UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

ALEX DIAS ASSIS

EFEITO DA ANGIOTENSINA-(1-7) NA REGENERACAO AXONAL E
NA PLASTICIDADE MEDULAR APOS LESAO NERVOSA
PERIFERICA

UBERLANDIA
2015



ALEX DIAS ASSIS

EFEITO DA ANGIOTENSINA-(1-7) NA REGENERAGCAO AXONAL E NA
PLASTICIDADE MEDULAR APOS LESAO NERVOSA PERIFERICA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Biologia Celular e
Estrutural Aplicadas da Universidade Federal
de Uberlandia como requisito parcial a
obtencéao do titulo de Mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Renata Graciele
Zanon

Co-orientadora: Profa. Dra. Fernanda de
Assis Arauljo

UBERLANDIA
2015



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

AB848e
2015

Assis, Alex Dias, 1981-

Efeito da angiotensina-(1-7) na regeneragdo axonal e na plasticidade
medular ap6s lesdo nervosa periférica / Alex Dias Assis. - 2015.

70 f. il

Orientadora: Renata Graciele Zanon.

Coorientadora: Fernanda de Assis Araujo.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural Aplicadas.

Inclui bibliografia.

1. Citologia - Teses. 2. Neurbnios motores - Teses. 3. Sistema
renina-angiotensina - Teses. 4. Nervos perifericos - Doencas - Teses. .
Zanon, Renata Graciele. Il. Aradjo, Fernanda de Assis. I11. Universidade
Federal de Uberlandia. Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Celular
e Estrutural Aplicadas. IV. Titulo.

CDU: 581




AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, pelo dom da vida, amor incondicional e por
estar sempre comigo.

Agradeco aos meus mentores espirituais pela paciéncia, ensinamento, apoio
e protegao.

Agradeco minha familia pela paciéncia, orgulho e pelas oragcbes que a mim
destinaram.

Agradeco a minha esposa Cristianne, por todo amor, paciéncia e por toda

compreensdo e incentivo nos momentos de dificuldades.

Agradeco também a todo o pessoal do laboratdrio de fisiologia, neurociéncia e
histologia, pelo apoio nas horas de necessidades. Em destaque, agradeco a equipe
técnica do laboratorio de fisiologia.

A minha orientadora, Renata eu agradeco pela oportunidade, paciéncia,
dedicacdao e conhecimentos a mim proporcionado. E a minha co-orientadora

Fernanda pela oportunidade, confianga e orientacoes.

Agradeco ao coordenador(a) e a secretaria do Programa de Pds-Graduacao
em Biologia Celular e Estrutural Aplicadas (PPGBC) pela boa conducdo dos

aspectos que constituem o programa de pos-graduacao.

A todos o meu muito obrigado por fazerem parte da conclusdo de mais uma

etapa na minha vida.



RESUMO

Apos lesbes nervosas periféricas, diversas modificagdes celulares e moleculares se
desenvolvem para promover a regeneracao axonal. Os axénios, desconectados dos
seus respectivos corpos celulares, sofrem degeneracao Walleriana. Produtos dessa
degeneracao sao eliminados por células de Schwann e macréfagos. No SNC, os
corpos celulares sofrem alteracées denominadas respostas plasticas do neurdnio e
da glia, destacando-se o astrocito que apresenta importante papel nessa
plasticidade. Estudos mostram que a Angiotensina-(1-7), um metabdlito do Sistema
Renina-Angiotensina, participa em agdes centrais envolvendo aspectos
comportamentais, aprendizado e memodria, influenciando na neuroplasticidade.
Nesse sentido, o presente trabalho investigou a recuperacao funcional apoés leséao
periférica do nervo isquiatico em roedores tratados com a Ang-(1-7). Para tanto,
realizou-se a lesdo nervosa por esmagamento do nervo com preservacao do
epineuro. Durante duas semanas apés lesao, foi realizado o teste do indice funcional
do nervo isquiatico que avalia a impressao plantar durante a marcha dos animais.
Além disso, no nervo avaliou-se a regeneracao axonal e a atividade das células de
Schwann através de imunohistoquimica para neurofilamento e S-100. Diante dos
resultados dessas técnicas consideramos que o tratamento com Ang-(1-7) interfere
negativamente, possivelmente, atrasando as respostas das células de Schwann o
que reflete uma menor organizacdo axonal juntamente com um retorno funcional
mais lento. As medulas lombares, onde se encontram 0s corpos neuronais que
tiveram seus axénios lesados, também foram imunomarcados com GFAP,
sinaptofisina e Mas, para avaliarmos respectivamente a atividade astroglial, a
densidade sinaptica e o receptor de Ang-(1-7). O tratamento com Ang-(1-7) mostrou
na medula reducdo da atividade dos astrdcitos e menor densidade sinaptica apés
lesdo. Ainda, foi observado que a expressdao de Mas € alterada pela lesdo axonal,
mas o tratamento com Ang-(1-7) reduz essa expressao ap6s duas semanas da
lesdo comparando-se 0s animais controles com os tratados. Dessa maneira,
podemos concluir que o tratamento com Ang-(1-7) pode influenciar as respostas
periféricas e centrais apds lesdo nervosa, aparentemente influenciando as células
gliais responsaveis, pelo menos em parte, pela reacao neuroinflamatéria que ocorre
diante do comprometimento axonal.

Palavras-chave: Mas, lesdo em nervo periférico, neurénio motor



ABSTRACT

After peripheral nervous injuries several modifications cellular and molecular develop
to promote axonal regeneration. The axons, disconnected from their cell bodies,
suffer from Wallerian degeneration. Products of this degeneration are eliminated by
Schwann cells and macrophages. In the CNS, in the cell bodies, changes called
plastic responses of the neuron and glia occurs in the spinal cord, highlighting the
astrocytes plays an important role in this plasticity. Studies have shown that
Angiotensin-(1-7), a System Renin-Angiotensin metabolite, participates in actions
involving central behavioral aspects, learning and memory, by influencing the
neuroplasticity. In this sense, the present work investigated the functional recovery
after peripheral lesion of the sciatic nerve in rodents treated with the Ang-(1-7). For
that, we procedured with the nerve crushing injury, with preservation of the
epineurium. During two weeks after injury, was carried out to test the functional index
of the sciatic nerve that evaluates the footprint during gait of the animals. In addition,
the nerve was assessed axonal regeneration and the activity of Schwann cells by
immunohistochemistry for neurofilament and S-100. In front of these results, we
believe that treatment with Ang-(1-7) interferes negatively, possibly, delaying the
responses of Schwann cells, which reflects a less axonal organization together with a
slower return of nerve function. The lumbar spinal cords, where are the neuronal cell
bodies that had their axons injured, were also stained with GFAP, synaptophysin and
Mas antisera, for assessing, respectively, the astroglial activity, synaptic density and
the Ang-(1-7) receptor. The treatment with Ang-(1-7) showed, in the spinal cord,
reduction of the astrocytic activity and lower synaptic density after injury. Also, it was
observed that the expression of Mas is changed by axonal injury, but treatment with
Ang-(1-7) reduces this expression after injury by comparing the control animals with
the treated animals. In this way, we can conclude that the treatment with Ang-(1-7)
can influence the peripheral and central responses after nerve injury, apparently
influencing the glial cells responsible, at least in part, by neuroinflammation reaction
that occurs after axonal damage.

Keywords: MAS, peripheral nerve injury, motor neuron.
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1. INTRODUCAO
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1.1 O Sistema Nervoso e sua resposta as lesoes periféricas

O Sistema Nervoso € composto por diferentes tipos de células, os neurdnios, a
macroglia (astrocitos e oligodendrocitos), a microglia, os macrofagos perivasculares,
que sao as primeiras células a apresentarem uma resposta imune no Sistema
Nervoso Central (SNC), as células endoteliais, as células ependimarias, que forram
os ventriculos cerebrais, e as células que formam os envoltérios do Sistema
Nervoso, as meninges (Machado, 1998; Kandel et al., 2000).

Os astrocitos sao o tipo mais abundante de célula glial (40-50% da glia) e
caracterizam-se por possuirem inumeros prolongamentos, restando pequena
quantidade citoplasmatica ao redor do nucleo, que pode ser esférico ou ovdide.
Reconhecem-se dois tipos de astrécitos: os fibrosos, que apresentam
prolongamentos lisos, longos e delgados, sem muitas ramificacbes e sé&o
encontrados na substancia branca; e os protoplasmaticos, que possuem grande
quantidade citoplasmatica e gréanulos, prolongamentos espessos e bastante
ramificados, localizando-se somente na substancia cinzenta. Os prolongamentos
dos astrocitarios protoplasmaticos relacionam-se intimamente com os corpos dos
neurdnios envolvendo as sinapses (Aldskogius et al., 1999; Kandel et al., 2000).

No microambiente medular, os neurbnios motores ou motoneurdnios
apresentam contatos com a glia, dendritos e terminais sinapticos, sendo que
aproximadamente metade de toda extensdo da membrana de seu corpo celular
apresenta-se coberta por projecbes gliais, destacando-se os contatos com o0s
astrécitos (Conradi, 1969). A média de comprimento de membrana ocupada com o
contato sinaptico varia de acordo com o tipo de terminal sinaptico. Ao redor do corpo
neuronal a superficie de membrana tem aproximadamente 35% de contato com
terminais excitatorios glutamatérgicos, 12% com terminais inibitérios gabaérgicos e
glicinérgicos e, 3% com terminais colinérgicos (Zanon e Oliveira, 2006), resultando
em aproximadamente 50% do total da membrana do corpo neuronal coberta por
sinapses (Conradi, 1969).

Qualquer mudanca morfolégica de um neur6nio, especialmente de suas
aferéncias, pode ter consequéncias importantes sobre suas fungdes e metabolismo.
Essas alteracdes sao frequentemente acompanhadas por um remodelamento da glia
adjacente, e esta modificacdo do microambinte extracelular oferecera um impacto

direto sobre a atividade neuronal e na transmissao sinaptica (Theodosis et al., 2006).
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O SNC é muito sensivel a lesbes e sua capacidade regenerativa € limitada.
Assim, na maioria dos casos, o0 reparo tecidual ndo ocorre ou ocorre de forma
incompleta, causando danos irreversiveis (Moran e Graeber, 2004). Para melhor
compreensao dos mecanismos e limitagdes da regeneracdo do SNC, modelos de
lesdo nervosa foram propostos e estudados por diversos autores. Nesse contexto,
modelos classicos de lesdo como a transec¢ao ou esmagamento de nervo periférico
do Sistema Nervoso Periférico, (Lieberman, 1971; Chen, 1978; Reisert et al., 1984;
Aldskogius e Svensson, 1993), a avulsdo de raizes ventrais ou dorsais (Koliatsos et
al., 1994; Piehl et al., 1995), a incisdo no funiculo ventral da medula (Risling et al.,
1983; Linda et al., 1992) tém sido utilizados.

Nas lesbes em que ha perda da continuidade axonal, diversas modificacoes
celulares e moleculares se desenvolvem imediatamente apds a lesdo com a
finalidade de remover o segmento danificado e promover a regeneragdao axonal e
assim, a recuperacao do nervo (Burnnet e Zager, 2004). No segmento distal a lesao,
os axbnios, desconectados dos seus respectivos corpos celulares, juntamente com a
bainha de mielina, iniciam um processo de degradacdo denominado degeneracéao
Walleriana. Os produtos dessa degeneragcao sao eliminados através de uma acao
cooperativa das células de Schwann (CS) e macrofagos (Rodriguez et al., 2004).

A perda do contato axonal faz com que as CS se diferenciem e assumam
caracteristicas fenotipicas de CS n&o-mielinizantes, indispensaveis para a
regeneracao do nervo. As CS nao-mielinizantes atuam neste processo através da
sintese de moléculas de adesao celular, fatores neurotréficos sédo responsaveis pela
elaboracdo de uma membrana basal que contém varias proteinas da matriz
extracelular, denominada banda de Biingner (Frostick et al., 1998; Jessen & Mirsky,
2008). A banda de Blngner atua como um canal dentro do qual o crescimento
axonal é guiado e as moléculas de adesédo celular juntamente com os fatores
neurotréficos sdo essenciais para o crescimento axonal no interior deste canal. As
primeiras promovem orientacdo e adesividade dos axénios e CS, enquanto os
fatores neurotroficos correspondem a agentes troficos especificos que aumentam a
regeneracao nervosa periférica (Fu e Gordon, 1997; Frostick et al., 1998).

Por outro lado, no coto proximal da lesdo ha o desenvolvimento do processo
de regeneragdo axonal. Cada axbénio envia um grande numero de brotos que
atravessam o local da lesdo e continuam seu crescimento no interior das bandas de

Bilingner. Terminalmente em cada broto axonal, hd a formagdo de um cone de
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crescimento, que tem a funcdo de explorar 0 ambiente através de movimentos
constantes a fim de promover o direcionamento e acuracia da regeneracao axonal

em direcao aos 6rgaos-alvo (Fawcett e Kaeynes, 1990; Lundborg, 2004).

wam b by -

T e ——___ i——

Figura 1 Desenhos esqueméticos que ilustram motoneurénio intacto e axotomizado.

(Fonte: Gonzalez Forero, 2014).

O progndstico da lesao nervosa periférica é variavel e depende da integridade
da membrana basal. Quando existe lesdo significativa desta estrutura, que serve de
arcabouco para o crescimento axonal em direcao aos 6Orgaos-alvo, os axonios
regenerados assumem um crescimento tortuoso e formam brotos denominados de
neuromas, cuja composicdo € dada por axénios imaturos e tecido cicatricial que
forma uma barreira a regeneracao (Fried et al., 1991). No entanto, quando a
membrana basal é preservada, a regeneracao nervosa ocorre de forma satisfatoria
(Fawcett e Kaeynes, 1990). Neste caso, cada axbénio do coto proximal passa a
produzir uma grande quantidade de brotos que avancam distalmente em direcao aos

orgaos-alvo. Aqueles que formam uma conexdao com o érgao terminal sobrevivem,
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enquanto aqueles que nao estabeleceram nenhuma conexao desaparecem (Burnnet
e Zager, 2004).

A reinervacao do érgao-alvo sé é restabelecida apds a regeneragao completa
do ax6nio e, no caso dos axdnios motores esta reconexao com o musculo ocorre no
antigo local de ligacao, as placas motoras (Brushart, 1993). Porém, mesmo diante
da habilidade regenerativa do Sistema Nervoso Periférico, a recuperacao funcional
apos uma lesao €, em geral, insatisfatéria devido a fatores intrinsecos e extrinsecos
ao Sistema Nervoso, como o tipo e nivel de lesdo, presenca de patologias
associadas e alteragdes nos 6rgaos-alvo (Gordon e Boyd, 2003).

A axotomia de um nervo periférico causa uma resposta tecidual complexa no
SNC. Esta resposta, que afeta tanto o corpo celular quanto o microambiente
circunjacente dos motoneur6nios axotomizados, manifesta-se através de alteragdes
estruturais, metabdlicas, eletrofisioldgicas e moleculares (Moran e Graeber, 2004). O
conjunto de alteragdes do corpo celular € denominado cromatdlise e inclui: o edema
do corpo celular, a retragcdo de terminagdes sinapticas, o deslocamento do nucleo
para a periferia da célula e a dissolucdo da substancia de Nissl (Aldskogius e
Svensson, 1993). Todas essas alteracbes sao interpretadas como uma modificacdo
do estado funcional dos neurdnios lesados, passando de um modo de transmissao
sindptica para um modo regenerativo em que a célula direciona seu metabolismo
para a recuperacado da lesao (Barron, 1998; Linda et al., 1992; Piehl et al., 1993;
Piehl et al., 1998).

Ha 25 anos a glia ndo era considerada um componente importante do SNC.
Até entao, as funcgdes gliais envolviam suporte, suprimento de nutrientes e remocgao
de fragmentos celulares. Novas descobertas em relacao a diversidade de fungdes
dos astrécitos e sua interacdo com as sinapses tem mudado o conceito até entao
aceito de que a funcao cerebral resultava exclusivamente da atividade neuronal
(Pekny e Pekna, 2014). Os astrocitos sao células excitaveis e baseiam sua
capacidade de excitabilidade na variagdo da concentragcdo de calcio intracelular.
Essa modulacdo é induzida pela liberacdo de neurotransmissores durante a
atividade sinaptica. Dessa forma, os astrécitos participam e modulam a informacéao
sinaptica, desafiando a classica idéia de que a atividade sinaptica era processada
exclusivamente por neurdnios (Pekny e Pekna, 2014)

Estudos in vitro e in vivo ja demonstraram a variagdo na concentracdo de

célcio no interior de astrécitos (Perea e Araque, 2005; Deitmer e Rose, 2010). A
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elevacao de calcio citosélico deve-se principalmente a mobilizacdo do calcio
estocado no reticulo endoplasmatico. Essas oscilagbes podem ocorrer
espontaneamente (Bezzi et al., 1998; Kang et al,, 1998; Aguado et al., 2002; ) e
podem ser disparadas pela liberacdo de neurotransmissores durante a transmissao
sindptica, ja que os astrocitos expressam grande variedade de receptores,
revelando, dessa forma, a existéncia de uma comunicacao entre neurdnio e astrocito
no SNC.

Os astrocitos também estdo intimamente associados aos vasos sanguineos e
seus finos processos estdo em contato com a face vascular. O processo de
interagdo entre os astrocitos e as células endoteliais ocorre bilateralmente, pois as
células endoteliais sdo fundamentais no papel de regulacdo e maturacdo dos
astrécitos, que, por sua vez, participam da formacdo e manutencdo da barreira
hematoencefalica (Bruijn et al., 2004; Abbott et al., 2006). Os astrdcitos também
apresentam ac¢des na formacgdo da cicatriz glial apés uma lesdo do SNC ou morte
celular, respondendo rapidamente com o aumento de proteina acida fibrilar glial
(GFAP) (glial fibrillary acidic protein), fenbmeno quase sempre relacionado a
astrogliose reativa (Shrikant e Benveniste 1996).

Varias moléculas neuroativas, como o glutamato, serina-D, ATP, adenosina,
GABA, TNF-alfa, prostaglandinas, proteinas e peptideos sédo liberadas pelos
astrécitos. Elas influenciam a fisiologia neuronal e as sinapses, e todas em conjunto
recebem a denominacédo de gliotransmissores. Unindo os resultados de diversos
trabalhos demonstrou-se que alguns desses gliotransmissores sado liberados de
forma calcio-dependente, através de exocitose de vesiculas ou lisossomos (Volterra
e Meldolesi, 2005). Demonstrando mais uma vez a comunicagao entre astrécito e
neurdnio, através da interacdo entre a modulacao de célcio e resposta astrocitaria a
atividade singptica.

Além de suas amplas fungdes, bem como pela plasticidade de suas projecdes
citoplasmaticas, os astrocitos representam elementos fundamentais no processo de
plasticidade sinaptica apdés uma lesdo nervosa (Aldskogius et al, 1999).
Paralelamente as alteragdes observadas nos motoneurdnios axotomizados, os
astrécitos também apresentam uma série de alterac6es metabdlicas caracteristicas,

em conjunto denominada astrogliose ou astrogliose reativa (McCall et al., 1996;

Pekny, 2001), que inclui principalmente o aumento da expressdao de GFAP, esta
proteina é constituinte da rede de filamentos intermediarios do citoesqueleto dos
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astrécitos, presentes, portanto, no corpo celular e nas projecdes astrocitarias
(Tetzlaff et al., 1988). Como a expressao da proteina GFAP é caracteristicamente
aumentada em astrocitos préximos de motoneurbnios lesados (Graeber e
Kreutzberg, 2004; McCall et al., 1996; Norton, 1999), esta se constitui num eficiente
marcador de seus processos citoplasmaticos (Pekny, 2001).

Subsequentemente, ocorre um aumento da expressao de apolipoproteina J
(Svensson et al., 1995), PDGF (platelet derived growth factor) (Hermansson et al.,
1995), do receptor NMDA (Popratiloff et al., 1996), e da proteina GAP-43 (Rohlmann
et al., 1994), que indicam um aumento da comunicagao intercelular. Também ocorre
um aumento da expressdo de receptores de endotelina (ETaAR e ETgR), que
promovem uma concentragao intracelular maior de ions Ca™ (MacCumber et al.,
1990), induzem o efluxo de glutamato (Sazaki et al., 1997), estimulam a sintese de
mediadores inflamatérios, além de promover a organizacdo do citoesqueleto de
actina (Koyama e Baba, 1999), regulando a hipertrofia e hiperplasia astrocitaria no
SNC lesado (Rogers et al., 2003).

1.2 Angiotensina-( 1-7)

O Sistema Renina Angiotensina (SRA) é um sistema hormonal composto por
varias enzimas, peptideos ativos e inativos, que, juntos, desempenham importante
papel na fisiologia cardiovascular por regular a pressao arterial e manter o balanco
hidroeletrolitico. Classicamente, o0 angiotensinogénio produzido no figado, é
hidrolizado pela renina, liberada pelas células justaglomerulares renais, e produz um
decapeptideo denominado angiotensina | (Ang-l), a qual é convertida pela enzima
conversora de angiotensina (ECA) em angiotensina Il (Ang-Il) um octapeptideo
biologicamente ativo (Peach, 1977).

A Ang-ll exerce inumeros efeitos bioldgicos através da ativacdo de seu
receptor AT4, dentre as quais destacam-se: vasoconstricdo, estimulo ao mecanismo
da sede, liberacao de aldosterona e vasopressina, aumento da reabsor¢ao de sodio
e agua nos tubulos renais, hipertrofia celular, fibrose, inotropismo e cronotropismo
positivos, formacdo de radicais de superoxido, ativagcdo do sistema nervoso
autdbnomo simpatico, secrecao de endotelinas, dentre outros (Santos et al., 2008). A
Ang-1l também pode se ligar ao seu outro receptor AT, e exercer efeitos opostos aos
do receptor ATq. A ativacdo de AT, promove diferenciacdo celular, reparo tecidual,
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apoptose, vasodilatagcéo, inibicdo do crescimento e da proliferacao celular (Carey,
2005).

ANGIOTENSINOGENIO
ANGIOTENSINAI —m—.—- ANGIOTENSINA1-9

| &~ |

ANGIOTENSINAII [N  ANGIOTENSINA1-7

|
B 2

Figura 2: Representagdo do Sistema Renina Angiotensina: via cléssica e via contra-reguladora
(SRA).

A identificacdo de peptideos biologicamente ativos, a descoberta de novas
enzimas para o0 metabolismo de angiotensinas, de novos receptores
angiotensinérgicos, de interagdes receptor-receptor e de novas funcdes do SRA e da
atuacdo local deste sistema, independentemente de sua secre¢cdo hormonal, tém
modificado a visdo classica do SRA (Ferrario et al., 2005; Santos et al., 2008).

A Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] € um metabdlito do SRA, que, por muito
tempo, foi considerado inativo (Greene et al., 1982). Esse conceito comegou a se
modificar a partir dos estudos de Schiavone et al. (1988) evidenciando que a Ang-(1-
7) exercia um efeito semelhante ao da Ang Il na liberagdo de vasopressina em
culturas de extrato de neuro-hipéfise. Desde entdo, diversos estudos tém
demonstrado efeitos de grande importancia e que produziram alteragdes conceituais
de fundamental importancia relacionadas a Ang-(1-7). Dentre eles destacam-se a
descoberta da ECA2 (enzima conversora de angiotensina 2) como a enzima
responsavel pela formacgao da Ang-(1-7) e a identificagdo do seu receptor endégeno
denominado Mas (Santos et al., 2003; Donoghue et al., 2000).
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A ativacao do receptor Mas pela Ang-(1-7) tem efeitos antagbnicos aqueles
promovidos pela interacdo da Ang Il com o receptor AT(Santos et al., 2008, Pereira
et al., 2007, Tallant et al., 2005). A primeira evidéncia de que a Ang-(1-7) podia ser
gerada em areas do Sistema Nervoso Central foi obtida em estudos de hidrélise da
[1®]-Ang | em homogenatos de cérebro. Homogenato de micropuncdes das areas
dorsomediais e ventrolaterais do bulbo de céo produziram a partir da ['*’l]Ang | e da
['®1]Ang II, a ['*°I]Ang-(1-7) (Santos et al., 1988). Esse peptideo era, nessa época,
considerado um fragmento do SRA sem efeito biolégico. No entanto, neste mesmo
estudo foi observado que na presenca do inibidor da ECA, ocorria bloqueio da
producédo da Ang Il sem, contudo, afetar a produgédo da Ang-(1-7). Estes resultados
mostraram, pela primeira vez, a independéncia da producédo da Ang-(1-7) das vias
classicas do sistema SRA, e incentivaram a procura de a¢des da Ang-(1-7), tanto na
periferia, como no SNC.

Varios estudos posteriores mostraram que a Ang-(1-7) age centralmente
como um importante neuromodulador, especialmente em areas bulbares envolvidas
com o controle tdnico e reflexo da pressao arterial (Averill et al., 2000; Santos et al.,
2000). Além da participacao da Ang-(1-7) no controle barorreflexo, a microinjecao
deste peptideo em outras areas bulbares especificas produz importantes efeitos
sobre a pressao arterial e freqiéncia cardiaca. Dentre essas areas podemos citar o
nucleo do trato solitario (NTS), onde esta localizada a primeira sinapse das fibras
barorreceptoras do SNC, area caudal do bulbo ventrolateral (CVLM) e area rostral
do bulbo ventrolateral (RVLM), sendo esta ultima importante por conter os neurénios
pré-motores que inervam os neurbnios pré-glanglionares do Sistema Nervoso
Simpatico na coluna intermédio lateral (Dampney 1994).

Block e colaboladores em 1988 mostraram através de imunohistoquimica a
presenca da Ang-(1-7) em diversas areas hipotalamicas, incluindo os nucleos:
paraventricular, supra-6ptico, supraquiasmatico e “bed nucleus” da estria terminal. A
Ang-(1-7) também produz efeitos em varias dessas areas hipotalamicas. No nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN), a Ang-(1-7) produz efeito neuronal excitatério
comparavel com o efeito da Ang Il (Ambdhl et al, 1992) e induz aumento da
atividade simpatica renal (Silva et al., 2005). Esses efeitos sdo abolidos pelo A-779,
um peptideo que se liga ao receptor Mas impedindo a acdo da Angi1-7 (Ambuhl et
al., 1992; Silva et al., 2005). Em relagdo ao equilibrio hidroeletrolitico a Ang-(1-7)

estimula a liberacdo de vasopressina pelo eixo hipotalamo-hipofisario, equivalente
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ao efeito produzido pela Ang Il (Schiavone et al., 1988). Calka e colaboladores em
1993 mostraram a colocalizacdo da Ang-(1-7) e da éxido nitrico sintase nos nucleos
supra-éptico e paraventricular do hipotalamo, este resultado corrobora o potencial
papel da Ang-(1-7) no controle do equilibrio hidroeletrolitico através do eixo
hipotalamo-hipofisario.

1.3 Efeitos pleiotroficos da Ang-(1-7)

Além da participacdo da Ang-(1-7) no controle da pressao arterial e do
equilibrio hidroeletrolitico, estudos na literatura mostram que a Ang-(1-7) participa
também em acbes centrais envolvendo aspectos comportamentais e de
aprendizagem e memoria. A administracdo central da Ang-(1-7) aumenta o
comportamento de aprendizagem, memdéria e motilidade (Holy et al., 1992). A Ang-
(1-7) aumenta o potencial de longa duracao na regido CA1 do hipocampo (Hellner et
al.,, 2005) e na amigdala lateral de ratos. A modulacdo de potenciais de longa
duracdo nessas areas do cérebro esta envolvida na plasticidade neuronal,
influenciando os processos de aprendizagem e memoéria (Albrecht, 2007).

Estudos também demonstram a presenca da Ang-(1-7) e localizacao
anatdmica do seu receptor Mas em ganglios da raiz dorsal onde se evidencia o
receptor em neurdnios sensitivos. Os resultados implicam que Ang-(1-7) e seu
receptor Mas constituem um possivel fator regulatério para informacao sensorial,
Fornecendo evidéncias de antinocicepcao periférica através da ativacao de receptor
Mas, independentemente de opiaceos (Costa et al., 2012).

A administracdo central de Ang-(1-7) em ratos acometidos por isquemia
cerebral é acompanhada pela reducdo da area infartada e melhora dos déficits
neurolégicos. O efeito anti-isquémico esta relacionado com aumento do suporte
sanguineo, redugdo do estresse oxidativo, aumento do aporte de fatores
neurotréficos e uma resposta inflamatéria atenuada (Mecca et al.,2011; Lu et al,,
2013; Regenhardt et al., 2013).

Guo e colaboradores 2010, mostraram que astrocitos expressam o receptor
Mas na regido ventrolateral na parte cranial do bulbo em modelos de ratos
hipertensos. Nesse estudo é proposto que os atrécitos, na hipertensao, respondem
de forma diminuida ao tratamento com Ang-(1-7) e, consequentemente, a atividade

simpatica € aumentada resultando em uma pressao arterial mais elevada. Fato
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importante desse trabalho foi que os autores identificaram que a Ang-(1-7) influencia
a atividade dos astrocitos.

Nesse sentido, conciliando dois diferentes aspectos: 1) a multifuncionalidade
dos astrécitos, em especial seu envolvimento com a plasticidade apds lesao nervosa
e, 2) a presenca no SNC bem como os diferentes papéis da Ang-(1-7) que mostram
envolvimento desse peptideo em plasticidade neuronal e nocicepcdo, nosso
guestionamento tem como objetivo verificar o possivel envolvimento da Ang-(1-7) e
de seu receptor nas respostas periféricas e centrais do Sistema Nervoso apés uma

lesdao axonal.
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2.1 Objetivo geral

A proposta deste trabalho € investigar o papel do peptideo Ang-(1-7) e seu
receptor Mas na plasticidade sinaptica e na reatividade astroglial apds lesdao nervosa
periférica.

2.2. Objetivos especificos

Analisar o impacto da angiotensina-(1-7) sobre a recuperacao funcional do nervo

isquiatico.

Analisar o impacto da angiotensina-(1-7) sobre a recuperag¢do axonal apds lesdo
periférica.

e Estudar a resposta astroglial a angiotensina-(1-7) apds lesdo nervosa periférica.

e Investigar a influéncia da angiotensina-(1-7) na densidade sinéptica apés lesao
periférica.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1Animais

Foram utilizados 40 camundongos adultos machos (6 a 8 semanas de vida,
259) pertencentes a linhagem C57BL selvagens (WT). Todos os experimentos com
utilizacdo de animais desse trabalho foram aprovados pelo Centro de Bioterismo de
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CBEA/UFU) sob o
protocolo n® 109/12 (ANEXO A).

3.2 Procedimento cirurgico: Esmagamento do nervo isquiatico

Os animais foram divididos em quatro grupos com n=10 animais por grupo.
Dois grupos, chamados de SHAM, sofreram o0 mesmo estresse cirlrgico dos animais
efetivamente lesados no nervo periférico. Esse procedimento constituiu-se de
incisdo cirargica e rebatimento das camadas fasciais e musculares e subsequente
exposicdao do nervo isquiatico, em seguida, apos o retorno de todos os tecidos,
realizou-se a sutura da pele. Os outros dois grupos, denominados,
AXOTOMIZADOS, passaram efetivamente pela lesdo nervosa periférica (Figura 3).

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina e cloridrato de
xilazina (1:1; 0,10ml/25¢, i.p.) e submetidos ao esmagamento do nervo isquiatico
esquerdo préximo ao forame obturado. Com o auxilio de uma pinga n? 4, foi mantida
pressdo constante durante 10 segundos, sequencialmente, o procedimento foi
repetido pelo mesmo periodo de tempo (Xin et al., 1990). Um ndé cirargico no tecido
muscular adjacente ao local do esmagamento foi realizado para marcagao do local a
ser removido para andlise. A pata contralateral ao lado lesado foi utilizada como

controle.
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Figura 3: Esmagamento do nervo isquidtico. Na figura A os animais foram anestesiados com
cloridrato de cetamina, B incisdo na coxa, C exposi¢do do nervo isquiatico, D flecha aponta o nervo
esmagado e E sutura.

3.3 Tratamento dos animais com angiotensina-(1-7)

Os animais receberam inje¢des subcutaneas de 10ng de Ang-(1-7) em 100uL
de salina (concentracao de 100nM), desde o primeiro dia da cirurgia, por 14 dias,
sempre no mesmo horario. Experimentos pilotos com trés diferentes doses serviram
como referéncia para escolha da dose efetiva. Os grupos C57BL-WT SHAM e
AXOTOMIZADO TRATADOS foram tratados com variacées de doses de 10, 30 e
100ng de Ang-(1-7)/100 uL e comparados através do teste do indice funcional do

nervo isquiatico com um grupo controle.

3.4 Analise do indice funcional do isquiatico (SFI)

O protocolo seguido foi adaptado de Inserra et al. (1998). Os camundongos
foram treinados uma semana antes da cirurgia a caminhar no aparato construido
para a analise funcional com dimensdes em centimetros (AxLxP) de 23x21x68cm.
Foi realizada a coleta da impressao plantar pintando com tinta atéxica as patas do

animal e posicionando 0 mesmo para caminhar em uma tira de papel 7,0 x 29,5 cm
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colocada no corredor da caixa de avaliacao projetada para esse experimento (Figura
4A). As anadlises foram realizadas nos seguintes tempos: trés dias antes da cirurgia,

1 dia, 5 dias, 9 dias e 13 dias apds o procedimento cirlrgico.

Figura 4: Teste do indice funcional do nervo isquiatico (SFl). Em A, aparato para a analise funcional,
B coleta da impressao plantar pintando com tinta atéxica, C posicionando o mesmo para caminhar

em uma tira de papel e D camundongo caminhando para marcacao das impressoes.

As tiras contendo as impressdes foram digitalizadas em scanner e analisadas
utilizando o programa Imaged 1.48V. Os dados referentes a cada animal foram
identificados individualmente de modo a permitir o seguimento ao longo do tempo.
Os parametros medidos nas impressoes, tanto das patas normais como das patas
afetadas, foram o comprimento da pegada (PL, print length) e a abertura total dos
dedos (TS, foe spread). Essas medidas (Figura 5) foram colocadas na férmula do
calculo do SFI e a pontuacao obtida anteriormente a lesao foi considerada 100% da
funcdo, correspondendo, portanto a integridade do nervo e as demais pontuagdes

obtidas no pés cirurgico porcentagens relativas a pontuacao inicial.
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Figura 5: Medidas utilizadas no calculo do indice funcional do isquiatico (Fonte: Inserra et al. 1998).
SFI indice funcional do isquiatico, ETS abertura total dos dedos (TS, foe spread) lado experimental,
NTS abertura total dos dedos (TS, foe spread) lado normal, EPL comprimento da pegada (PL, print

length) do lado experimental e NPL comprimento da pegada (PL, print length) do lado normal.

3.5 Imunohistoquimica

Findo os 14 dias de experimento, os animais foram anestesiados com a mesma
mistura anestésica utilizada no procedimento cirargico e submetidos a eutanasia
com aprofundamento da anestesia para realizacdo de torocotomia e perfusédo
transcardiaca, respectivamente, com solucdo salina tamponada (20mL tampéao
fosfato com 0,9% de NaCl, 0,1M, pH 7,4; PBS) e solucao fixadora (20mL de
formaldeido 3,7%). Com auxilio de material cirirgico adequado e lupa, foram
extraidos os nervos isquiaticos de ambos os lados, contra e ipsilateral a lesao, e as
medulas espinais lombares. Todo o material extraido foi mantido em solugao
fixadora por 12h em temperatura de 4°C.

Passado o periodo de fixacdo, o material foi desidratado em sacarose 20% e
incluido em Tissue-Tek (Miles Inc., USA) e congelado a -40°C em isopentano
resfriado em nitrogénio liquido. Dos blocos congelados com o material, foram
obtidos cortes histolégicos transversais da medula e longitudinais dos nervos em
criostato (-25°C, Microm, Heidelberg, Germany) com espessura de 10 um. As
secgdes foram entdo transferidas para laminas gelatinizadas previamente
climatizadas. As laminas prontas, contendo os cortes histolégicos de medula e
nervo, foram estocadas a -20°C até a realizagdo da técnica.

As laminas foram colocadas em temperatura ambiente para a climatizacao,
sendo entdo, imersas e lavadas por trés vezes em PBS 0,01M. Em seguida, as
laminas foram incubadas em camara Umida com 150ul de solugédo de albumina
bovina 5% em PBS 0,01M, pH 7,4 por 1h. Apbs este periodo, os anticorpos
primarios foram aplicados, com periodo de incubagédo de 18 a 24h sob temperatura
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de 4°C em camera umida. Os anticorpos primarios empregados estdo apresentados

na Tabela 1.
MEDULA
Cabra anti-GFAP (1:50, Santa Cruz) Proteina do citoesqueleto de astrécitos
Coelho anti-sinaptofisina (1:50, Dako) Proteina presente nas vesiculas de

neurotransmissor nos terminais pré-sinaticos

Camundongo anti-Mas (1:50, Laboratério de | Receptor Ang-(1-7)
Hipertensdo, UFMG)

NERVO

Camundongo  anti-neurofilamento  (1:200, | Proteina do citoesqueleto de axdnios
Sigma)

Coelho anti-S100 beta (1:200, Santa Cruz) Proteina de receptor calcio dependente

presente em células de Schwann

Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados e sua descrigao.

Em sequéncia a primeira incubacéao, as laminas foram lavadas em PBS 0,01 M,
pH 7,4 e incubadas com os anticorpos secundarios conjugados com particula
fluorescente (Alexa Fluor 488 ou 594, Jackson Laboratories, USA) por 1h protegidos
da luz. Os espécimes foram lavados em PBS 0,01M, pH 7,4 e montados com
laminula em glicerol/PBS (1:1) contendo DAPI (4’-6’- diamino -2- fenil-indol)
marcador citoquimico de nucleo que marca DNA. O material foi entdo observado e
documentado utilizando-se um microscopio de fluorescéncia (TS-100, Nikon)
acoplado a céamera fotografica digital utilizando-se os filtros para fluoresceina
(488nm) e rodamina (594nm).

Foi capturada uma imagem de cada lado da medula exatamente sobre o
nucleo lateral do corno ventral da medula lombar onde se encontram os neurdnios
formadores do nervo isquiatico, com objetiva de 20x, para cada animal. Da mesma
forma, procedeu-se para os nervos direito e esquerdo de cada animal.

As imagens dos nervos foram analisadas qualitativamente enquanto as
imagens das medulas foram usadas para quantificacdo da densidade de pixel com o
auxilio do software IMAGEJ (versao 1.33u, National Institutes of Health, USA).
Procedeu-se de forma sistematica para todas as imagens (Figura 6), dez

mensuracdes foram feitas pontualmente ao redor dos grandes neurdnios medulares,



29

sabidamente na literatura que esses grandes neurdnios sdo considerados motores
(Conradi, 1969). Foram medidos quatro neurbénios para cada animal, sendo dois do

lado ipsilateral e dois do lado contralateral a leséo.

Figura 6: Representacao das
mensuracdes realizadas para densidade .
de pixel nos anticorpos imunomarcados VT
nas medulas espinais lombares. A- AN,
Medula lombar com grandes neurbnios

motores no nicleo motor lateral no D
corno ventral medular. B- dez regides '
medidas para imunomarcagdo anti-Mas,
C- dez regidbes medidas para .
imunomarcagdo anti- GFAP e D- dez S NN
regibes medidas para imunomarcagao /
anti-sinaptofisina.

A partir da média das medidas dos dois neurbénios de cada lado foi feito o
céalculo da razao lado contralateral/lado ipsilateral para cada animal do grupo. Por
fim, a média aritmética para cada grupo foi calcula e feita a comparacao entre esses
valores. Os resultados foram apresentados como média + erro padréo (EP).

3.6 Analise Estatistica

Foi realizada a analise descritiva primeiramente para analisarmos a distribuicao
de nossos dados numéricos. Diante dos resultados descritivos, escolheu-se o teste
ANOVA um critério. Como pdés-teste Student-Newman-Keuls adequado conforme
necessidade dos dados para comparagao entre 0os grupos para dados paramétricos
e teste U de Mann Whitney para dados com distribuicdo ndo paramétrica. Assumiu-
se para todos os testes comparativos niveis de significancia de p [a,b,c] p<0,05,
[d,e,f] p<0,01 e [g,h,i] p<0,001.
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4 RESULTADOS
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4.1 O tratamento com Ang-(1-7) pode interferir na recuperacao funcional
apos lesao nervosa periférica

Os animais suportaram bem a anestesia e todo o processo cirtrgico. Nenhum
dos animais axotomizados, no inicio, se apoiava sobre a pata ipsilateral a lesao,
apresentando a pata caida e os dedos em adugdo como resultados da disfuncao do
nervo isquiatico. Gradualmente, com o passar das duas semanas analisadas apés
lesdo, os animais recuperaram a capacidade de se apoiarem sobre o membro
ipsilateral com abdug¢do dos dedos. Ao todo, foram avaliadas 720 impressdes
plantares ipsilaterais e 720 contralaterais (4 grupos com n=10 x 6 testes durante as
duas semanas de andlise x 3 impressodes plantares de cada lado por teste).

A Figura 7 mostra que todos os animais partem de uma avaliagdo da funcao
do isquiatico considerada normal ou integra (anteriomente ao procedimento
cirurgico), mostrada pelo pontuacdo de 100% da funcao preservada. Na avaliacao
apontada pelo numero 1 (1 dia apds a lesdo), observa-se a perda total da fungéo
nos animais submetidos a axotomia (linhas azul e vermelha) enquanto os animais
SHAM (linhas preta e verde) ndo apresentam variagdo da pontuacdo durante o
periodo de andlise. Observa-se melhora significativa no grupo axotomia controle a
partir do teste 1 e no grupo axotomia tratado com Ang-(1-7) nota-se um pequeno
retardo do processo de recuperacdo motora entre as avaliagdes 5 e 9, mostrada
pela menor inclinagdo da curva quando comparado aos animais axotimizados
controles. Comparando todos os testes entre os grupos axotomizados houve
diferenca estatisticamente significativa (p <0.05) no teste 9 (92 dia pds lesao).
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Figura 7: Teste do indice funcional do isquiatico (SFI) que analisa a recuperacgao funcional apos
lesdo do nervo. Onde o eixo x indica os dias de coleta da impressao plantar, sendo os pontos: 0,
antes da lesao, 19, 52, 92 e 13° dia apds a lesdo. No eixo y, a porcentagem de recuperacgao funcional.
Linhas de diferentes cores mostram os diferentes grupos: preta grupo sham controle, verde grupo
sham tratado, azul grupo axotomia controle e vermelha grupo axotomia tratado. O asterisco (*)

aponta a diferencga estatistica entre os pontos da 9° SFI.

4.2 Nervos lesados de animais tratados com Ang-(1-7) mostram
desalinhamento dos axénios em recuperacao juntamente com maior atividade
das células de Schwann

As Figuras 8 e 9 mostram imunomarcagdes anti-neurofilamento e anti-S-100
beta, respectivamente, em cortes longitudinais dos nervos isquiaticos.

O neurofilamento constitui a terceira classe de filamentos intermediarios dos
neurdnios, sendo encontrado principalmente no citoplasma dos axénios, sendo
essenciais para a manutencao da forma e estabilizacao dos axénios. A proteina S-
100 beta é uma proteina da familia S-100 modulada pelo calcio. A isoforma beta é a
Unica encontrada nos nervos periféricos localizada nas células de Schwann. Essa
proteina é altamente expressa apds lesdo nervosa, principalmente apds a primeira
semana, e esta relacionada a ativacao das células de Schwann de forma mais
importante no coto proximal do nervo lesado (Spreca et al.,, 1989). Dessa forma, a
identificacdo da expressao dessas proteinas nos reporta a qualidade do processo de
regeneracao axonal tanto através da organizacado dos proprios axénios como pela
reacao das células de Schwann.

A imunomarcagédo anti-neurofilamento mostra aumento de expressao e

disposicdo mais organizada dos neurofilamentos no grupo axotomizado controle
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(Figura 8D) em que os axbénios parecem mais paralelos e lineares em comparagéao
com o grupo axotomia tratado com Ang-(1-7). Essa disposicao das fibras nervosas
em direcao ao 6rgao-alvo é compativel com um processo regenerativo eficiente.

Na Figura 9, que apresenta a imunomarcacao anti-S-100 beta notamos o
aumento de expressao da proteina nos nervos lesados dos animais tratados com
Ang-(1-7) ap6s duas semanas da lesdo. O que corresponde com uma maior
atividade das células de Schwann. Enquanto que, para os animais axotomizados
controles, as células de Schwann ja apresentam reducdo da expressao de S-100

beta, aspecto mais adequado ao tempo p6s lesdo analisado (Spreca et al., 1989).
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AXOTOMIA

Ipsilateral

CONTROLE

TRATADO A1-7

Figura 8: Imunomarcacgéo anti-neurofilamento em cortes longitudinais do nervo isquiético. A-D grupos sham controles e axotomia controle. E-H grupos sham
tratados com Ang-(1-7) e axotomia tratados com Ang-(1-7). Observe o aumento da imunomarcacao do lado ipsilateral a lesdo nos grupos axotomizados (D e

H). Ainda, entre essas duas fotomicrografias, note diferenca na organizagdo dos axénios. Em D, lineares e paralelos. Escala = 100um.



SHAM AXOTOMIA

Contralateral Ipisilateral Contralateral Ipisilateral

Figura 9: Imunomarcagéo anti-S-100 beta em cortes longitudinais do nervo isquidtico. A-D grupos sham controles e axotomia controle. E-H grupos sham

CONTROLE

TRATADO A1-7

tratados com Ang-(1-7) e axotomia tratados com Ang-(1-7). Observe o0 aumento da imunomarcacgéo do lado ipsilateral a lesdo nos grupos axotomizados (D e

H). Entre essas duas fotomicrografias, note que comparativamente em H tem-se maior expressao de S-100. Escala = 100um.
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4.3 Reducao da astrogliose e menor densidade sinaptica apos tratamento
com Ang-(1-7)

As imunomarcacoes a seguir (Figuras 10 e 13) mostram a resposta central a
lesdo tanto dos astrécitos (GFAP) como da densidade sinaptica ao redor do corpo
dos grandes neurbnios do corno ventral da medula espinal lombar, através da
expressao de sinaptofisina. Nas Figuras 10, 11 e 12, os resultados demonstram que
quando héa lesao, os astrécitos medulares do mesmo lado (ispilateral) respondem
com hipertrofia que é mostrado pelo aumento da expressao de GFAP (Figura 10D e
H). Processo também notado mesmo nos animais SHAM (sem lesdo do nervo).
Neles, a lesdo muscular (6rgéo alvo da inervacao do isquiatico) pode ter ocorrido
durante a incisdo cirlrgica para a exposicao do nervo, provocando uma pequena
resposta astroglial na medula (Figura 10B e F).

O aumento do GFAP, em relacdo ao lado contralateral, € levemente maior
para 0s animais axotomizados controle em relagdo aos axotomizados tratados
(Figura 12). No entanto, quando comparamos somente o lado esquerdo, ipsilateral a
lesdo, desses grupos, nota-se a resposta glial significantemente reduzida com o
tratamento de Ang-(1-7) (Figura 12).
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Figura 10: Imunomarcagéo anti-GFAP em cortes transversais da medula lombar no nucleo motor lateral do corno ventral. A-D grupos controle, sham e
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TRATADO A1-7

axotomia. E-H grupos tratados com Ang-(1-7), sham e axotomia. Observe o aumento da imunomarcacao dos grupos controles A-D especialmente em D,

mostrando maior expressao de GFAP. Note que o tratamento com Ang-(1-7) diminui a expressado de GFAP em E-H. Escala = 100um.
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Figura 11: Grafico da relagdao da densidade de pixel da imunomarcagéo anti-GFAP entre os lados
contralateral e ipsilateral de cada grupo no corno ventral da medula lombar. ANOVA 1 critério com
pés-teste Student-Newman-Keuls. [a] em relagdo a primeira barra e [d] em relagcdo a segunda barra,

[a] p< 0,05 vs sham ct e [d] p< 0,05 vs Sham tto.
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Figura 12: Gréficos da densidade de pixel para a imunomarcagéo anti-GFAP no lado contralateral e
ipsilateral de cada grupo no corno ventral da medula lombar. Testes U de Mann Whitney. [a-b] em
relagdo a primeira barra, [e] em relacdo a segunda barra e [h] em relagao a terceira barra) Lado
contralateral: [a] p< 0,05 vs sham ct; [b] p< 0,01 vs sham ct; [e] p< 0,01 vs sham tto. Lado
ipsilateral: [b] p< 0,01 vs sham ct; [e] p< 0,01 vs Sham tto; [h] p< 0,01 vs axot ct.
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Em relacdo a imunorreatividade para a proteina sinaptofisina (Figura 13), duas
semanas apos lesdo, foi identificada uma diminuicdo significativa na expressao da
proteina, traduzindo a menor cobertura sinaptica em relacdo aos corpos de
motoneurdnios, nos animais dos grupos axotomia tratado e controle. A reducao da
densidade sinaptica é esperada apds axotomia periférica e, no presente trabalho, o
tratamento com Ang-(1-7) apds lesdo axonal parece promover uma maior perda dos
contatos sinapticos proporcionalmente ao lado integro da medula quando
comparado aos animais axotomizados controle (Figura 14 e 15).

Quando analisamos separadamente os lados contra e ipsilateral dos grupos,
mostramos que estatisticamente os valores médios de expressdao de sinaptofisina
sdao semelhantes entre todos os animais (Figura 15, primeiro grafico). Nos lados
ipsilaterais a lesdo dos animais axotomizados controle e tratado podemos notar que
ocorre uma tendéncia para uma menor densidade sinaptica com o tratamento de
Ang-(1-7) (Figura 15, segundo grafico), apesar de ndo ocorrer diferenca estatistica

entre os valores.
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CONTROLE

TRATADO A1-7

Figura 13: Imunomarcagéao anti-sinaptofisina em cortes transversais da medula lombar no nacleo motor lateral do corno ventral . A-D grupos controle, sham
e axotomia. E-H grupos tratados com Ang-(1-7), sham e axotomia. Note que o tratamento com Ang-(1-7) ndo alterou o padrdo basal da expressao de

sinaptofisina nos animais SHAM. Observe em D e H a diminuicdo da expressao de sinaptofisina devido as lesbées provocadas nos axénios de neurdnios

motores. Escala = 100um
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Figura 14: Gréfico da relacao da densidade de pixel para a imunomarcagao anti-sinaptofisina entre
os lados contralateral e ipsilateral de cada grupo no corno ventral da medula lombar. ANOVA 1
critério com pés-teste Student-Newman-Keuls. [c] em relagdo a primeira barra, [f] em relagéo a

segunda barra e [h] em relagéo a terceira barra) [c] p< 0,001 vs sham ct; [f] p< 0,001 vs sham tto; [h]
p< 0,01 vs axot ct.
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Figura 15: Gréafico da densidade de pixel para a imunomarcacdo anti-sinaptofisina no lado
contralateral e ipsilateral de cada grupo no corno ventral da medula lombar. Testes U de Mann
Whitney. [a-b] em relacdo a primeira barra, [e] em relagdo a segunda barra. Lado contralateral:
nenhuma diferenca estatistica. Lado ipsilateral: [a] p< 0,05 vs sham ct; [b] p< 0,01 vs sham ct; [e]
p< 0,01 vs sham tto.
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4.4 Reducao da imunomarcacao para receptor Mas apos tratamento com
Ang-(1-7)

A Figura 16 mostra a imunorreatividade para receptor Mas no citoplasma dos
neurbnios motores e das células gliais circunjacentes. Os resultados demonstram
que a expressao de Mas € modificada com a axotomia periférica, 0 que pode ser
observado comparando os animais SHAM com o grupo axotomia controle (Figuras
16A e B com C e D, 17). Nesse caso a expressdo de Mas foi especialmente
observada no citoplasma neuronal e, em menor proporcao, fora desses neurdnios,
porém proxima aos mesmos, mostrando provavelmente, também uma expressao
glial desse receptor. Adicionalmente, existe uma pequena resposta
contralateralmente a lesédo (Figuras 16C e G, 18). Esse tipo de resposta ¢é justificada
pela existéncia de conexdes entre os interneurbnios que emitem seus axdnios em
direcdo ao lado contrario da medula, estabelecendo uma pequena via de sinapses
que alcangam os motoneurdnios do corno anterior, sendo essa via responsavel por
fungdes integrativas da medula (Lent, 2010).

Ainda, esta analise revela uma diferenca de expressdo de receptor Mas
estatisticamente significativa entre os grupos axotomia controle e axotomia tratado
(Figuras 17 e 18). O tratamento com Ang-(1-7) reduziu a expressado do seu proprio

receptor apos duas semanas da leséo.



SHAM AXOTOMIA

Contralateral Ipsilateral

Contralateral Ipsilateral

CONTROLE

Tratado Ang-(1-7)

Figura 16: Imunomarcagéo anti-MAS em cortes transversais da medula lombar no nicleo motor lateral do corno ventral. A-D grupos controle, sham e

axotomia. E-H grupos tratados com Ang-(1-7), sham e axotomia. Observe o aumento da expressado de receptor Mas no citoplasma dos neurénios motores

do grupo controle axotomia, especialmente no lado ipsilateral em D. Escala = 100um.
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Figura 17: Grafico da relacao da densidade de pixel para a imunomarcacao anti-MAS entre os
lados contralateral e ipsilateral de cada grupo no corno ventral da medula lombar. ANOVA 1
critério e pos-teste Student-Newman-Keuls. [a-¢c] em relacdo a primeira barra, [e-f] em relagao
a segunda barra e [i] em relagéo a terceira barra. [a] p< 0,05 vs sham ct; [c] p< 0,001 vs sham
ct; [f] p< 0,001 vs sham tto; [e] p< 0,01 vs sham tto; [i] p< 0,001 vs axot ct.
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Figura 18: Grafico da densidade de pixels para a imunomarcacdo anti-Mas no lado
contralateral e ipsilateral de cada grupo no corno ventral da medula lombar. Testes U de Mann
Whitney. [b] em relagdo a primeira barra, [e] em relacdo a segunda barra e [g] em relacdo a
terceira barra. Lado contralateral: [a] p< 0,05 vs sham ct; [b] p< 0,01 vs sham ct; [d] p< 0,05
vs sham tto; [e] p< 0,01 vs sham tto. Lado ipsilateral: [b] p< 0,01 vs sham ct; [e] p< 0,01 vs
sham tto; [g] p< 0,05 vs axot ct.



45

5. DISCUSSAO
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Diante de uma lesao nervosa periférica de um nervo espinal, respostas
celulares e metabdlicas sdo esperadas tanto no microambiente medular, onde
se encontram corpos de neurbnios e células gliais, quanto no foco da lesao,
sobre 0 nervo isquiatico, em que principalmente as células de Schwann sao
responsaveis pelo processo regenerativo axonal (Brosius e Barres, 2014). As
células do tecido nervoso atuam em conjunto para orquestrar as respostas
apos lesdo nervosa, e, diante disso, qualquer componente capaz de interferir
nessas respostas pode conduzir ao sucesso ou insucesso do reparo tecidual e
funcional do nervo comprometido.

Nesse sentido, nosso trabalho teve como objetivo analisar a influéncia da
Ang-(1-7) ap6s lesao do nervo isquiatico.

Em nossos resultados observamos que, como esperado, apds a axotomia
do nervo isquiatico, houve a perda da funcdo dos musculos inervados pelo
nervo comprometido que atuam durante a marcha e que, o tratamento com a
Ang-(1-7) retardou o processo de recuperagao entre o quinto e nono dias apés
a lesdo. Apo6s duas semanas do procedimento cirargico, através da analise de
imunohistoquimica nos nervos dos animais submetidos a axotomia,
observamos resultados que correspondem com axo6nios ainda degenerados
nos nervos extraidos de animais tratados com Ang-(1-7), contribuindo com os
achados do teste funcional.

Normalmente, na primeira semana apds a lesdo, ocorre, nos trés
primeiros dias, no coto proximal do nervo, a proliferacdo das células de
Schwann, essas auxiliam os macréfagos na fagocitose de restos de mielina e,
além disso, essas células se alinham ancoradas na lamina basal formando as
bandas de Blngner que, em torno do sétimo ao oitavo dia apds a leséo,
fornecem orientacdo e suporte para o crescimento axonal. Nesse momento, as
células de Schwann reduzem seu numero e atividade (Siqueira, 2007). Num
segundo momento, 0os axénios comecam a crescer em direcdo ao 6rgao-alvo
estimulados por fatores de crescimento liberados pelas células de Schwann. A
velocidade desse crescimento em roedores é em torno de 2 a 3 mm/dia
(Siqueira, 2007).

Em nossos resultados, os nervos de animais controle apresentaram sinais

de um processo regenerativo de quase completa conexao dos axénios lesados
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juntamente com células de Schwann menos ativas quando comparadas com o
grupo tratado. A menor expressdo de S-100 beta observada nos animais
controle indica que as células de Schwann ja exerceram as funcdes de
fagocitose, de producdo de fatores neurotréficos e de orientagdo do
crescimento axonal.

A grande marcacao anti-S100 beta nos nervos de animais tratados com
Ang-(1-7) aponta que as células de Schwann, mesmo apds duas semanas da
axotomia, mostraram-se bastante ativas e/ou em maior numero (Figura 9). E
como relatado anteriormente, espera-se essa maior atividade e proliferagédo na
primeira semana apos lesdo, principalmente nas primeiras 48h (Spreca et al.,
1989; Sorci et al., 2013). Além disso, observamos, através da imunomarcacao
anti-neurofilamento (Figura 8), axdnios crescendo sem muita organizagcao
dentro dos envoltérios conjuntivos do nervo isquiatico dos animais tratados com
Ang-(1-7). Nesse contexto, podemos sugerir que o tratamento com Ang-(1-7)
tenha influenciado a maior duracéo das respostas mais agudas das células de
Schwann o que pode ter sido prejudicial para o crescimento axonal sequencial.

Em resposta a lesdo do nervo isquiatico, os corpos neuronais € a glia
circunjacente também sofrem alteracdes, como o aumento da proteina acida
fibrilar glial (GFAP), que é um indicativo de que os astrécitos, o componente
glial mais abundante, estdo mais reativos (Aldskogius et al., 1999). Ap6s um
estimulo lesivo, os astrécitos respondem de forma mais intensa entre 48-72h e,
aparentemente, na maioria das situacdes, funciona como um neutralizador de
reacdes de estresse agudo, restaurador homeostatico do SNC e limitador de
danos ao tecido (Aldskogius et al., 1999).

Os astrocitos hipertrofiados mostram aumento de suas projecoes
citoplasmaticas que se direcionam para a membrana pés-sinaptica do neurbnio
motor lesado se posicionando entre os terminais retraidos e a superficie do
corpo neuronal (Oliveira et al., 2004; Zanon e Oliveira, 2006, Spejo e Oliveira,
2014). Dessa maneira, normalmente, apds axotomia, observamos o aumento
da expressao de GFAP e a menor densidade de sinapses (sinaptofisina) em
contato com o neurénio lesado (Emirandetti et al., 2006). Nossos resultados
para o grupo axotomizado controle estdo de acordo com esse comportamento

inversamente proporcional entre sinaptofisina e GFAP. Em contrapartida, nos
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animais axotomizados e tratados com Ang-(1-7), ap6s duas semanas da lesao,
foi identificada diminuicdo significativa na expressao da proteina sinaptofisina,
resultando em uma menor cobertura sinaptica, juntamente com uma reducao
da expressao de GFAP.

Nos animais tratados com Ang-(1-7) observamos menor regeneracao
periférica, menor densidade de sinapses e menos GFAP ao redor dos
neurénios medulares. Segundo Berg et al. (2013) a deficiéncia em GFAP
atrasa a regeneracdo axonal e estd relacionada com um menor contato
sindptico no corpo neuronal. A menor reatividade dos astrécitos, identificada
pela menor expressdao de GFAP, pode comprometer o crescimento axonal e
até mesmo a sobrevivéncia neuronal. Pois, sdo células fonte de fatores de
crescimento, também denominados neurotrofinas, que sdo proteinas
sinalizadoras enddégenas que promovem sobrevivéncia e estimulam
populacées especificas de neurbnios. Os astrécitos reativos tém ampla
capacidade de produzir e liberar variadas quantidades desses fatores que, por
sua vez, resgatam neurbnios da apoptose e morte apds axotomia (Yan et al.,
1993; Li et al., 1994), promovem brotamento e elongacao axonal apds lesao
nervosa periférica e durante o desenvolvimento (Mendell et al., 2001).

A reducdo da expressado do receptor Mas nos animais axotomizados e
tratados com Ang-(1-7) nos levou a questionar se as alteracbes observadas
tanto no nervo como na medula espinal seriam decorrentes da ativagdo ou da
inibicdo do eixo Ang-(1-7)/Mas. A literatura mostra a possibilidade de haver
menor responsividade do receptor Mas com altas doses de Ang-(1-7) (Muthalif
et al., 1997; Gironacci et al. 2002; 2011). Gironacci et al. (2011) mostraram que
a Ang-(1-7) induz a internalizacao do receptor Mas por endocitose via clatrina
dependente. Esses autores também mostram que a resposta do receptor Mas
€ dose-dependente, sendo que a partir da dose de 100nM, os efeitos
esperados da Ang-(1-7) comeg¢am a diminuir. Portanto, a Ang-(1-7) modula seu
receptor em diferentes concentragdes.

Esses resultados corroboram nossos achados uma vez que, utilizamos a
mesma dose de 100nM e observamos, através da técnica de
imunohistoquimica anti-Mas (Figura 16) que, apés lesdo do nervo e tratamento
com Ang-(1-7) houve uma redugdo significativa dos receptores Mas. Cabe
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destacar que, o aumento da expressdo do receptor Mas nos animais
axotomizados controles, principalmente nos neurénios no nucleo motor lateral
que compdem o nervo isquiatico, indica que esse receptor e seu ligante
desempenha algum papel nas respostas metabdlicas e celulares apos lesao
nervosa periférica. Essa idéia ganha forca quando olhamos para as
modificacdes ocorridas com o tratamento de Ang-(1-7). O tratamento interfere
nas respostas gliais e na plasticidade sinaptica e, sabemos que, o conjunto
dessas respostas é fundamental para o processo regenerativo sequencial.

Apesar dos efeitos observados em nosso trabalho, a escassa literatura a
respeito dos efeitos da Ang-(1-7) no Sistema Nervoso, aponta sempre para um
efeito pré-regenerativo para a Ang-(1-7). As acbes da Ang-(1-7) sobre a
resposta astroglial frente a lesédo periférica podem estar associadas a ativacao
do seu receptor Mas, o qual, uma vez ativado, altera a expressdo de O6xido
nitrico (NO) (Patel e Schultz, 2013). E sabido que o NO tem diversos efeitos no
SNC, sendo considerado um neuromodulador (Bach, 1996). Os autores que
investigam o papel do NO no tecido nervoso n&o apresentam um consenso
sobre a sua funcdo. Uns mostram que a molécula apresenta efeitos
neuroprotetores, com envolvimento na regeneracdo e na atividade anti-
apoptoética (Zochodne et al.,, 1999; Cristino et al., 2000), outros, demonstram o
papel do NO na degeneracao ( Dawson e Dawson, 1996; Bal-Price e Brown,.
2001) porem, estes ultimos, relatam que a neurotoxicidade esta relacionada a
uma producéo patolégica de NO no tecido nervoso (Contestabile et al., 2012)

O préprio estimulo lesivo nos axénios aumenta a expressao de NO no
nervo e na medula espinal (Emirandetti et al., 2010) e a inibicdo de uma das
enzimas que sintetiza NO, a iINOS, acarreta a reducdo da astrogliose
juntamente com reducao da densidade sinaptica na medula apés 14 dias da
lesdo (Emirandetti et al., 2010), semelhante ao observado em nosso estudo.
Além disso, apds lesdo periférica, a maior atividade da iNOS no nervo ocorre
por volta do 14° dia (Ding et al., 1997; Zochodne et al., 1999) e a reducao da
atividade dessa enzima, pelo uso de inibidores, pode comprometer 0 processo
regenerativo por atrasar a degeneracdo axonal retrégrada (Koeberle e Ball,
1999).
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Além da acao sobre o NO, a Ang-(1-7) pode modular outras substancias
relacionadas com a inflamagdo, como o TNF-alfa, que, por sua vez, podem
influenciar o processo de degeneracao e regeneracado axonal. Silveira et al.
(2010) mostraram a redugéo de TNF-alfa em modelo de artrite reumatoide apés
o tratamento com Ang-(1-7). Essa citocina, juntamente com outros
componentes inflamatérios, estdo presentes apds lesdo nervosa periférica e
promovem o processo inflamatério inicial envolvido com a degeneragao
Walleriana e, posteriormente, regulam o processo regenerativo sequencial
(Camara-Lemarroy et al., 2010). Animais knockouts para TNF-alfa
apresentaram importante preservacdo de axénios apés inducdo de
degeneracao Walleriana (Siebert e Briick, 2003).

Dessa forma, baseando-se nos trabalhos ja citados e nas agdes
conhecidas do peptideo nos processos inflamatério e regenerativo (Mori et al.,
2014; Acuna et al., 2014) podemos observar que os efeitos da Ang-(1-7)
podem variar de acordo com o tratamento e 0 modelo. Sendo assim, uma vez
gue os animais controle axotomizados expressam mais receptores Mas quando
comparados aos ndo axotomizados e aos tratados com Ang-(1-7), podemos
inferir que esse peptideo, desempenha algum papel modulador no processo de
regeneracao axonal. Com nossos resultados ndao podemos dizer se esses
efeitos sdo positivos ou negativos, uma vez que, a dose que utilizamos
lentificou o processo e ainda que, nessa dose, ja foi demonstrado pela literatura
que a Ang-(1-7) promove downregulation em seu receptor, assim como
observado em nosso trabalho. E possivel que uma dose menor desse
peptideo, ou ainda, o tratamento agudo, possa nos esclarecer melhor os
possiveis mecanismos envolvidos na resposta a Ang-(1-7) ap6s lesao axonal.

Diante dos nossos resultados e a pergunta que eles nos trouxeram, novos
experimentos podem ser pensados. Primeiramente, o que parece muito
necessario, é realizarmos a cinética da expressao do receptor Mas, a fim de
identificarmos o ponto em que comeca a reducdo de sua expressao e, dessa
forma, poderiamos observar se a Ang-(1-7) teria mais efeito numa fase mais
precoce relacionada com respostas agudas apds lesdo nervosa. Ainda, pode-
se pensar na reducao da dose ou ainda, a utilizacdo do antagonista do receptor
Mas, enfim, sdo muitos os caminhos que podemos seguir daqui para diante
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para respondermos qual o papel do eixo Ang-(1-7)/Mas no tecido nervoso
danificado, contudo o que devemos ressaltar desse primeiro passo, é que 0
dano axonal promove uma alteragédo do receptor Mas, o qual nos mostra um
possivel papel desse receptor e seu ligante (Ang-(1-7)) no reparo axonal uma
vez que o tratamento com Ang-(1-7) é capaz de influenciar as respostas do

tecido nervoso que buscam a regeneracdo do segmento comprometido.
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6. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos nesta pesquisa mostram novas evidéncias que
apontam que o heptapeptidio Ang-(1-7) e seu receptor Mas estdo envolvidos
nas respostas do tecido nervoso apos lesdo axonal periférica. Nesse sentido,

conclui-se que:

1- Nervos de animais tratados com Ang-(1-7) ap0s a axotomia apresenta

recuperacao funcional mais lenta entre os dias cinco e nove pés-lesao.

2- Ainda nos nervos de animais tratados com Ang-(1-7) apds a axotomia,
as células de Schwann estao mais ativas duas semanas apés a lesdao quando,
normalmente, ja teriam diminuido sua reatividade. E, os axdnios crescem de

forma menos organizada comparativamente aos animais controles.

3- O tratamento com Ang-(1-7) reduz a astrogliose e a cobertura
singptica em relacdo aos corpos neuronais do nucleo lateral do corno ventral

da medula espinal lombar apds axotomia periférica.

4- O dano nos axbnios dos neurbnios motores promove expressao de

receptor Mas no citoplasma do neurbnio motor e células gliais adjacentes.

5- O tratamento com Ang-(1-7) durante 14 dias na dose de 100nM é

capaz modular a expressao de seu proprio receptor Mas.
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CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo para uso de animais em
experimentagdo n® 109/12, sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Plasticidade sinaptica e na reatividade das células da glia apos
les3o do nervo ciatico em camungongos submetidos ao tratamento
crénice com angiotensina 1-7", sob a responsabilidade da Profa.
Dra. Fernanda de Assis Araljo esta de acordo com os principios
éticos na experimentagdo animal conforme regulamentacoes do
Conselho Nacional de Controle & Experimentacac Animal
(CONCEA) e foi APROVADO pela Comissao de Etica na Utilizacao
de Animais (CEUA) — UFU em reunio de 05 de Abril de 2013.

(W carhly that the prolocol n® 10812, about “Synaptic pdasticity and reactivity of ghal celis aftar
soiatic nerve injury in camungongos sulbjected lo chronic trealment with angislensin 1-77,
agrees with the ETHICAL PRINCIPLES ON ANIMAL RESEARCH as regulatiens of National
Advice of Control and Animal Experimentation (CONCEA) and approved by Ethics Commession
an Use of anmals (CELA) — Federal Universily ef Uperandia in 05/04/2013)
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