantemente, Angll em Ang-(1-
7), fez com que especial atengcdo fosse dispensada a este peptideo, outrora
considerado inativo (SANTOS et al., 2003). Enquanto Angll se liga,
preferencialmente, ao receptor AT1 promovendo vasoconstricdo; proliferacao
celular e hipertrofia, Ang-(1-7)/ECA2/Mas funcionam como um eixo contra
regulatério (MACHADO et al., 2001).

Ja é conhecido que a Ang-(1-7), através do seu receptor Mas leva a
vasodilatacdo devido a produgcdo de NO, por uma cascata sinalizadora via
fosfatidilinositol 3-quinase (PIK3)/ proteina quinase B (AKT) (SAMPAIO et al.,
2006). Além disso a Ang-(1-7) regula negativamente proteinas quinases ativadas
por mitogenos (MAPK1) e NAD(P)H oxidase, sinalizando antagonicamente as
acoes promovidas pela Angll (SAMPAIO et al., 2007).

Estudos recentes tem demonstrado a estreita relacdo entre as vias de
sinalizacdo do SRA e insulina, de tal que forma que Ang Il modula negativamente
a sinalizagao de insulina e a Ang-(1-7), de forma antagbnica, promove o aumento
das agdes da insulina (GIANI et al., 2007; MARIO et al., 2008).

Analisando a literatura é possivel concluir o impacto significativo da
sinalizagdo da Ang-(1-7) através do seu receptor Mas, nos processos fisioldgicos.
Contudo os mecanismos moleculares que desencadeiam as acdes promovida pela

Ang-(1-7) ainda ndo foram completamente elucidados.

Recentemente, VERANO-BRAGA et al., (2012) propés um modelo de
sinalizacdo para Ang-(1-7), utilizando método quantitativo de fosfoprotedémica

(Figura 6). Neste trabalho as vias de sinalizagdo foram avaliadas em culturas de
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Células Endoteliais de Aorta Humana (HAEC), onde estas foram estimuladas com

Ang-(1-7) em tempos diferentes.
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FIGURA 6 Modelo de sinalizagdo da Ang-(1-7)/Mas.
A figura representa eventos de fosforilagdo a partir da estimulacdo do receptor Mas pelo seu
ligante Ang-(1-7), bem como suas consequéncias (VERANO-BRAGA et al., 2012)

1.7.4. O EIXO ECA2/ ANG-(1-7)/ MAS NO CEREBRO

Todos os componentes do eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas sdo expressos no
tecido cerebral. Além disso, o cérebro é o 6rgdo que possui maior expressédo do
receptor Mas, em particular no hipocampo e cértex piriforme (XIA; LAZARTIGUES,
2008; BADER, 2013). Estudos de imunohistoquimica mostraram a presenca de
Ang-(1-7) nos corpos celulares de neurbnios, e que 0s vasos sanguineos do
cérebro sdo importantes sitios para formacéo e agdo da Ang-(1-7) (XU et al.,
2011).
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Evidéncias sugerem que o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas é necessario em
processos de aprendizagem e memoria, uma vez que animais que apresentam
delegcdo do receptor Mas (MasKo) falham em tarefas de reconhecimento de
objetos(LAZARONI et al., 2012). Além disso a Ang-(1-7) através do seu receptor
Mas aumenta a LTP no hipocampo (HELLNER et al., 2005; LAZARONI et al.,
2012).

Em relagdo as agdes cardiovasculares orquestradas pelo CNS, estudos
demonstram que a Ang-(1-7) aumenta a sensibilidade do barorreflexo e influencia
diretamente a presséao arterial (MATOS et al., 2010).

Nas células endoteliais, Ang-(1-7) estimula a liberacao de prostaglandina,
aumenta a liberacdo de oOxido nitrico (NO), aumenta acbes metabodlicas de
bradicinina via inibicdo da atividade de ECA, e inibe o crescimento celular do
musculo liso vascular (JAISWAL et al., 1992; XU et al., 2011).

A administragao, in vivo, de médias (100pmol) e altas (10nmol) doses de
(Ang-(1-7) promove liberagdo de oxido nitrico (NO) e aumenta a expressao da
isoforma eNOS. O NO produzido pela eNOS diminui apoptose e confere protegcéao
ao tecido cerebral, contra AVC em modelos de oclusdo da artéria cerebral média.
Contudo concentragbes patologicas de NO produzido pelas isoformas iNOS e
NNOS induzem apoptose e sao neurotoxicas (MIN et al., 2002; ZHANG et al.,
2008). Além disso evidenciais recentes demonstraram que Ang-(1-7) é capaz de
reduzir o estresse oxidativo e atenuar apoptose no cérebro (JIANG, TENG et al.,
2013).

Recentemente, foi demonstrado que, apds um insulto isquémico a
concentragao sérica de Ang-(1-7), bem como a expressao de ECA2 e Mas, estéo
aumentados, sugerindo portando que este eixo é fortemente regulado durante a

isquemia cerebral (LU et al., 2013).
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1.8.FATIAS HIPOCAMPAIS SUBMETIDAS A POG (ISQUEMIA IN VITRO)

A utilizacao do tecido cerebral in vitro sem prévio cultivo, € uma ferramenta
viavel para estudos envolvendo isquemia cerebral. Neste modelo, utiliza-se por
exemplo fatias de hipocampo (400 ym), que apds serem obtidas, sao rapidamente
expostas a privagdo de oxigénio e glicose, simulando portando o que ocorre in
vivo. Este método foi proposto primeiramente por Moro e colaboradores em 1998,
e desde entdo vem sendo adaptado e extensamente utilizado para estudos de
neuroprotecdo (MORO et al., 1998; CARDENAS et al., 2000)

Para investigar a lesdo causada pela POG (privagao de oxigénio e glicose),
diferentes parametros de citotoxicidade sdo comumente empregados como
marcadores de lesdo celular cerebral (CIMAROSTI et al., 2001; NORABERG,
2004). A degeneragao celular pode ser facilmente quantificada pela contagem de
células mortas coradas e/ou mensurando a liberagdo de lactado desidrogenase no
meio de incubagdo. Alguns métodos de marcacgao sao bastante empregados neste
tipo de estudo, com por exemplo o marcador de células mortas etidio homodimero
(EthD-1) e o método colorimétrico utilizando o sal de tetrazolium — MTT [3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide], que permite mensurar
atividade mitocondrial de células vivas (MONETTE et al., 1998; TAVARES, 2003).

A utilizacdo deste método permite excluir parametros sistémicos mais
complexos, como aqueles apresentados em modelos in vivo, desta forma, a
compreensdo dos mecanismos moleculares evocados neste método, torna-se
mais clara (CIMAROSTI et al., 2001).

2. JUSTIFICATIVA

O AVC é uma causa permanente de morte e de incapacidade no Brasil € no
mundo. O tratamento efetivo ainda é limitado e basicamente composto por
meétodos paliativos. Os individuos que sobrevivem a um AVC necessitam de
cuidados continuos e tratamento reabilitador, visto que a progressdo da doenca

ocorre de maneira cronica. Neste sentido, pesquisas nesta area sdo de suma



41

importancia para que se alcance novas estratégias terapéuticas que visem
prevenir e reabilitar individuos acometidos por AVC ou aqueles sob o risco. Desta
forma, a manipulagdo de novos componentes do SRA, tem demonstrado efeitos
benéficos, em modelos animais contra a isquemia cerebral, sugerindo um novo

alvo terapéutico para doengas cronicas como AVC.

3.0BJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos envolvidos na neuroprotecdo promovida pela
Ang-(1-7) em fatias hipocampais, submetidas a um protocolo de isquemia in vitro

(privagao de oxigénio e glicose-POG).

3.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

v'Analisar a viabilidade celular em fatias hipocampais apds protocolo de
privagdo de oxigénio e glicose (isquemia in vitro), em fatias de grupos teste
e controle com Ang-(1-7) e A-779.

v'Quantificar a expressdo de caspase 3, 8 e 9 em fatias hipocampais apos
protocolo de privagao de oxigénio e glicose (isquemia in vitro), em fatias de
grupos teste e controle com Ang-(1-7) e A-779.

v'Quantificar a liberagdo de glutamato acumulado em meio de incubagédo em
fatias hipocampais apos protocolo de privacdo de oxigénio e glicose
(isquemia in vitro), em grupos teste e controle com Ang-(1-7) e A-779

v'Quantificar a concentragéo de nitrito (NO2) acumulado no meio de incubagéo
em fatias hipocampais apds protocolo de privagdo de oxigénio e glicose

(isquemia in vitro), em grupos teste e controle com Ang-(1-7) e A-779.
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4. METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, com 7-8
semanas de idade, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Bioloégicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-UFMG). Os animais
foram alimentados com ragao balanceada padrao (Nuvilab®) e agua “ad libitum” e
tiveram temperatura ambiente controlada (25°), com foto periodo de 12h
claro/escuro. Todos os experimentos foram conduzidos de forma a evitar o
sofrimento dos animais e de reduzir o numero de animais utilizados. Este trabalho
esta de acordo com as normas estabelecidas pelo CEUA, com protocolo n°
178/2014.

4.2.DISSECAGAO E PREPARAGAO DAS ESTRUTURAS

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e os cérebros
rapidamente removidos e mergulhados numa solugdo de ACSF (Artificial
Cerebrospinal Fluid) com glicose, previamente oxigenada (mistura carbogénica de
95% de O2 e 5 % COy>). Posteriormente foram colocados sobre uma placa de Petri
com papel de filtro, invertida sobre o gelo, umedecida com solugao de ACSF
gelado (4°C) e aerado, para a dissecacdo dos hipocampos. Em seguida, os
hipocampos foram fatiados imediatamente numa espessura de 400 ym usando-se
fatiador de tecidos do tipo “chopper” (Tissue Chopper / Mcllwain™ Brinkmann
Instruments, England) (as trés primeiras fatias do hipocampo de cada extremidade
do tecido foram descartadas), e levadas para o banho de agitagdo, mantido a
37°C. As fatias foram randomizadas e divididas em 3 grupos: 1) Grupo de fatias
que receberam apenas a solugdo controle (ACSF). 2) Grupo de fatias que
receberam Ang-(1-7) 10uM diluida em ACSF. 3) Grupo de fatias que receberam
Ang-(1-7) 10uM + A-779 10uM diluidos em ACSF. Com o intuido de avaliar o
efeito isolado de A-779, um 4° grupo recebeu A-779 10uM, diluido em ACSF.
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Cada grupo foi dividido em dois subgrupos: 1) grupo de fatias que foram
submetidas a isquemia in vitro. 2) grupo de fatias que ndo foram submetidas a

isquemia in vitro.

4.3.PROTOCOLO DE PRIVAGAO DE OXIGENIO E GLICOSE (INSULTO
ISQUEMICO IN VITRO)

O subgrupo isquemia foi submetido a privagdo de glicose e oxigénio,
através da incubacdo com meio contendo ACSF, sem glicose e aerado com uma
mistura gasosa contendo 95% de N2 e 5% COz2, durante 60 minutos. Apos este
periodo de isquemia, as fatias de hipocampo foram submetidas a reperfusdo em
solugdo ACSF com glicose (10mM) e oxigénio para recuperagao por mais 4
horas. O subgrupo controle foi mantido em solugdo ACSF aerado com uma
mistura carbogénica contendo 95% de O2 e 5% de CO2 com glicose (10mM)

durante o periodo de isquemia e reperfusao.

4.4 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

4.4.1. LACTATO DESIDROGENASE

Lactato Desidrogenase (LDH) é uma enzima citosélica, que em casos de
lise celular, é extravasada para o meio extracelular. A atividade da LDH, liberada
no meio de incubagdo, foi determinada usando um kit comercial para LDH (
Bioclin, Brasil), a fim de verificar o dano celular (lise). A LDH catalisa a redugao do
Piruvato com o NADH, obtendo-se Lactato e NAD+. A concentragao catalitica se
determina a partir da velocidade de decomposi¢cdao do NADH, medida pela queda
da absortividade a 340 nm.

4.4.2. ETIDIO-HOMODIMERO

Para a quantificacdo da morte celular foi utilizado o marcador Ethidium
Homodimer (EthD-1, 2mM) (Live/Dead — Viability/Cytotoxicity Kit — Molecular

Probes Inc., USA), que permite a constatacao de alteracdes fisicas e quimicas em
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células com membranas danificadas. Ao final do periodo de reperfusao, cada fatia,
de ambos subgrupos experimentais, foi incubada em um pogo de uma placa de
cultura (96 wells), em solugdo contendo 3 pl de EthD-1 (2mM), dissolvido em 1 ml
de solugcdo de ACSF com glicose (10mM), oxigenada previamente. O conjunto foi
protegido da luz por um periodo de 30 min. a temperatura ambiente. Apds
incubacao a solucdo de marcacao foi retirada e as fatias foram lavadas com 1 ml
de solugdo de ACSF com glicose (10mM), oxigenada previamente, por 30 min.
Apoés lavagem, as fatias foram fixadas em 1 ml de paraformoldeido 4% por 15
min., lavadas com 1 ml de solugdo tampéao fosfato (PBS), por 5 minutos, seguidas
de mais 2 lavagens rapidas com 1ml de ACSF com glicose (10mM), oxigenada
previamente por 5 min. Assim, apés fixagao e lavagem, as fatias foram montadas
em laminas com Vectashield®, sobrepostas com laminulas e encaminhadas ao
microscopio de fluorescéncia (Axio Imager.M2 - Zeiss). As imagens no
microscopio de fluorescéncia foram adquiridas através do software Axiovision 4.8
(Carl Zeiss, Alemanha), utilizando objetiva com aumento de 20x. As regides CA1
dos hipocampos, a partir do giro denteado, foram selecionadas e o tempo de
exposicdo a luz calculada automaticamente. A captacdo da fluorescéncia,
resultante da marcagdo com EthD-1 (excitagdo/emissao:528/617nm), foi realizada
através de um filtro Optico correspondente a seu comprimento de onda.
Posteriormente, foram submetidas a um processamento, através de um filtro de
ajuste dos pixels pela mediana, de forma que uma pequena propor¢ao de pixels
irrelevantes fosse descartada e a escala de cinza determinada fosse exibida de
uma forma adaptada a um histograma. As imagens adquiridas foram salvas em
alta resolugédo (1024x768) e gravadas como arquivos no formato *.tiff para
posterior quantificacdo. A andlise quantitativa das imagens foi realizada no
software livre Image J (NIH, USA). As imagens foram inicialmente convertidas
para 8-bits e processadas igualmente para diminuicdo do background.
Posteriormente, através dos respectivos histogramas, foi determinado um valor
para o limiar basal de fluorescéncia. Estabelecido este limiar, fixo para todas as
imagens, a porcentagem de células mortas foi quantificada, de acordo a

quantidade de pixels marcados por regido selecionada. Quanto maior o numero de
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pixels marcadas, maior o numero de células mortas (MONETTE et al., 1998;
LEITE et al., 2012; MOURAO et al., 2014).

4.5.AVALIAGAO DA APOPTOSE CELULAR

4.5.1. ATIVIDADE DE CASPASE-3

A caspase 3 € uma enzima efetora que cliva proteinas em seu trajeto
levando a apoptose celular. Logo sua mensuragcdo consiste em importante
ferramenta para investigar parametro de morte celular. A analise da expressao de
caspase 3 foi realizada através do EnzChek® Caspase Assay Kit (MOLECULAR
PROBES, USA). Apos o periodo de reperfusdo, as fatias foram homogeneizadas
em solugao tampao de lise somado a um coquetel inibidor de protease, seguido de
centrifugagao a 5.000rpm por 5 min; o sobrenadante foi recolhido e armazenado
para analise. Apdés a centrifugacdo foram adicionadas 50uL do sobrenadante a
20uL do substrato 7-amino-4-metilcumarim (10mM) e 980uL de solugéo tampao. O
conjunto foi mantido a 37°C durante 30 minutos. Apés completar o volume da
amostra com solugdo tampao até atingir 2000uL, a leitura foi feita por um
espectrofluorimetro (excitagdo e emissdo ~342/441) (NASCIMENTO et al., 2007;
MOURAO et al., 2014)

4.5.2. ATIVIDADE DE CASPASE-8

A quantificacdo da expressao de caspas 8 sera realizada através do Kit Caspase-
8 Fluorimetric Protease Assay (MOLECULAR PROBES, USA). Este método
consiste na utilizacdo do substrato IETD-AFC. O substrato é clivado na presenca
da protease, liberando radical AFC, que pode ser quantificado por
espectrofluorimetro nos comprimentos, 400nm de excitagdo e 505 de emissao.
Conforme instru¢gdes do fabricante, aliquotas contendo 100 pg de proteinas,
determinado pelo método de Bradford, (1976), foram adicionadas a 50uL de
solucdo tampéao 2x. Ao final foi acrescentado 5uL de substrato IETD-AFC (1mM) e
a reagao foi mantida protegida da luz, a 37°C. Apos duas horas, e a leitura foi

realizada em espectrofluorimetro (MOURAO et al., 2014).



46

4.5.3. ATIVIDADE DE CASPASE-9

A quantificacdo de caspase 9 foi realizada através do Kit Caspase-9
Colorimetric Pretease Assay — (MOLECULAR PROBES, USA), cujo ensaio
consiste da utilizacdo do substrato LEHD-p-NA. Na presenca da protease o
substrato é entdo clivado liberando o radical p-NA. A absorgédo de luz do radical
por ser quantificada utilizando um espectrofotdmetro nos comprimentos de onda
400 — 405nm. Para este ensaio, aliquotas contendo 100ug de proteina,
determinado pelo método de Bradford (1976), foram adicionadas a 50uL de
solugao tampao 2x. Ao final foi acrescentado SuL do substrato LEHD-pNA (4mM).
A reacao foi protegida da luz, a 37°C e ap6s 2 horas foi realizada a leitura em um
leitor ELISA.

4.6.ENSAIO PARA QUANTIFICAR A LIBERAGAO DE GLUTAMATO

A mensuragdo do glutamato acumulado no sobrenadante das fatias foi
determinada através de uma reacado enzimatica, com aumento da fluorescéncia
devido a produgao de NADPH, na presenga de glutamato desidrogenase (GDH) e
NADP+ (NICHOLLS et al., 1987) O ensaio consiste na adigao de NADP+ (40 mM),
GDH (50 U.lI) em solugao KRH (185 ul), e amostra (10 yl) a 37°C. Este ao ser
excitado por luz com um comprimento de onda de 340 nm emite uma
fluorescéncia que pode ser detectada e quantificada em comprimento de onda de
440nm em um espectrofluorimetro de placa (Synergy ®) (MASSENSINI et al.,
1998; LEITE et al., 2012; MOURAO et al., 2014). O experimento foi realizado em
triplicata e o background de fluorescéncia foi determinado e subtraido dos valores
encontrados, através da leitura do NADP+ e do GDH junto ao tampao. Para a
quantificagdo final utilizou-se um padrédo interno de glutamato (1 nmol/pl) como
referéncia, para o estabelecimento de uma curva padrdo. A normalizagdo foi
realizada através da dosagem de proteinas totais das amostras das fatias de
hipocampo homogeneizadas previamente, como citado anteriormente

(BRADFORD, 1976). Os resultados foram expressos em nmol/mg proteina
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4.7.ENSAIO PARA QUANTIFICAGAO DE NITRITO

A NOS (Oxido Nitrico Sintase) participa de varios processos fisioldgicos
regulatorios e a mensuragao da sua atividade consiste em importante ferramenta
para entendimento do mecanismo de agao destes processos. As medidas de
nitrito foram realizadas através do método fluorescente utilizando o 2,3-
diaminonaphtaleno (DAN; Sigma) (MISKO et al., 1993; LEITE et al., 2012). Em
resumo, 15 yL de DAN (0.05 mg/ml) foram adicionados a 150 pl de meio de
incubagao das fatias de hipocampo. Apds 10 min. de incubagéo a 20°C protegido
da luz, a reagao foi interrompida com 15 pyl de NaOH 2.8 M. A formagédo do
produto fluorescente foi medida utilizando um leitor de placa fluorescente (Cary
Eclipse Microplate reader; Varian ®) excitagdo a 360 nm e emissao a 440 nm. A
normalizagao foi realizada através da dosagem de proteinas totais das amostras
das fatias de cértex e hipocampo homogeneizadas previamente, como citado
anteriormente (BRADFORD, 1976)
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4.8.DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

ACSF ANG(1-7) ANG(1-7) + A-779 A-779

Meio de pré-incubacdo é substituido por

ACSF com glicoze e aerado com ACSF (incubac&o) com glicose e aerado com
95%0, e 5%C0,, 37C° - 90 min 95% 0,/5% CO, - 240 min.
. . Controle
Dissecgdo e Fatiamento  Tempo de recuperagdo Reperfusdo
Isquemia

Chopper - 400um

(incubacdo) com glicose e aerado com
95% N/5% €0, - 60 min.

FIGURA 7 Delineamento experimental. O cérebro dos animais foram rapidamente dissecados e
imersos em ACSF gelado (4°C) com glicose previamente aerado com 95% Oz e 5% CO2. Em
seguida os hipocampos foram dissecados e fatiados em 400uM. As fatias foram submetidas a
recuperacao com ACSF com glicose previamente aerado com 95% Oz e 5% COz, por 90 min. Em
seguida as fatias foram divididas, aleatoriamente em grupos, em placas de cultura. Os grupos
entdo receberam Ang-(1-7) (10uM) ou Ang-(1-7) (10uM) + A-779 (10uM) ou somente foram
mantidas em ACSF (sem nenhum tratamento). As fatias foram entdo submetidas a POG
(isquemia), sendo que os grupos controles forma mantidos em condi¢gées normais. Os ensaios de
caspase e viabilidade celular foram realizados apds a reperfusdo. Os ensaios para glutamato e
Nitrito foram realizados logo apds a isquemia.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Para as analises utilizou-se Two-way ANOVA, post hoc Student Newman-
Keuls (SNK) ou Bonferroni. Os resultados foram expressos como média + erro
padrao da média (EPM) e valores com p<0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5.RESULTADOS

5.1. Ang-(1-7) reduz a morte celular em fatias de hipocampo submetidas a
isquemia in vitro.

A quantificagdo da atividade de LDH, um marcador de morte celular, no
meio de incubacgéao, revelou niveis significativamente menores (p<0,05) no grupo
Ang-(1-7) isquemia (5,8+0,9), comparados com o grupo nao tratado ACSF
isquemia (18,7+4,3), sob as mesmas condi¢des. Ja no grupo Ang-(1-7)+A-779
isquemia, o niveis de LDH foram, estatisticamente, maiores (19,1£4,2) que os
niveis encontrados para o grupo Ang-(1-7) isquemia (5,81£0,9). O protocolo de
isquemia teve efeito significativo na analise da viabilidade com LDH (F[1,3]=29,8,
p<0,01]). O tratamento com Ang-(1-7) ndo teve efeito significativo sobre a analise
da viabilidade com LDH (F[3,3]=2,5, p>0,05). Uma interagéo significativa entre o
protocolo de isquemia e o tratamento com Ang-(1-7) foi verificada (F[3,33]=3,905,
p<0,01) (figura 8).
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FIGURA 8 Efeito da Ang-(1-7) sob a viabilidade celular de fatias de hipocampo submetidas
a Isquemia in vitro.

Avaliagao da atividade enzimatica (LDH) acumulada no meio de incubagao em fatias de hipocampo
de camundongos, apos protocolo de isquemia in vitro (POG: 60 min) e reperfusdo (240 min.). Os
grupos controles foram mantidos em ACSF com Glicose 10mM, 95% 02 e 5% CO2. n= 3-
6.Colunas representam meédiaztE.P.M (erro padrdo da média). Two-way ANOVA, post-hoc
Bonferroni. Comparagéo intragrupo, * p<0,05.

A analise da viabilidade celular realizada pelo ensaio de fluorescéncia
(EthD-1), revelou que o protocolo de isquemia in vitro elevou os niveis de morte
(dado em porcentagem) de todos os grupos em relagao ao correspondente grupo
controle, sendo significativamente, efetivo (F[1,18]=26,6, p<0,01). Um efeito
significativo do tratamento com Ang-(1-7) também foi observado (F[2,18]=6,4,
p<0,01). Houve interagao significativa entre o protocolo de isquemia in vitro e Ang-
(1-7) (F[2,1]=3,6, p<0,05. Contudo este aumento na porcentagem de morte, néo
foi significativo para o grupo Ang-(1-7) isquemia, quando comparado ao controle
(13,942.258% vs. 9,611,1%). Além disso, a morte celular no grupo Ang-(1-7)
isquemia (13,9+2,2 %) foi estatisticamente menor, quando comparado ao grupo
nao tratado ACSF Isquemia (33,31£5,5%). O bloqueio do receptor MAS reverteu o
efeito da Ang-(1-7) outrora observado. Sendo assim, no grupo Ang-(1-7)+A-779

isquemia (36,6+7,1%), a porcentagem de morte foi estatisticamente maior do
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aquela encontrada no grupo Ang-(1-7) isquemia, alcangado os niveis do grupo nao

tratado - ACSF isquemia (33,315,5) (figura 9).
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FIGURA 9 Viabilidade celular em fatias de hipocampo apoés isquemia in vitro.

Andlise da viabilidade celular através de método fluorescente, empregando o marcador de morte
celular - EthD-1. As fatias foram analisadas apds 60min. de isquemia e 240min. de reperfuséo. A)
Imagem ilustrativa da regido CA1 do hipocampo. B) Quantificacdo das imagens C1) ACSF
controle. C2) ACSF isquemia. D1) Ang-(1-7) controle D2) Ang-(1-7) isquemia. E1) Ang-(1-7)+A-779
controle. E2) Ang-(1-7)+A-779 isquemia. n=4 Os resultados foram expressos como médiatEPM da
porcentagem de morte celular, que corresponde a intensidade de pixels. Two-way ANOVA, post-
hoc Bonferroni. Comparagao intragrupos: **p<0,01.

5.2. CASPASES

5.2.1. Atividade de caspase-8

Um efeito significante do protocolo de isquemia in vitro foi observado sobre

a expressao de caspase-8 ativa nas fatias de hipocampo (F[1,2] = 63,6, p<0,01).
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Contudo o tratamento com Ang-(1-7) nao teve efeito significante na expressao de
caspase-8 ativa (F[3,2] = 0,1, p>0,05). Além disso nao foi possivel verificar

interacao entre os dois parametros (F[3,2] = 0,1, p>0,05) (figura 10).
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FIGURA 10 Efeito da Ang-(1-7) sobre a atividade de Caspase-8 em fatias de hipocampo apés
isquemia in vitro.

Andlise da atividade de caspase-8 através da fluorescéncia relativa de AFC em fatias de
hipocampo apds 60min. de isquemia e 240min. de reperfusdo. n= 4. Two-way ANOVA, post-hoc
Bonferroni.

5.2.2. Atividade de caspase-9

A analise da expressao de Caspase-9 ativa, em fatias de hipocampo apds o
protocolo de isquemia in vitro revelou niveis, significativamente (p=0,009),
menores no grupo Ang-(1-7) isquemia ( 112,515,2), quando comparado ao grupo
nao tratado — ACSF isquemia (148,014,2). A analise revelou ainda, que o efeito
da Ang-(1-7) foi abolido no grupo Ang-(1-7)+A-779 isquemia (147,5+4,8), quando
comparado ao grupo Ang-(1-7) isquemia (112,51£5,2). Um efeito significante do
protocolo de isquemia in vitro e o tratamento com Ang-(1-7) pode ser observado

sobre a expressao de caspase-9 ativa (protocolo de isquemia in vitro: F[1,4] =
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48,3, p<0,01; Tratamento com Ang-(1-7): F[3,4] = 4,8, p<0,01 ), bem como uma
interacao significativa entre os dois parametros (F[3,40] = 3,026, p<0,05) (figura11)
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FIGURA 11 Atividade de Caspase-9 em fatias de hipocampo, apds isquemia in vitro.

Andlise da atividade de Caspase-9 (absorbancia relativa — 405nm), apds 60min. de isquemia e
240min. de reperfusdo. Os resultados sdo expressos como meédiatEPM dos valores de
absorbancia. n=6. Two-way ANOVA, post-hoc SNK, Comparagao intragrupos: *p<0,05, **p<0,01

5.2.3. Atividade de caspase-3

Tanto o protocolo de isquemia in vitro, quanto o tratamento com Ang-(1-7)
demonstraram efeitos significantes na expressdo de caspase-3 ativa (tratamento
com Ang-(1-7): F[3,3]=6,7, p=0,001; protocolo de isquemia in vitro: F[1,3]=171,2,
p<0,0001). Além de uma interacdo significativa entre estes dois parametros
(F[3,3]=7,9, p=0,0003). A andlise revelou que, a expressao de caspase-3 ativa no
grupo Ang-(1-7) isquemia é, significativamente menor quando comparado ao
grupo nao tratado — ACSF isquemia (2516,5£175,4 vs. 4714,94344,1). Além disso
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o tratamento com Ang-(1-7)+A-779, nao reverte, significativamente, o afeito da
Ang-(1-7) (figura 12).
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FIGURA 12 Figura x. Efeito da Ang-(1-7) sob a atividade de Caspase-3 em fatias de
hipocampo de camundogos apds isquemia in vitro.

Anadlise da atividade de Caspase-3 ativa (fluorescéncia relativa de AMC), ap6s 60min. de isquemia
(POG) e 240min. de reperfusédo. Os resultados sdo expressos como médiatEPM dos valores da
fluorescéncia de AMC encontrados. n=6. Two-way ANOVA, post-hoc Bonferroni, Comparagao
intragrupos: **p<0,01.

5.3. Niveis de nitrito [NO2]

A quantificacdo dos niveis de nitrito no meio de incubagdo mostrou uma
redugao significativa (p<0,01) no grupo Ang-(1-7) isquemia (0,2+0,02uM/mg
proteina), comparado ao grupo nao tratado ACSF isquemia (0,5£0,06 pM/mg
proteina). Além disso, os niveis de [NO2-] quantificados no grupo Ang-(1-7)+A-779
isquemia (0,5+0,04 uyM/mg proteina) foram, estatisticamente, maiores do que
aqueles encontrados no grupo Ang-(1-7) isquemia, e semelhantes ao grupo ACSF

isquemia. O protocolo de isquemia in vitro, teve efeito significativo (F[1,4]=64,9,
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p<0,01), bem como o tratamento com Ang-(1-7) (F[3,4]=4,2, p<0,05). Além disso
uma interacdo entre esses dois parametros também foi verificada (F[3,4]=4,7,
p<0,01). (figura 13).
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FIGURA 13 Efeito da Ang-(1-7) sobre a concentragéao de nitrito [NO].

Analise do nitrito [NO2] acumulado no meio de incubagéo, 60 min. apds o periodo de isquemia em
fatias de hipocampo de camundongos. Os grupos controles foram mantidos em Ascf com glicose
10mM, e uma mistura de gases contendo 95% Oz e 5% COz. Os resultados sdo expressos como
médiatEPM dos valores das concentragdes de nitrito encontrados. N=6. Two-way ANOVA, post-
hoc SNK, Comparagao intragrupos: **p<0,01.

5.4.Liberacao de glutamato

A analise do glutamato liberado no meio de incubacdo revelou uma
redugao, estatisticamente significativa, dos niveis de glutamato no grupo Ang-(1-7)
isquemia (0,4+0,03 nmol/mg proteina), em comparagdo ao grupo nao tratado -
ACSF isquemia (1,996%0,592 nmol/mg proteina). Ja no grupo Ang-(1-7)+A-779
isquemia, os niveis de glutamato (1,6+0,2 nmol/mg proteina) foram,
estatisticamente, maiores do que aqueles observados no grupo Ang-(1-7)

isquemia (0,4+0,03 nmol/mg proteina),; e semelhantes ao grupo ACSF-isquemia
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(1,9+0,5 nmol/mg proteina). Houve efeito significativo do protocolo de isquemia
(F[1,3]=16,6]), p<0,01); e do tratamento com Ang-(1-7) (F[2,30]=4,2, p<0,05), bem
como uma interagdo, significativa, entre estes dois parametros (F[2,3]=5,4,
p<0,01) (Figura 14).
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FIGURA 14 Efeito da Ang-(1-7) sobre a liberacédo de glutamato.

Anadlise no glutamato acumulado no meio de incubacao, avaliado pela conversdo do L-glutamato
em a- cetoglutarato, na presenga de NAD+ e da enzima dehidrogenase glutdmica (GDH) no meio
de incubacao, 60 min. apds o periodo de isquemia, em fatias de hipocampo de camundongos. Os
grupos controles foram mantidos em Ascf com glicose 10mM, e uma mistura de gases contendo
95% O2 e 5% COz2. Os resultados sdo expressos como médiatEPM. n=6. Two-way ANOVA, post-
hoc SNK, Comparagao intragrupos: * p<0,05 **p<0,01.
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6.DISCUSSAO

O Sistema Renina Angiotensina (RAS), no cérebro, possui papel regulatério
crucial tanto na funcédo fisiolégica, quanto na patologia de doencgas
cerebrovasculares, incluindo AVC isquémico. Os efeitos deletérios do eixo ECA/
Angll /AT1R na patogénese da isquemia cerebral tem sido bem discutidos em
muitos estudos (PAUL et al., 2006; MIYAMOTO et al., 2008; HARAGUCHI et al.,
2010). Além disso, recentemente o eixo ECA2/ Ang-(1-7) /Mas, tem sido
considerado neuroprotetor diante de um insulto isquémico, por agir de forma
antagbnica a principais agoes exercidas pelo eixo ECA/ Angll /AT1IR(MECCA et
al., 2011; JIANG et al., 2012).

A hipertensdo € um dos mais importantes fatores de risco para ambos os
tipos de AVC (isquémico e hemorragico) e a manipulagdo do SRA através do
bloqueadores do receptor AT1 e inibidores da ECA sao padroes adotados
atualmente no controle da hipertensdo. Desta forma a manipulacdo do SRA
ganhou o interesse de pesquisadores, que o consideram um alvo interessante e
promissor para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos contra o AVC
(REGENHARDT et al., 2014).

Apesar de o SRA cerebral estar fisicamente separado do SRA dos 6rgaos
periféricos pela barreira hematoencefalica, todos os componentes do SRA,
inclusive o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas, estdo expressos no cérebro. Outrossim, o
cérebro é o 6rgdo que possui maior expressdao do receptor Mas, em particular
estruturas como hipocampo e o cértex piriforme (BADER, 2013). Além disso,
estudos comprovaram que o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas, sofre regulagdo apds um
insulto isquémico, fazendo com que o niveis de Ang-(1-7) se elevem tanto nos
tecidos cerebrais, quanto no soro. Além de aumentar a expressao do receptor Mas
(LU et al., 2013).
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O protocolo de isquemia in vitro tem sido amplamente utilizado como
ferramenta, que possibilita a simulacdo dos eventos moleculares que ocorrem
durante e ap6s um insulto isquémico, através da privacdo de oxigénio e glicose.
Fatias de hipocampo sao utilizadas para o estudo de neurotoxicidade induzida por
isquemia, e como modelo viavel para testar o potencial neuroprotetor de novos
agentes terapéuticos (Monette et al. 1998; Leite et al. 2012; Mourao et al. 2014,
Jiao Lin Zheng et al. 2014)

Nossos primeiros resultados mostraram que o tratamento das fatias de
hipocampo com Ang-(1-7), no momento do insulto isquémico reduziu a morte
celular verificada por dois métodos distintos, apdés 4 horas de reperfusdo. Tal
efeito protetor foi completamente abolido quando as fatias foram tratadas com
Ang-(1-7)+A-779. Demostrando assim que o efeito alcangado pela Ang-(1-7),

neste modelo, € dependente do receptor Mas.

Estudos na literatura tem avaliado a morte celular apés insulto isquémico,
em modelos in vitro e in vivo utilizando Ang-(1-7). Corroborando nosso trabalho,
Jiao Lin Zheng et al, (2014) realizaram um estudo onde submeterem fatias de
cérebro de camundongo a privacdo de oxigénio e glicose, sendo que
determinados grupos receberam Ang-(1-7) (10uM) e outros receberam Ang-(1-7) +
A-779 (10uM). Baseado numa marcagcdo com iodeto de propidio (Pl), os
pesquisadores concluiram que a Ang-(1-7) diminuiu significativamente, o numero
de células Pl-positivas. Além disso o bloqueio do receptor Mas aumentou o
numero de células Pl-positivas, demostrando que o efeito da Ang-(1-7) foi

dependente do receptor Mas.

Utilizando um modelo in vivo de isquemia cerebral, onde empregou-se
Endotelina-1 (ET-1) para constricdo da artéria cerebral média (ACM, ou MCAO em
inglés), Mecca et al. 2011 relataram que a infuséo i.c.v de Ang-(1-7) (1.1nM; 0,5l
h) em ratos, durante sete dias antes, e trés dias depois da oclusdo da ACM
produziu uma redugdo significante da area de infarto cerebral (medida trés dias
apos aplicagao de ET-1), em comparagao ao grupo que recebeu apenas o veiculo
(ACSF).
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Estes estudos utilizaram metodologia in vivo, que € bastante util para
estudos do dinamismo das estruturas cerebrais, bem como a participacdo dos
vasos sanguineos. Os estudos in vifro, como 0 nosso, sS40 necessarios para
analisar os efeitos de determinado agente, sob uma estrutura isolada. Desta
forma, nossos resultados agregam aos estudos citados, mecanismos utilizados
pela Ang-(1-7) em fatias do hipocampo, isoladamente, o que pode ser bastante util

para os estudos das respostas moleculares.

O dano neural apés insulto isquémico € devido a privagdo de oxigénio e
glicose, e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) durante a
reperfusdo. O aumento do estresse oxidativo, proporcionalmente, também
aumenta o influxo de Ca2+ na célula, devido a perda da homeostasia dos
gradientes ibnicos. Tal evento ativa mecanismos pro-apoptéticos e
consequentemente leva a morte celular (BROWN; DAVIS, 2002).

Nosso trabalho mostrou que o tratamento com Ang-(1-7) reduziu a
expressao de moléculas pro-apoptoticas — caspase 9 e caspase 3. O bloqueio do
receptor Mas reverteu o efeito da Ang-(1-7) sobre caspase-9, mas nao reverteu
completamente o efeito sobre caspase 3. O presente estudo mostrou ainda, que o
tratamento com Ang-(1-7) n&o teve efeito sobre caspase 8, tanto nas condi¢des

controle, quanto na isquemia.

Apoptose € definida, classicamente, como morte programada da célula
(MPC). Ela desempenha fungéo crucial no desenvolvimento e na homeostasia dos
organismos multicelulares (THOMPSON, 1995). Nas células de mamiferos, a
apoptose pode ser induzida por uma via extrinseca ou intrinseca. A via extrinseca
€ ativada pela estimulagcdo do receptor de morte (DR), na membrana celular. A
estimulagdo deste receptor leva a formagcdo do complexo proteico sinalizador
(DISC) que ativa caspase-8. Ja a via intrinseca é ativada quando a membrana
mitocondrial aumenta a permeabilidade e libera citocromo C no citosol, que leva a
ativacao de pro-caspase-9. Ambas as vias eventualmente, levam a ativacao de
caspases efetoras, como a caspase 3 (SCHLEICH; LAVRIK, 2013). A familia de

proteinas Bcl2 também possuem fungdes cruciais na regulagdo dos eventos
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apoptoticos. Esse grupo de proteinas inclui membros pré-apoptéticas (Bax, Bak,
Bid) e anti-apoptodticas (Bcl-2, Bel-X1) (YAN; SHI, 2005).

Com o objetivo de investigar o efeitos neuroprotetores da Ang-(1-7), Jiang
et al. 2013, utilizaram ratos hipertensos (SHR) em um estudo que avaliou a agéo
da Ang-(1-7) sobre estresse oxidativo, viabilidade celular e apoptose. O animais
foram divididos em grupos que receberam (i.c.v) respectivamente, ACSF, Ang-(1-
7) e A-779 por 4 semanas. Os autores mostraram que a infusao i.c.v de Ang-(1-7)
(11,1 nmol /0,25pl/h), causa reducéo significativa na expressdo de Bax, e um
aumento expressivo dos niveis de Bcl-2. Contudo a administragao i.c.v de A-779,
nao reverteu completamente a agdo da Ang-(1-7). Corroborando com nossos
resultados, ambas as moléculas estudadas (Bcl2 e Bak), no trabalho citado,
participam da regulagao intrinseca da apoptose e o bloqueio do receptor Mas nao

aboliu completamente a expressao destas.

Uma possivel explicagao para os nossos resultados consiste em considerar
que a Ang-(1-7) & capaz de modular a apoptose celular através da via intrinseca,
uma vez que néo houve efeito significativo sobre caspase-8. Por outro lado, efeito
significante sobre caspase 3 e 9 foi observado. Outra via a ser considerada neste
caso € a via independente de caspase, que possui como moduladores moléculas
liberadas pela mitocéndria (AlIF e EndoG) durante processos que sinalizam morte
celular (ORRENIUS et al., 2003). Neste caso nao se pode descartar a

possibilidade de agdo da Ang-(1-7) sobre a expresséo de AlF.

O estresse oxidativo tem um papel importante no progresso da isquemia
cerebral, uma vez que o cérebro € rico em &acidos graxos poliinsaturados,
tornando-o particularmente, vulneravel a acdo de radicais livre (ALLEN;
BAYRAKTUTAN, 2009). E sabido que a infusdo i.c.v de Ang-(1-7) diminui
significativamente os niveis de MDA — um biomarcador de estresse oxidativo — e
também aumenta, consideravelmente, os niveis de SOD — uma enzima que
participa da linha de defesa antioxidante. Estes efeitos sdo completamente
abolidos pelo A-779 (JIANG et al., 2012).
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Com o objetivo de investigar a agdo da Ang-(1-7) sobre o estresse
oxidativo, muitos estudos foram desenvolvidos e os resultados permitem concluir
que a Ang-(1-7) diminui, significativamente, esse processo (BADER, 2013; BILD;
CIOBICA, 2013; JIANG, TENG et al., 2013; BENNION et al., 2015).

Nosso trabalho mostrou que o tratamento com Ang-(1-7) diminuiu,
significativamente, os niveis de nitrito [NO2] apds insulto isquémico in vitro. Tal
efeito foi revertido pelo tratamento com A-779, demostrando ser dependente do
receptor Mas. Neste ensaio utilizou-se método fluorescente 2,3-diaminonaphtaleno
(DAN), que permite mensurar, indiretamente, a quantidade de NO, presente na
amostra (LEITE et al., 2012; AIRES et al., 2013).

O papel do NO na patogénese da isquemia cerebral ainda € considerado
ambiguo na literatura. A formacdo de NO pela isoforma eNOS, imediatamente
apos isquemia cerebral tem demostrado ser neuroprotetor, uma vez que nesta
situacdo o NO liberado melhora a circulagdo colateral, ajudando no
restabelecimento do fluxo sanguineo durante os primeiros estagios da
fisiopatologia da isquemia cerebral (VELTKAMP et al., 2002; OSUKA et al., 2004).
Contudo, com a propagacao da isquemia, durante a subsequente reperfuséo, a
formacdo de NO pela isoforma iINOS, em microglias ativadas, aumenta o dano
celular, contribuindo portanto, para a injuria irreversivel da isquemia cerebral
(IADECOLA et al., 1997; MORO et al., 2004). Jiang et al. 2013, mostraram que a
infusdo i.c.v de Ang-(1-7) aumentou, significativamente, os niveis de NO durante
os estagios iniciais da isquemia cerebral. Além disso, o grupo também mostrou
significativo aumento da expressdo de eNOS, 48 apdés a oclusdo da artéria
cerebral média (MCAO). Em um estudo realizado por Mecca et al. 2011, a infusao
i.c.v de Ang-(1-7) atenuou a expressdo da isoforma iNOS, responsavel pela
expansao dos danos causados pela isquemia cerebral. Sendo assim, as diferentes
formas de regulagdo pela NOS parece representar parte de mecanismos

neuroprotetores da Ang-(1-7), ainda nao elucidados.

O NO torna-se neurotoxico quando € produzido em excesso. Uma vez que

este pode sofrer reagcdo de oxi-reducdo numa célula em estado pré-oxidante,
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gerando espécies reativas de nitrogénio (ERN), principalmente (ONOO) (GUIX et
al., 2005). Sendo assim, levando-se em consideragdo os nossos resultados, nos
acreditamos que a Ang-(1-7) reduz os niveis de éxido nitrico, num modelo in vitro,
principalmente pela diminuicdo da atividade de iINOS. Contudo, sabe-se
atualmente, que as células do SNC expressam as trés isoformas de NOS, e
apesar de utilizarem co-fatores comuns e mecanismos de agao similares, elas sdo
estruturalmente distintas (Simmons & Murphy 1992). Portando, no nosso trabalho
uma acgao global da Ang-(1-7) sobre as isoformas de NOS nao pode ser
descartada, uma vez que a redugao dos niveis de NO, previne a formagao de
ERN. Um resultado antagbnico poderia ser esperado, caso o modelo
experimental fosse in vivo, uma vez que a presenga do sistema vascular alteraria

o padréao de liberacdo de NO, principalmente pela isoforma eNOS.

A isquemia cerebral resulta, basicamente, da reducado transiente ou
permanente do fluxo sanguineo cerebral, que € restrito a regides irrigadas por
grandes artérias. O cérebro tem relativamente alto consumo de oxigénio e glicose,
e depende, quase exclusivamente, da fosforilagdo oxidativa para a producao de
energia. A interrupcdo do fluxo sanguineo e, consequentemente, a redugao ou
bloqueio de nutrientes e substratos, particularmente oxigénio e glicose, levam a
falhas na manutengado dos gradientes i6nicos. Consequemente, canais voltagem-
dependentes pré-sinapticos se tornam ativados liberando glutamato na fenda
sinaptica. Ao mesmo tempo, o processo ativo de recaptagao falha em seu papel
fisiolégico devido a caréncia energética, e o glutamato se acumula no espago
extracelular (DIRNAGL et al., 1999). Sob despolarizagdo pds sinaptica (que pode
ser originada pela ativagdo de receptores glutamatérgicos tipo AMPA, dentre os
outros), o Mg2+, que outrora bloqueava os canais NMDA na célula em repouso,
sdo deslocados permitindo assim o influxo de Ca2+. No citosol, o Ca2+ & um
importante segundo mensageiro e influencia um grande numero de agdes
celulares, exercendo um papel regulatério em processos de proliferacédo e
sobrevivéncia celular, bem como morte por necrose ou apoptose. Concentragoes
excessivas de glutamato na fenda sinaptica resultam na superestimulagao de seus

receptores e entrada de Ca2+ excessiva no terminal pos sinaptica, que somada a
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liberacdo do Ca2+ das reservas intracelulares, elevam a concentracdo de Ca2+
acima do limiar ativador de mecanismos regulatérios, ativando portando
mecanismos intracelulares de excitotoxicidade que culminam na morte neuronal
(RUGGIERO et al., 2011).

Estudos na literatura utilizaram um método bioquimico para avaliar
parametros de excitotoxidade glutamatérgica, empregando-se a reacéo:
Glutamato+NAD(P)+ <---GDH----->a-cetoglutarato+NADPH, sendo esta uma
forma viavel de mensurar a quantidade de glutamato acumulado no meio de
incubagéo (MASSENSINI et al., 1998; LEITE et al., 2012; MOURAO et al., 2014).

Nosso trabalho mostrou que a Ang-(1-7) foi capaz de reduazir,
significativamente, os niveis de glutamato acumulado no meio de incubacgéo de
fatias tratadas. Além disso, este efeito foi abolido pelo A-779, o que permite inferir

que tal agao € dependente do receptor Mas.

No SNC, a Na*, K*, ATPase é expressa em altas concentragdes e demanda
uma cerca de 40-50% do ATP gerado. A integridade desta bomba é fundamental
para o equilibrio eletroquimico através da membrana plasmatica, garantindo o
estado de repouso; e a regulacdo da liberagdo e recaptagcdo de
neurotransmissores como o glutamato. Quando ocorre processos que causam
deplecdo energética, como a isquemia cerebral; tanto a liberagdo, quanto a
recaptacédo de glutamato ficam prejudicadas levando a um acumulo desse
neurotransmissor, e consequentemente desencadeia eventos deletérios

relacionados a excitotoxicidade (LEES, 1991)

O glutamato possui agado pdés-sinaptica, bem descrita na literatura, sobre
receptores ionotrépicos e metabotrépicos (iGIuRs e mGIuRs). Os receptores
ionotropicos incorporam canais ibnicos que s&o permeaveis a cations, embora a
permeabilidade ao Na* e Ca?* varia de acordo com a familia e a subunidade do
receptor. O glutamato pode ser neurotdéxico quando ocorre a estimulagao
excessiva dos receptores glutamatérgicos. A degeneracdo neuronal apdés um

insulto isquémico cerebral global ou focal, por exemplo, é dependente da ativagao
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dos receptores AMPA e NMDA, o que leva a entrada excessiva de Ca?* para a
célula (MELDRUM, 2000).

O papel do Ca?* na morte celular foi, primeiramente, proposto por
FLECKENSTEIN et al., em 1974. Os pesquisadores concluiram que a entrada
excessiva de Ca?* em midcitos poderia acarretar os danos observados apés um
insulto isquémico. A partir de entédo, estudos comprovaram que o influxo de Ca?*
regula varias fungbes intracelulares através de cascatas de sinalizagéo
dependentes deste ion. Além disso é sabido que, o aumento das concentragdes
de Ca?* acima do limiar regulatério ativa mecanismos de excitotoxicidade
relacionados a apoptose, estresse oxidativo (aumento das concentragdes de NO);
ativacao de fosfolipases, ativacao de proteases, importantes para a producao de
ROS, levando a morte neuronal (RUGGIERO et al., 2011).

A partir deste trabalho € possivel responder alguns questionamentos, mas
muitos outros podem ser realizados, o que indica a necessidade de outros estudos
para elucidar, mais claramente, os mecanismos envolvidos na neuroprotecéo pela
Ang-(1-7). Estudos in vivo, s&o importantes para o avaliar o dinamismo das ac¢des
de diferentes estruturas frente ao insulto isquémico, logo, tais estudos sé&o
necessarios. Além disso, o emprego de animais transgénicos também € uma
ferramenta util para responder questdes relacionadas ao receptor e ligagbes

inespecificas.
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7.CONCLUSAO

O presente estudo permite concluir que, no modelo experimental proposto o
tratamento com Ang-(1-7) foi capaz de proteger fatias hipocampais submetidas ao
protocolo de isquemia in vitro. Como possiveis mecanismos para tal efeito,
podemos concluir que a Ang-(1-7) através de seu receptor Mas atua modulando a
liberagdo de glutamato e 6xido nitrico. Além disso, é possivel concluir que a Ang-
(1-7) pode modular a via intrinseca de apoptose promovendo aumento da

viabilidade celular.
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9.2 Apéndice 2

S S el T T e —————————————————=
Balanga eletrénica de precisao decimal Marte ®

Balanga eletrdnica de precisfo milesimal  BG440 / Gehara™™

Agitador magnético " TE-D851 / Tecnal

pHmetro digital PG1800 / Gehara'™"

Fatiador de tecidos " Tizsue Chopper ! Mclhwain ™
Brinkmann Instruments, England

Fatiador de tecidos 1000 plus f Vibratome ™

Homwogeneizador de tecido

' 7359971 [ Sigma-Aldrich®

Centrifuga ' 5415R / Eppendorf
VDRL Shaker TS-20004A / Tradelab
Banho Maria " TE-054 MAG / Tecnal

Banho maria com agitagao

' BT-25 / Yamato Scientific CO, Japdo

Espectrofluorimetro
Leitor de Elisa
Pentes Gel 1.5mm

RF-551 [ Shimadzu. Kyoto, Japao

" Anthos 2010 / Biochrom
" BIO-RAD®

Cuba Verical para eletroforese
Cuba de transferéncia (Omida)

Membrana de polivinilideno (PWVDF)

Mini Protein® Tetra Cell / BIO-RAD®

" Mini Protein® Il Cell / BIO-RAD®
" Millipore™

Fonte de energia
K7 para revelagao

Filme para revelago

Power Pac 300 / BIO-RAD®

" American Biosciences Inc.
" GE Healthcare/ Amersham Hyperfilm™

ECL
Termdmetro ' Panvelg|
Flaca de eliza (96 wells) Analitica

Espectrofotdmetro
Espectrofluorimetro

Microscopio de fluoréscencia

AxyoB AnthozE Hitachinaka®

" Varian®

" Axio Imager. M2 7/ Carl Zeiss

Laminas (26x76mm)

Homogeneizador de tecidos

Bioslide

" Pellet Pestle @ Motor
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9.2 Apéndice 2

KREBS RINGER HEIMSEILT (solucio pré- MNaCl (120)

incubacio) KCl (2)
CaCl; (0,5)
MgSOy, (10)
MaHC O, (26)
KH:PO, (1,8)
Sacarose (200)
.5 p agua mili-2
pH=T 4

KREBS RINGER HEINSEILT (solugcio pré- NaCl (120)

incubacio) KCl (2)
CaCls (0,5)
MgSO, (10)
MNaHCO; (26)
KHPOy (1,8)
q.5.p agua mili-2
pH=7 4

KREBS RINGER HEINSEILT (solucd3o MNaCl(120)
incubacio) KCl (2)
CaCL (2)
MgSO. (1,19)
MNaHCO: (26)
KHzP O, (1,18)
BH4 (10 ph)
q.s.p agua mili-Q
_pH=T 4
Tampio de Lise H=0Od
Cloreto de Sodio (NaCl) {(125)
TRIS-HCI (20) pH=7 .6
EGTA (10
EDTA (&)
Cockfall de  inibidor de protease
A0plL/mL

ML H.Od
KREBS-RINGER-HEPES (KRH) Cloreto de Sodio (NaCl) {(124)
NADP+ Cloreto de potassio (4)
GDH Sulfato de Magnésio (MgSQOy) (1,2)
HEPES (25)
Glicose (10)
pH=7 4

Paraformaldeido 4% Buffer 0,1M H.Od
NaOH (100)
Tampdo fosfato (200)
pH=T7 4

Tampao fosfato (PB - 0,2M) H,Od




" Na,HPO. (400)

NaH:zPO. (200)
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pH=7 4
Solucdio NADP* H-Od
NADP* (400)
Glutamato Desidrogenase (GDHY 50 ui
L-Glutamic Dehydrogenase
Solucio Padrio de Glutamato Padrio H:Od



