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RESUMO

Além da funcdo classica moduladora cardiovascular, o Sistema
Renina-Angiotensina (SRA) também é capaz de modular fungdes cognitivas,
como ansiedade e memodria. A Angiotensina-(1-7), um dos mais recentes
membros reconhecidamente ativos do SRA, tomou lugar de destaque por ter
agdes por vezes antagOnicas ao principal peptideo deste sistema: a
Angiotensina Il. Estudos in vitro revelaram que estes efeitos antagbnicos
ocorrem também no tecido cerebral, pelo menos para protocolos
eletrofisiolégicos. O principal receptor para a Angiotensina-(1-7) € chamado
receptor Mas. Camundongos nocaute para este receptor tém se mostrado
uma ferramenta util para o estudo do papel biolégico do eixo Ang-(1-
7)lreceptor Mas. Neste trabalho, utilizamos os animais nocautes para o
receptor Mas (MasKo) afim de investigar a modulagdo da memoria pelo eixo
Ang-(1-7)/receptor Mas. Utilizamos o protocolo de reconhecimento de
objetos (RO) para avaliar a memoéria do tipo episodica. Nossos resultados
mostraram que as memorias de trabalho e aversiva ndo foram prejudicadas
nestes animais. No entanto, os animais MasKo possuem déficit na memoria
do tipo episddica. Assumindo que o déficit de memoria poderia ser devido a
uma estimulagcdo inespecifica de receptores de Angiotensina |l pela
Angiotensina-(1-7) cerebral, bloqueamos farmacologicamente os receptores
AT4 e AT,. Observamos que os animais MasKo tem o déficit de memdria
revertido quando os receptores AT, estdo bloqueados. Além disso, a
quantificacdo por Radioimunoensaio das angiotensinas cerebrais revelou
niveis de Angiotensina-(1-7) dez vezes superiores nos hipocampos de

animais MasKo quando comparados aos animais controle. Nosso trabalho



sugere que com a deleg¢ao do receptor Mas a Angiotensina-(1-7) no cérebro
de animais MasKo atinge concentragdes basais suficientes para estimular
receptores de Angiotensina Il do tipo AT+, cuja ativacéo prejudica a memoria.
Logo, nossos resultados apontam para uma modulagdo especifica da

memoria do tipo episddica pelo eixo Ang-(1-7)/receptor Mas.

Palavras-chave: Memodria do tipo episddica, tarefa de
reconhecimento de objetos, Sistema Renina-angiotensina Cerebral,
Angiotensina-(1-7), Receptor Mas



ABSTRACT

Besides the classical modulatory function on cardiovascular system,
the Renin-angiotensin system (RAS) also can act locally in many body
tissues, regulating other functions than blood pression. In the central nervous
system, the RAS is able to modulate cognitive functions, like anxiety and
memory. One of the most recent known active member of RAS is the
Angiotensin-(1-7), that took place of prominence due its antagonic actions to
Angiotensin I, the main peptide of the RAS. In vitro studies showed that
antagonic effects can occur also in the brain tissue, at least using
electrophysiological protocols. The main receptor for Angiotensin-(1-7) is the
Mas receptor, and a knockout mice for Mas gene seems to be a good model
to study the biologic action of the activation of Ang-(1-7)/Mas receptor. In this
study we used these animals to investigate memory modulation of Ang-(1-
7)/Mas receptor axis. To study episodic-like memory we used object
recognition task (ORT). Our results show that MasKo mice have a deficit in
episodic-like memory, but no other deficits were observed in protocols like Y
maze or inhibitory avoidance task. Our hypothesis is that the deficit found in
the MasKo mice is due to an activation of Angiotensin Il receptors (AT and
AT,). To test this hypothesis we blocked pharmacologically the AT and AT
receptors and observed the reversion of memory deficits in MasKo after AT
receptor blockade but not AT,. We also performed radioimmunoassay to
quantify the angiotensins Il and (1-7) in the MasKo mice brain, and found a
10 fold more hippocampus Angiotensin-(1-7) in MasKo compared to the

controls. In this work we suggest a non-specifically activation of the AT,
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receptor by Angiotensin-(1-7) and this phenomena causes the episodic-like

memory deficit observed in MasKo mice.

Keywords: episodic-like memory, object recognition task, brain renin-

angiotensin system , Angiotensin-(1-7), Mas Receptor
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1. INTRODUGAO
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1.1. Aprendizagem e Meméria

A memoria pode ser conceituada como o processo constituido pelas
etapas de aprendizagem, formagdo, conservagdo e evocagao de

informacgdes (Lent, 2008).

As memodrias podem ser classificadas de acordo com a sua duragéo e
também quanto ao seu conteudo (Figura 1) (Tulving 1972 , Izquierdo 1999,

Kandel, 2000).

rd N v
Declarativa N&o-declarativa Imediata
ou de

Episddica De trabalho

procedimentos

Semantica

Figura 1 — Classificagdo das memarias quanto ao contetdo e quanto a duragéo.

Quanto a sua duracéo elas podem ser imediatas, de curta ou longa
duragdo. As memorias imediatas, ou ultra-rapidas, tém como melhor
exemplo a meméria de trabalho (MT), que é a capacidade de associar uma
nova informagdo e compara-la a uma ja existente (Goldman-Rakic, 1991;
revisado por Baddley, 1996). A MT tem duragao de segundos a minutos,
atua com minimas consequéncias bioquimicas, decorrentes da atividade
eletrofisiolédgica momentanea. E uma memdria que ndo deixa tracos e
grande parte se perde por completo (lzquierdo, 2002). E processada

fundamentalmente pelo coértex pré-frontal, que age em conjunto com outras
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regides cerebrais, como por exemplo, o cértex entorrinal, cértex parietal

superior, cortex cingulado anterior e hipocampo (lzquierdo et al.,1998).

A memoria de curta duragéo (MCD) corresponde ao trago mnemaénico
que se mantém instavel por algumas horas, mas que pode ser acessada
durante este periodo. E muito provavel que durante a formagdo desta
memoria, a expressao génica e a sintese protéica ndo ocorram, requisitos
importantes para a formacédo de uma memoria estavel (Izquierdo et al. 1998 ;
Vianna et al., 1999). Em resumo, esta memoria esta disponivel até que haja
mecanismos de consolidacdo necessarios a estabilidade. A MCD recruta
principalmente a regido CA1 do hipocampo e suas proje¢des para o cortex

entorrinal (Izquierdo, 2002).

Qutro tipo de memdria, ainda com relagdo a sua duragcdo, € a
memoria de longa duragao (MLD). A MLD é uma memoria que necessita de
estabilizagado para se formar, ou seja, é dependente de sintese protéica e
por isso €& considerada uma memoria estavel. Sua formagao envolve
processos metabdlicos no hipocampo e em outras estruturas cerebrais e
requer entre trés a oito horas para ser consolidada, provavelmente utilizando
mecanismos semelhantes aos da LTP (Withlock et al, 2006). A MLD pode ter
0 mesmo conteudo que a MCD, mas suas informagdes nao se perdem
facilmente e podem ser evocadas por dias ou anos. Comparativamente, a
MLD possui mecanismos bioquimicos distintos da MCD (lzquierdo, 2002;

McGaugh, 2000).

A MLD é uma memoéria dependente de sintese protéica ja que

agentes farmacoldgicos inibidores de sintese protéica prejudicam a sua



18

formacéao. Alteracdes na liberagao de neurotransmissores e na eficiéncia da
comunicacdo entre neurbnios no hipocampo, cortex cerebral e outras
estruturas cerebrais, antecedem a sintese protéica, e parecem ser eventos
neuroquimicos primarios para a formacao da MLD (lzquierdo e McGaugh,

2000).

Quanto ao seu conteudo, podemos classificar as memdarias, como
nao-declarativa (procedural, implicita) ou declarativa (explicita). A memdria
procedural refere-se ao aprendizado de habilidades motoras e sensoriais,
além dos habitos e condicionamentos a respostas emocionais. Ela pode ser
adquirida de forma imperceptivel, e nesta, o aprendizado é lento e gradual,
porém, pode durar por toda a vida (revisado por Bear et al. 2002; Izquierdo
2002). Ja a memoria declarativa é genuinamente humana, uma vez que
somos capazes de declarar, ou seja, verbalizar o que aprendemos, bem
como o periodo e o local onde determinado aprendizado ocorreu. Este tipo
de memoria, ao contrario da memoria n&o-declarativa, € de aprendizagem
mais rapida, porém é muito mais instavel e sujeito a interferéncias na
manutengdo da informagéo (revisado por lzquierdo, 2002). A memdria
declarativa pode ser associada ao armazenamento de fatos ou de eventos
ocorridos, sendo o conceito mais proximo de memaoria que usamos no dia a
dia. Um dos principais componentes da memoria declarativa € a memoria de

eventos, denominada episodica.

A Memoria episddica é tida como um dos principais sistemas de
memaorias neurocognitivas, pois prové informagdes sobre o que e quando

ocorreu um especifico evento ou, ainda mais, sobre onde ele aconteceu. A
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memoria episddica ja foi descrita como um tipo de memoaria estritamente
humana (revisado por Tulving e Markowitsch,1998; Conway et al., 1995;
Suddendorf e Corballis, 1997), uma vez que os seres humanos usam a
linguagem para adquirir, codificar, guardar e evocar as memodrias (Lent,
2008). Ha poucos anos Clayton (1998) descreveu evidéncias claras nas
quais os animais possuiam caracteristicas deste tipo especifico de memaria
humana, porém a descreveu como uma memoria semelhante a episodica
(episodic-like memory). Embora o estudo morfolégico possa comparar e
diferenciar cérebros humanos de animais, o estudo cognitivo comparativo
perfeito ndo € possivel. Assim, a memoria declarativa em animais é
considerada memoria “semelhante” a episédica por ndo existirem formas de
identificar se esta lembranca €&, conscientemente, acompanhada de
recordacéao (revisado por Clayton et al., 2007; Griffiths et al., 1999; Clayton

et al., 1998).

Uma das formas de se investigar o processamento de uma
informagdo do tipo episdédica em animais é através da tarefa de
reconhecimento de objetos (TRO). Em roedores, esta tarefa foi descrita por
Ennaceur e Delacour (1988) como um teste de memoria baseado na
exploragéo diferencial de um objeto familiar e outro ndo familiar, ou novo.
Assim, possui uma caracteristica interessante, pois, baseia-se em um
comportamento espontaneo. Desta forma é livre de componentes como,
repeticoes condicionais de reforco e associacdo de estimulos-resposta.
Pode também ser considerado como um teste sem uso de memdria de
trabalho, ja que é livre de componentes de memdria com referenciais prévios

(Ennaceur e Delacour 1988, revisado por Dere et al., 2007).
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A base neurobioldgica dos diferentes tipos de memoadria é bastante
diversificada e complexa. A tabela 1 mostra que para cada tipo de memoaria,
substratos neurais diferentes sao recrutados e protocolos experimentais sdo

utilizados para se avaliar estas memorias.

Além dos neurotransmissores classicos, diferentes sistemas
hormonais parecem modular a formacéo e a evocagao de memorias. Dentre
os sistemas moduladores, o sistema renina-angiotensina tém se mostrado

bastante promissor, conforme estudos emergentes na literatura cientifica.

Memoria Avaliada Tarefa Substratos neurais recrutados

Hipocampo, cortex entorrinal, parietal

Esquiva Inibitcria posterior, amigdala e septo medial

Associativa aversiva

Alternacao

Espontanea ho Hipocampo e septo medial
Trabalho labirinto em Y

Reconhecimento de Cortex perirrinal e Hipocampo
Tipo Episodica Objetos

Tabela 1 — Substratos neurais envolvidos e tarefas utilizadas para se avaliar os principais

tipos de memorias em roedores.

1.1. O Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

Ha mais de um século, Tigersted e Bergman (1898) analisaram
extratos salinos provenientes de rim de coelho e identificaram propriedades
de reatividade vascular, bem como de controle sobre a hipertensao arterial.

Mais tarde, ja@ com conhecimentos basicos sobre o papel do rim na
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regulagcao pressora sistémica, foram identificadas as angiotensinas (Skeggs
et al.,, 1956), com relagdo a nomenclatura, em 1940, o grupo argentino
liderado por Braum-Menendez et al. (1940) e, independentemente, Page e
Helmer (1940) na Clinica Cleveland publicaram que a renina atuava sobre
um substrato protéico plasmatico, gerando o verdadeiro principio pressor,
um peptideo que os primeiros denominaram hipertensina e o segundo grupo
denominou angiotonina. Posteriormente, ficou acordado que o peptideo seria

denominado angiotensina.

Ao conjunto das cascatas bioquimicas de sintese das angiotensinas
da-se o nome de Sistema Renina-Angiotensina, o qual age como um
sistema endocrino-fisiologico vital para a regulagdo da pressdo arterial
(Santos et al., 2003; Machado et al., 1999 ; Fontes et al., 1994 ; Ferrario et

al., 1997 e 1998).

O precursor dos peptideos do SRA é o angiotensinogénio, uma
glicoproteina hepatica que é hidrolizada pela renina, enzima pertencente a
familia das aspartilproteases e secretada pelas células justaglomerulares
renais. Como produto desta reacdo ocorre a formagdo do decapeptideo
angiotensina |, que pela agao da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA),
que é produzida pelas células endoteliais especialmente do leito vascular
pulmonar, da origem a Angiotensina Il (1-8). Dentre os peptideos que
compdem este sistema, a Angiotensina Il (Ang Il) tem sido o principal alvo de
estudos, uma vez que participa da fisiopatologia de diversas doencas
cardiovasculares, como a hipertensdo arterial sistémica (Ferrario, 2006;

Haas e Goldblat, 1959; Genest, 1961).
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Recentemente, estudos tém demonstrado que varios dos efeitos
bioldgicos antes atribuidos somente a Angiotensina Il podem ser devido a
outros membros da familia de angiotensinas. Desta forma, outras
angiotensinas, como as Angiotensina Ill, IV e a (1-7), tém despertado
interesse devido sua participagdo no controle da pressdo sanguinea,
reflexos cardiovasculares, como baro e quimiorreflexo, além de fenédmenos
de proliferacao e sinalizagao celular e tecidual (Paton et al., 2001; Tallant et
al., 2005 ; Di et al., 2008 ; Siejka et al. 2006 ; Lu et al., 2005 ; Ptasinska-

Wnuk et al., 2003).
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Figura 2 — Uma visdo atual do SRA e as principais vias biossintéticas da

Angiotensina(1-7). Retirado de Ferreira e Santos (2005).

O conhecimento passou a ser ampliado, ndo somente por se

conhecer outros peptideos angiotensinérgicos biologicamente ativos, mas
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também porque aos poucos sua rede de sintese comecou a se tornar mais
clara (Figura 2). Recentemente, foi identificada uma nova enzima, a “enzima
conversora da angiotensina tipo 2” - ECA2 (Donogue et al., 2000; Tipnis et
al., 2000). A ECA2 remove apenas um residuo de aminoacido da
extremidade carboxilica, transformando a Ang | em Ang-(1-9) e removendo
também o ultimo residuo de aminoacido da Ang Il, produzindo Ang-(1-7)
(Donogue et al., 2000; Vickers et al., 2002). Dessa forma, a ECA2 previne o
acumulo de Ang Il e favorece a formagao de Ang-(1-7). Interessantemente,
sua atividade nao é bloqueada pelos inibidores classicos da ECA, com a
qual ela mantém uma homologia da ordem de 42% (Donogue et al., 2000 ;

Tipnis et al., 2000).

A Ang-(1-7) € um heptapeptideo (Figura 3) que exerce atividade sobre
o controle cardiaco, press&o arterial, bem como crescimento celular (Ferrario
et al.,, 1998; Trask e Ferrario 2007). Alguns efeitos da Ang-(1-7) sao, por
vezes, antagbnicos aos da Ang Il (Tabela 2). Enquanto a ultima é um
potente vasoconstritor e estimula a proliferagcao celular, a primeira atua como
vasodilatador e tem efeito anti-proliferativo sobre cardiomiécitos (Freeman et
al., 1996 ; Daemen et al., 1991 ; Sue et al., 1998, Wackenfors, 2004 ; Tallant

et al., 2005 e Strawn, 1999).

A Ang-(1-7) pode ser sintetizada por duas vias classicas. A primeira
via € catalisada principalmente pela ECA2, que converte Ang Il em Ang-(1-
7), como descrevemos anteriormente (Ferrario et al., 2006). Esta reagéo
também pode ser catalisada pela prolil-oligopeptidase (POP). A segunda via

ocorre pela conversao direta de angiotensina | em Ang-(1-7), catalisada pela
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POP, pela nepresilina (NEP) e pela Thimet peptidase (TOP) (Trask e

Ferrario, 2007).
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Figura 3. A estrutura quimica do heptapeptidio Ang-(1-7). Extraido de Trask e

Ferrario (2007).

As duas vias podem ser observadas na figura 2, onde também estao
representados os principais receptores para Ang Il, AT{ e AT,, e para Ang-
(1-7), o receptor Mas, que inicialmente foi descrito como um receptor para a
Ang Il (Jackson et al. 1988), o que nao foi confirmado por estudos
posteriores, que demonstraram que este é, na verdade, o receptor endégeno

para a Ang-(1-7) (Santos et al. 2003).

O receptor Mas foi clonado, sequenciado e identificado como um
protooncogene que codifica uma proteina hidrofébica com sete dominios
transmembrana (Brown, 1989). Esta proteina, quando estimulada, ativa uma
proteina intracelular ligada ao nucleotideo guanina. Foi sugerido, entdo, que
a proteina Mas poderia ser um receptor que, ao ser ativado, atuaria em uma

via metabdlica relacionada a regulacédo do crescimento celular (Young et al.,
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1988). Além disso, pela semelhanga na sequéncia da proteina Mas, sugeriu-
se que pertencesse a familia de receptores de alguns horménios (Young et
al., 1986). Os mesmos autores e outros (Bunnemann et al., 1990) mostraram
a expressao do RNAm de Mas em regides do sistema nervoso central
(SNC), principalmente no hipocampo e no cortex cerebral.

Tabela 2 Efeitos Cardiovasculares mediados pelos receptores angiotensinérgicos

Adaptado de Ferreira e Santos (2005).
Angiotensina Receptor Acies

Ang I ATy Vagoconstrigio e efeito pressaor
Aurmento do inotropismo e cronotropismo
Efeito arritmaogénico
Rermodelamento e proliferagdo celular
Trombose e imflamagio

Ang I ATz Inibig&o da proliferagio celular
Apoptose
Wasodilatagdol?)

Ang-1-71 ATz (Mas)® Vasodilatagdo
Potenciagdo da vasodilatagdo induzida pela Bk
Efeito anti-arritmogénico
Aumenta da fungdo contratil pds-isquémica
Inibigdo da proliferagio celular

Ang-(3-8) (Ang V) ATy (IRAF? Yasodilatacdo
Inibig&o da proliferagio celular

Des-Aspl-Ang | ATi? Inibigdo da proliferag&o celular induzida par Ang |l

* Acdes mediadas pelo Mas foram listadas baseados em evidéncias diretas e indiretas (blogueio por
AZ7H) Ang = angiotensin ; BK = bradicinina ; IRAP = aminopeptidade regulada por insulina.

1.2. O Sistema renina-angiotensina no cérebro

Recentemente o0 conceito classico de que o SRA atua
necessariamente de maneira circulante/hormonal vem sendo alterado.
Técnicas modernas de biologia molecular demonstraram, por exemplo, que
RNAs mensageiros de peptideos e receptores do SRA n&o se limitam aos

orgaos tradicionais (rim e figado, principalmente), mas s&o encontrados
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largamente nos mais diversos tecidos corporais. Esses achados sugerem
que os tecidos podem produzir e secretar peptideos angiotensinérgicos, e
que estes ndo necessariamente atuariam sistemicamente, mas de maneira
local, agindo de forma intacrina, autécrina e/ou paracrina (Brosniham et al.,

1988; Dzau, 1988; Lindpaintner e Ganten, 1991; Baltatu et al., 2000).

Philips e Oliveira (2008) e Bader e Ganten (2008) sugerem atraves de
suas revisbes que ha um SRA no tecido cerebral, com sintese e

metabolismo proprio de peptideos, enzimas e receptores.

Concordando com esta afirmagdo, und Halbach e Albrecht (2006)
revisam a distribuicdo de receptores angiotensinérgicos no cérebro de
roedores, conforme mostrado na tabela 3 abaixo, onde estdo listados os
principais receptores angiotensinérgicos em duas regides importantes para o

processamento cognitivo: o cortex cerebral e a formagao hipocampal.

Area Receptor
AT1 ATZ2 AT4 Mas

Cdrtex Cdrtex Frontal - - + +
Cartex Parietal - - + +
Cortex Pinforme + - + +
Cartex Entarrinal + - + +
Cdrtex Insular - - + +
Cartex Congulado + + - +

Hipacampa CAT + + + +
CAZ + + + +
CA3 + + + +
Ziro denteado + + + +
Subiculo + - - +

Tabela 3. Distribuigdo dos principais receptores angiotensinérgico no cérebro de roedores.

Adaptado de und Halbach e Albrecht (2006) e com dados de Walther et al (1998).
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Sobre a atuacéo da Ang Il no sistema nervoso, € conhecido seu efeito
interativo com o Sistema Nervoso Simpatico (SNS), causando facilitagéo
adrenérgica. Além disso, ela exerce inibigdo central sobre os reflexos
comandados pelos barorreceptores (Campagnole-Santos et al., 1992) e tem
agao regulatdria sobre 0 mecanismo da sede, aumentando a ingesta hidrica
dos animais quando administrada intra-cerebroventricularmente. A Ang I
ainda participa dos mecanismos centrais de regulacdo cardiovascular e
modula a acdo dos hormoénios hipofisarios - ACTH, prolactina, LH e ADH
(Sanchéz-Lemus, 2009 ;Donadio et al., 2004 ; Philips et al., 1995 ; Berne et

al., 2004).

Porém, o papel dos peptideos angiotensinérgicos locais parece nao
estar restrito a regulagdo central das pressbes corporais ou atividade
cardiovascular, atuando também sobre fungbes cognitivas como o

aprendizado, a memoria e o estresse.

Raghavendra e colaboradores (2001) demonstraram que a inibigdo da
ECA (pelo captopril, via intraperitoneal) e o bloqueio de receptores AT
(Losartan, via intraperitoneal), potencializam a consolidagcdo da memdria
condicionada ao medo em ratos. Porém, a administracdo de Ang Il intra-
hipocampal impede a consolidacido desta mesma memodria, e este efeito é

via receptores AT, (Kerr et al., 2005).

Quanto a memoria espacial, ratos submetidos ao tratamento crénico
com inibidores da ECA melhoraram seu desempenho no labirinto aquatico

de Morris (Jenkins e Chai, 2007). Corroborando os resultados em animais,
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pacientes portadores de Doenca de Alzheimer melhoram seu desempenho

cognitivo apos o uso de inibidores da ECA (Hajjar et al., 2008).

Estudos in vitro mostraram que Ang Il suprime a LTP - potenciagao de
longa-duracédo e a LTD - depressao de longa-duracdo (Tchekalarova e
Albrecht, 2007), correspondentes eletrofisiolégicos para a memoria (Whitlock
et al. 2006 , Pastalkova et al., 2006, Bliss et al. 1993) enquanto a Ang-(1-7)

potencializa a LTP (Hellner et al., 2005).

Logo, além da participagao da Angiotensina Il, a Ang-(1-7), bem como
seu receptor Mas também tém sido alvo de estudos acerca de seus papéis
no processamento de memoarias. O papel fisioldgico do receptor Mas pode
ser estudado, farmacologicamente, com o auxilio do antagonista A-779 (D-
Ala-7-Ang-(1-7)) (Santos et al., 1994) e geneticamente, em camundongos
nocautes para este receptor (MasKo) (Walther et al. 1998). Os animais
MasKo com background C57BI/6 apresentam niveis maiores de ansiedade
comparado aos animais selvagens (Walther et al., 1998) e maior
potenciacdo de longo prazo — LTP (Hellner et al. 2005), porém néo
apresentam melhores performances em tarefas que envolvem aprendizagem
(Alenina et al., 2007). Estes ultimos testes usaram paradigmas que aferem a
memoria espacial, como o labirinto aquatico de Morris. No entanto, ndo ha
nenhum dado que mostre a participacdo do SRA no processamento de

outros tipos de memoarias (und Halbach e Albrecht, 2006).

Utilizamos neste trabalho camundongos nocautes para o receptor
Mas, com background FVBn, para investigar a modulacdo de diferentes

memoarias pelo eixo angiotensina (1-7)/receptor Mas.
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2. JUSTIFICATIVA
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Desde a elucidacdo de que os receptores Mas sao expressos no
tecido neural, ha grande interesse em se investigar qual o papel que a
Angiotensina-(1-7) exerce sobre a atividade cerebral. Algumas investigacbes
eletrofisiolégicas apontaram que fendmenos relacionados a memaria, como
a LTP, sdo modulados pelo receptor deste peptideo (Hellner et al. 2005).
Esses estudos provavelmente foram motivados pela constatagcdo que
peptideos classicos do sistema renina-angiotensina, como a Ang Il, afetam a

memoria (Kerr et al. 2005; Bonini et al., 20006).

Uma das regides de maior expressao dos receptores Mas no tecido
cerebral € o hipocampo (Alenina et al., 2007; Metzger et al., 1994), regido
esta recrutada em processos de aprendizagem e memoria (lzquierdo et al.,
2002 ; Gerlai, 2001 ; Rossato et al., 2006). Dispomos de um modelo animal
genético com delecdo do gene que codifica o receptor Mas. Estes animais,
portanto, tém reduzida a atividade biolégica da Ang-(1-7), sendo um modelo
excelente para se estudar o papel deste eixo em componentes fisiologicos

como o aprendizado e a memoaria.

Estudos atuais mostraram que o inibidor da ECA, captopril, utilizado
para controle clinico da hipertensdo, melhora déficits cognitivos em
pacientes, por diminuir os efeitos inibitorios exercidos pela Ang Il sobre a
memoria (Hajjar et al., 2008). E uma vez que a Ang-(1-7) é considerado um
peptideo vasoativo “emergente”, com grande potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos (lusuf et al.,, 2008), torna-se
extremamente relevante a investigacdo da participagdo do eixo Ang-(1-

7)/Mas no processamento da memoria.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo Geral

Investigar a modulagdo da memoria pelo eixo Ang (1-7) /
receptor Mas utilizando como ferramenta camundongos FVBn com delegéo

do gene para o receptor Mas (MasKo).

3.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a memoria de curta e de longa duragédo na tarefa de esquiva
inibitéria em camundongos MasKo.

2. Avaliar a memoria de trabalho em camundongos MasKo.

3. Avaliar os componentes: novidade, espacial e temporal da memoria
de reconhecimento de objetos em camundongos MasKo.

4. Investigar o papel de receptores ATy e AT, na consolidagdo da
memoria do tipo episddica em animais nocautes para o receptor Mas.

5. Verificar os niveis de angiotensinas Il e (1-7) no cortex cerebral e

hipocampo de animais MasKo.



34

4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Camundongos

Os camundongos nocautes para o receptor Mas, bem como seus
respectivos controles, camundongos de mesmo background genético, FVBn,
foram fornecidos pelo laboratério de Hipertensdo Bioquimica do

Departamento de Fisiologia e Biofisica da UFMG.

Todos os animais foram mantidos em estante ventilada, propria para
animais de laboratério, com temperatura constante de 22+1°C e umidade
entre 40-70%. A sala onde se localiza esta estante possuiu controle do ciclo
claro-escuro, 12/12 horas. Em cada gaiola foram mantidos de 3 a 5

camundongos com alimento e agua ad libitum.

Todos os animais foram sacrificados por decapitagcdo em guilhotina.
Aqueles cérebros utilizados para as analises bioquimicas foram coletados

imediatamente apos a decapitagao e armazenados em freezer -80°C

Todos os protocolos foram realizados observando-se as normas
internacionais contidas no, “Guide For The Care And Use Of Laboratory
Animals” Editado pelo “US National Institutes Of Health (NIH publication n°

85 —23 revisado em 1996).

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal — CETEA - desta universidade (protocolo

167/2008).
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4.2. Esquiva Inibitoria

A tarefa de esquiva inibitéria envolve o aprendizado de uma tarefa
aversiva onde, na sessao de treino, o animal recebe um choque de baixa
intensidade ao descer de uma plataforma. Na sessdo de teste, que pode
ocorrer em varios tempos pos-treino, o animal € exposto novamente aquele
ambiente, testando-se entdo sua memoaria. Para avaliar o quanto o animal
aprendeu, mede-se o tempo em que este permanece na plataforma e,
consequentemente, a retencdo da memdria. Trata-se de um aprendizado
adquirido em uma Uunica tentativa, tornando-o ideal para o estudo de

processos iniciados no treino (lzquierdo et al., 2006, Pereira et al. 2005).

Na sesséo de treino, o animal foi colocado sobre uma plataforma (8
cm X 21cm e 2 cm de altura) que encontra-se numa das extremidades de
uma caixa de acrilico (21cm X 22.5cm X 22.5cm). O assoalho da caixa
contém barras metalicas paralelas de 0.1cm de didmetro espacadas por 1
cm (Insight Ltda). Apos a descida da plataforma o animal recebeu um

choque de 0.3mA por 2s, e entao foi imediatamente removido da caixa.

Nas sessdes de teste, 1.5h (MCD) e 24h (MLD) pds-treino, o animal
foi colocado novamente sobre a plataforma e mediu-se o tempo de descida,

porém na auséncia de choque.
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4.3. Labirintoem Y

Esse tipo de labirinto pode ser utilizado para se investigar
comportamento de alternacido espontanea, que compreende na tendéncia do
animal em alternar duas escolhas e que depende de uma memodria de
trabalho intacta. O animal deve lembrar em qual brago do labirinto ele esteve
na ocasiao prévia para poder entrar no braco correto. O animal foi colocado
em um dos trés bragos do labirinto (cada um com 30 cm de comprimento, 20
cm de altura e 6 cm de largura) e durante 8 minutos registrou-se a sequéncia
dos bracgos visitados. A analise da porcentagem de alternancia (numero de
alternancias/total de bragos entrados — 2 X 100) e do numero de bragos
visitados foi utilizada como parametros de memoaria de trabalho e atividade
locomotora, respectivamente (Hughes, 2004; Pych et al., 2005; Castro et al.,

2009).

4.4. Reconhecimento de objetos

O paradigma de reconhecimento de objetos, inicialmente descrito por
Ennaceur e Delacour (1988), é baseado nas habilidades exploratérias
naturais de roedores expostos a um novo ambiente. Neste paradigma, a
diferenca de exploragédo entre um objeto previamente explorado e um novo
objeto é tida como um indice de memodria. Esta memoria é considerada

como uma meméria do tipo episddica (Dere et al., 2007).

Antes do inicio do protocolo comportamental, os animais foram

manipulados durante 2 minutos durante sete dias. No oitavo dia, o animal
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passou por uma sessdo de habituagdo ao contexto (caixa retangular de

50cm X 40cm) durante 10 minutos.

No dia seguinte, durante a sessdo de treino, o animal foi colocado
novamente no contexto, porém agora contendo dois objetos idénticos e

durante 10min foi permitido que o animal explorasse os objetos livremente.

Para medir a memdria de curta (1.5h pds-treino) e a de longa (24h
pos-treino) duragdo, os animais foram recolocados na caixa, porém
contendo um objeto idéntico e outro novo, e tiveram 10 minutos para

explorar os objetos. O protocolo esta ilustrado na figura 4.

Consideramos exploragdao quando o animal cheirou e/ou tocou os
objetos com as vibrissas. Todo protocolo foi automatizado pelo programa
ANYMAZE®, que consiste em um software de analise on-line que marca
virtualmente o focinho do animal e estabelece seu deslocamento na caixa de
acrilico, acessando informacgdes sobre distancia percorrida e exploragcado dos
objetos. As imagens foram captadas por uma camera localizada acima do

caixa retangular.

Os resultados foram expressos como indice de reconhecimento
(tempo de exploracdo do objeto novo/tempo total de exploragédo), conforme

descrito na metodologia de Prado et al. (2006).

Os objetos escolhidos foram utensilios simples, como garrafas, copos,
baldes volumétricos, com cores e texturas diferentes, mas sem nenhum tipo

de atrativo especial, como um orificio para que o animal pudesse colocar o
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focinho ou suporte para que ele o pudesse escalar o objeto. Todos os
objetos foram previamente selecionados para impedir que usassemos
objetos naturalmente mais atrativos. Aqueles que se mostraram mais
atrativos em pelo menos dois testes prévios com dois animais diferentes,

nao foram utilizados para os experimentos de memdéria do tipo episddica.

Entre cada sess&o de treino ou testes, os objetos foram limpos com
alcool 70%, assim também como o contexto, evitando que o animal anterior
deixasse algum odor na caixa, através de urina ou fezes, o que poderia ser

um atrativo para o préximo animal.

Para se testar o componente espacial da tarefa, os animais foram
submetidos a uma fase de treino com dois objetos iguais entre si e 1h depois
foram testados, sendo que nessa fase de teste um dos objetos foi disposto
em lugar diferente do inicial, ou seja, um dos objetos teve sua posigao
espacial alterada (Dere et al., 2007). A figura 4 ilustra como foi conduzido

este protocolo.

O componente temporal da tarefa de reconhecimento de objetos foi
realizado com duas sessOes de treino e uma sessao de teste. Em cada
sessdo de treino o animal foi apresentado a dois objetos iguais entre si,
porém diferentes da outra sessao de treino ao qual foi submetido. Logo, os
animais foram expostos a dois conjuntos de objetos novos, um em cada
sessdo. Durante o teste foi usado um objeto do primeiro treino e um do
segundo. Espera-se de um animal com memoria intacta que explore mais o

objeto da primeira sessao de treino, pois durante a sessao de teste, este é o
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objeto que temporalmente € menos recente para o animal. A figura 4 ilustra

este protocolo.

NOVIDADE
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Figura 4. Desenho representativo dos testes de reconhecimento de objetos: (A) Avaliagcao
da MCD e Avaliagdo da MLD no componente Novidade, (B) Avaliagdo do componente
espacial e (C) Avaliagdo do componente temporal da tarefa de reconhecimento de objetos.
Em vermelho estdo grafados os objetos novos, ou que mudaram de lugar ou mais antigos,
sendo estes o0s objetos que se espera serem 0s mais explorados por um animal com

memoria intacta, pois sempre representam uma situagao nova para a exploragao do roedor.

4.5. Drogas

As drogas utilizadas foram:
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1. Losartan Potéassico (Sigma®), antagonista de receptores AT4,
na concentracdo de 10mg/kg, administrado 18 e 1h antes do
treino, via intraperitoneal (Polidori et al., 1996; Raghavendra et

al., 2001; Wang et al., 2003).

2. PD123319 (Sigma-RBI®), antagonista de receptores AT, na
concentragdo de 1mg/kg, administrado 12 e 1h antes do treino,

via subcutanea (Macova et al., 2008).

Além disso, os grupos de animais controle receberam mesmo volume
de salina pela mesma via de administracdo da droga de interesse,

respeitando-se o mesmo intervalo de aplicagdo das drogas.

4.6. Radioimunoensaio

Foram coletados hipocampo e cortex cerebral (bilateralmente) dos
animais MasKo e FVBn. Os tecidos foram imediatamente congelados em

freezer -80°C até o momento do experimento.

Os protocolos utilizados seguem a rotina para RIE do Laboratério de
Hipertensdo Bioquimica do Departamento de Fisiologia e Biofisica do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG (Botelho et al., 1994; Costa et al.,

2003; Simoes e Silva et al., 2004 ; Mendes, 2001 ; Velloso, 2003).

A extragcdo das angiotensinas do sobrenadante do homogenato de

hipocampo e cortex foi realizada utilizando-se colunas Bond Elut C-18. As
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solugdes foram passadas pelas colunas com auxilio de uma seringa, de
forma que pressao positiva fosse exercida sobre a coluna. A coluna Bond
Elut C-18 foi pré-ativada com 20 mL de acetonitrila 99,9% (ACN 99,9%) /
acido heptafluobutirico 0,1% (HFBA 0,1%) e 20 mL de solugdo aquosa de
HFBA 0,1%. A seguir, a coluna foi lavada com 3 mL de Albumina do Soro
Bovino (BSA) 0,1% / HFBA 0,1%, 10 mL de ACN 10%/ HFBA 0,1% e 3 mL
de HFBA 0,1%. Apds a ativagdo as amostras foram aplicadas na coluna,
anotando-se o volume colocado na coluna. Apds aplicagdo das amostras a
coluna foi lavada com 20 mL de HFBA 0,1% e 3 mL de ACN 60% / HFBA
0,1%. Os peptideos foram eluidos com 3 mL de ACN 99,9%/ HFBA 0,1% e
armazenados a -20° Celsius em tubos de polietileno, previamente lavados

com BSA 0,1%.

O material eluido foi submetido a secagem em estufa evaporadora por
12 horas e estocado a -20° C até o processamento das amostras pelo

método de radioimunoensaio.

O Calculo das concentragdes peptidicas foi realizado como segue:

A curva-padrao foi obtida pela relagao B-Br/(Po-Br) x concentragéo de

padrdo em picogramas (pg).

A concentracdo de peptideo (pg/0,1mL) foi determinada pela
interseccdo da relacdo B-Br/Po-Br na curva-padrdo de acordo com a

programacgao do contador de radiagdo gama, onde:

e B =fracdo de peptideo marcado ligado
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e Br=branco
e Po = fragao de peptideo marcado ligado na auséncia de peptideo nao

marcado.

4.6.1. Radioimunoensaio para Angiotensina ll

As amostras foram ressuspendidas em 650 yL de tampao de NaCl

0,9% com acido acético a 0,03%.

O anticorpo policlonal empregado foi titulado a 1:160.000 a partir de
uma solucao de estoque de 1:2500. Ele foi diluido em um tamp&o contendo
Tris 0,1 M, EDTA 15 mM e lisosima 0,1%, com pH 7,4 (Tampao 1). Este
anticorpo apresenta menos de 0,001% de reatividade cruzada com a Ang | e
a Ang-(1-7), menos de 0,002% de reatividade cruzada com a Ang-(1-9) e

100% de reatividade cruzada com a Ang-(2-8), Ang-(3-8) e Ang-(4-8).

A solugdo contendo Ang Il marcada com iodo radioativo (125I) foi
utilizada em um volume correspondente a contagem de 6000 cpm por cada
0,1mL, diluida no tampao 1. A curva-padrdao do RIE foi feita utilizando-se
diluicdes progressivas a partir de uma solugéo-estoque contendo 2 mg/mL
de Ang Il. Todos os tubos de ensaio receberam 100 uL de Ang Il marcada
com %I . O tubo “branco” recebeu 100 pL de tamp&o 1 e 200 L de tampzo
2 (Tris-HCI 0,1 M pH 7,4) no lugar da amostra. O tubo padréao “zero” recebeu

100 uL de anticorpo e 200 yL de Tampéo 2 no lugar da solugado padréo. Os
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tubos com amostras receberam 200 pL do sobrenadante do homogenato e

100 uL de anticorpo, além de peptideo marcado.

Os tubos foram entdo incubados em agitagdo por 18-22 horas a uma
temperatura de 4° C. Apos a incubacao foram adicionados a todos tubos,
exceto o “total”, uma suspensao de carvao ativado. O tubo recebeu 1100 uL
de tampédo 1, sendo 100 uL correspondente a solugao de carvao ativado e
100 uL correspondente ao anticorpo, 200 uL de tampéao 2, além de 100 pL
de Ang Il marcada. Os tubos foram agitados e centrifugados a 4 ° C durante
20 minutos a 2000 rpm. Logo apoOs a centrifugagdo, o sobrenadante era
vertido e a radioatividade contada em contador gama. As concentragdes de
Ang Il foram fornecidas pela programagdo do préprio contador de
radioatividade, a partir da curva-padrao construida. Esta concentragao foi

entao corrigida para o volume eluido da coluna de extragao.

4.6.2. Radioimunoensaio para a Angiotensina-(1-7)

Como para Angiotensina Il, o sobrenadante do homogenato foi
processado e os peptideos extraidos utilizando-se uma coluna Bond Elut C-

18.

O anticorpo empregado foi preparado a partir de uma solugao-
estoque a 1:500 e titulado em Tampao 1 para 1:20.000. Este anticorpo
apresenta menos que 0,001% de reatividade cruzada com a Ang | € a Ang |l,

0,01% de reatividade cruzada com a Ang-(4-7) e 0,005% com a Ang-(1-5).
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A solucdo contendo Ang-(1-7) marcada com | foi utilizada em um

volume correspondente a 600 cpm por cada 0,1 mL, diluida em tampéao 1.

A curva-padrao do RIE foi feita utilizando-se diluigbes progressivas a
partir de uma solugdo estoque contendo 2mg/mL de Ang-(1-7). Todos os
tubos de ensaio receberam 100 pL de Ang-(1-7) marcada com '?°I. O tubo
“branco” recebeu 100 pyL de tampéo 2 no lugar de anticorpo e 200 pL de
tampdo 1 no lugar da amostra. O tubo padrdo “zero” recebeu 100 pL de

anticorpo e 200 yL de tampao 2 no lugar da solugao padrao.

A partir deste passo ndao houve diferengas entre o seguimento de

protocolo para o RIE da Ang Il, como ja descrito anteriormente.

4.7. Delineamento Experimental

e Protocolo 1 — Caracterizacdo comportamental dos animais MasKo

A caracterizagdo comportamental dos animais MasKo avaliou quatro
componentes principais: 1) Memoria associativa aversiva, na esquiva
inibitéria; 2) memodria de trabalho, no labirinto em Y; 3) memdria do tipo
episodica, no reconhecimento de objetos. O estudo se deu utilizando os
paradigmas ja descritos anteriormente e ndo necessariamente cada animal

passou por todos os testes comportamentais (figura 5).
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‘ FVBn ‘ ‘ MasKo ‘

——

‘ Esquiva Inibitoria

‘ Labirintoem Y ‘ 74 _ ‘
Novidade
‘ Reconhec.imento Temporal
de Objetos
Espacial

Figura 5. Design experimental: Avaliacdo comportamental dos animais MasKo.

e Protocolo 2 — Efeito de bloqueadores de receptores AT, e AT, no
teste de reconhecimento de objetos.

A figura 6 ilustra o design basico deste protocolo experimental.

FVBn ‘ ‘ MasKo ‘
<_=
Salina ‘ ‘ Losartan H PD123319 ‘
l
W e
‘J ~ Reconhecimento ‘
de Objetos
‘ Novidade ‘
//// \\\\
/ S
F =4 ™y =
‘ MCD ‘ ‘ MLD ‘

Figura 6. Design experimental: Avaliacdo do efeito do bloqueio dos receptores de

Angiotensina Il sobre a meméaria do tipo episddica de animais MasKo e FVBn.
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e Protocolo 3 — Quantificagdo das angiotensinas cerebrais

Neste protocolo, utilizamos o radioimunoensaio para dosar Ang Il e
Ang-(1-7) em duas regides cerebrais, cortex e hipocampo, e o protocolo

segue ilustrado na figura 7 abaixo:

‘ FVBn ‘ MasKo
JL
‘ Hipocampo ‘ Cortex
.\+/ \+/
\:-"i ¥

Figura 7. Quantificagdo por radioimunoensaio das angiotensinas Il e (1-7) cerebrais em

animais MasKo e FVBn.

4.8. Analises estatisticas

Os resultados de labirinto em Y, radioimunoensaio, reconhecimento

de objetos (componente espacial) e tempo bruto de exploragédo dos objetos
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foram expressos como Média + Erro Padrao da Média (EPM) e utilizou-se o

Teste-t de Student ndo pareado para analisar os dados.

Os resultados de indice de reconhecimento de objetos (componentes
novidade e temporal) foram expressos como Média + Erro Padrdo da Média
(EPM) e utilizou-se ANOVA de uma via com post-hoc de Bonferroni para
analisar os dados. No caso de agrupamento de resultados, comparou-se o
indice de reconhecimento da sessao com o valor hipotético 0.5 utilizando-se
o teste T. indices superiores & 0.5 evidenciam uma preferéncia exploratéria

pelo novo objeto.

Os resultados de esquiva inibitéria, foram submetidos ao teste de
normalidade de D’Agostino e Pearson e apresentaram distribuicdo normal,
razao pela qual foi usado um teste paramétrico — Analise de varidncia de

uma via post hoc de Bonferroni para analisar os dados.

Com relacédo a significancia, utilizamos os seguintes critérios para
expressa-la:
e *quando o valor de P for menor que 0.05
e ™ :quando o resultado o valor de P for menor que 0.01

e ***:quando o valor de P for menor que 0.001.
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5. RESULTADOS
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5.1. Esquiva Inibitéria

A esquiva inibitéria € uma tarefa com componente aversivo que avalia
memoria associativa. Os substratos neurais deste tipo de memdria envolvem
principalmente o hipocampo, além de compartilhar com a LTP, as mesmas
bases moleculares (lzquierdo et al. 2002; Vianna et al., 2000 Withlock et al.,

2006).

Nossos resultados mostraram que os animais MasKo (n=12), bem
como seus respectivos controles FVBn (n=17), apresentaram MCD e MLD

intactas (fig. 8).

150+ *kk
™ Treino Fekk
—1 MCD
= \LD ** T
—~ *
) 100
- 1
.©
(&]
C
<O
© 50-
-
0 I I

| |
FVBn MasKo

Figura 8: Desempenho de animais MasKo e FVBn na tarefa de esquiva inibitéria. Os
resultados sdo expressos em Média + Erro Padrdao da Média (EPM). *, ** e *** indicam
P<0.05, 0.01, 0.001, respectivamente, quando comparado com a laténcia de treino dentro

de cada grupo.
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5.2. Labirintoem Y

Como mencionado anteriormente, as memorias podem ser
classificadas quanto ao conteudo e quanto a duragao. Portanto, decidimos
utilizar o labirinto em Y para avaliar a memoria de trabalho, que é uma
memoria de duragdo ultra-rapida. Esta meméria € sustentada,
principalmente, pela atividade elétrica dos neurdnios do cortex pré-frontal e
por suas proje¢cdes para o cortex entorrinal, hipocampo e amigdala (Lent,

2008).

A andlise da alternagdo espontdnea mostra que ambos os grupos
FVBn (n=20) e MasKo (n=19) alternaram acima da chance (50%) (P<0.001).
Além disso, ndo houve diferenga entre os grupos (P=0.7390) (figura 9A).
Analisamos também o numero de bragos visitados, como um indicativo de
atividade locomotora, e nao observamos diferengca entre os grupos

(P=0.2785) (figura 9B).
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FVBn MasKO FVBn MasKO

Figura 9: Comportamento de alternagdo espontanea (CAE) de animais MasKo e
FVBn no labirinto em Y. Os dados s&o expressos como médiatEPM da (A) alternacao

espontanea e (B) do nimero de entradas nos bragos do labirinto.
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5.3. Tarefa de Reconhecimento de Objetos

5.3.1. Reconhecimento de Objetos — componente novidade

Utilizamos a tarefa de reconhecimento de objetos para avaliar a
memoria do tipo declarativa em animais MasKo e FVBn. Durante a sessao
de treino, ambos os grupos exploraram igualmente os objetos, indicando que
os resultados referentes ao processo de aprendizagem e meméria ndo foram
resultado de falta de interesse pelos objetos ou tempo de exploragéo

insuficiente durante o treino (tabela 4).

Os animais FVBn apresentaram MCD e MLD intactas, ou seja,
durante as sessdes de teste estes animais exploraram mais os objetos
novos (n=10; F(2,27)=10.96; P=0.0003). J& os animais MasKo foram
incapazes de reconhecer o objeto novo em ambas sessdes de teste (n=9;

F(2,24)=0.7572; P=0.4798).
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Figura 10. Desempenho de animais MasKo na tarefa de reconhecimento de objetos,
componente novidade. Os dados sao expressos como médiatEPM do indice de
reconhecimento. ** indicam P< 0.01 quando comparado com o indice de reconhecimento na

sessdo de treino, dentro de cada grupo.

Exploracdo durante o treino

Genotipo [ iia (2) [Deavia

FBn 44 38235] 14 02611
Maslko [ 50808533 1663213

Tabela 4. Tempo de exploragédo dos objetos durante a sessao de treino da tarefa de

reconhecimento de objetos, componente novidade. Teste T ndo pareado, P = 0.2703.

5.3.2. Reconhecimento de Objetos — componente temporal

A tarefa de reconhecimento de objetos permite que outros
componentes, além da novidade, possam ser avaliados (de Castro et al.,
2009). Aqui avaliamos o componente temporal, onde a capacidade do

animal em reconhecer objetos apresentados em sequéncia temporal é
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testada. Para isso, espera-se que durante a sessao de teste o animal
explore mais o objeto que foi apresentado durante a primeira sessao de
treino. Os animais FVBn reconheceram o objeto mais antigo explorando-o
mais durante a sesséo de teste (n=10; F(2,27)=4.447; P=0.0214), porém o
mesmo nao ocorreu quando os animais MasKo foram testados (n=9;

F(2,24)=2.018; P=0.1548).

1.0+
3 Treino 1

S 099 = Treino2
S 0.8 mmm Teste
£
‘S 0.7 **
206
C 7] —_1 -
305 . T
(0]
¥ 0.4
3 0.3-
8 0.2
©
£ 0.14

0.0

FVBn MasKO

Figura 11. Desempenho de animais MasKo na tarefa de reconhecimento de objetos,
componente temporal. Os dados sao expressos como médiatEPM do indice de
reconhecimento. ** indica P< 0.01 quando comparado com o indice de reconhecimento nas

sessodes de treino, dentro do grupo.

Exploracio durante as fases de treino

Treino 1 Treing 2
Media (5] |Desvio Media (g) |Desvio
FEBn 75,8659 24 11421 53 426( 39 34886
hasko 43,51] 15,06745( 55 ,04286( 44 44205

Gendtipo

Tabela 5. Tempo de exploragéo dos objetos durante a sessao de treino da tarefa de
reconhecimento de objetos, componente temporal Treino 1: P=0.5609 ; Treino 2 : P=0.8243

- Teste T ndo pareado.
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5.3.3. Reconhecimento de Objetos — componente espacial

Neste ultimo protocolo, avaliamos a memdria de reconhecimento de
objetos, porém utilizando um protocolo onde o componente espacial foi
predominante. Este protocolo baseia-se na capacidade do animal
reconhecer o objeto que teve sua localizagdo dentro do contexto modificada
na sessao de teste. Os animais FVBn foram capazes de reconhecer o objeto
com nova localizagdo espacial durante a sessao de teste (n=10; P=0.0002).
No entanto, os animais MasKO apresentaram déficit de memodria de

reconhecimento de objetos, componente espacial (n=9; P=0.88).

1.0+ )
3 Treino
0.9 mmm Teste

0.8
0.74
0.6
(-1 —
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

*kk

indice de Reconhecimento

FVBn MasKO
Figura 12. Desempenho de animais MasKo na tarefa de reconhecimento de objetos,
componente espacial. Os dados sido expressos como médiatEPM do indice de
reconhecimento. *** indica P< 0.001 quando comparado com o indice de reconhecimento na

sessao de treino, dentro do grupo.
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Exploracdo durante o treino

SERSIR0 FTee a)) Dead

F“En 43 2432| 20 B7358
Mazko 47 B236E| 19 2249

Tabela 6. Tempo de exploragédo dos objetos durante a sessao de treino da tarefa de

reconhecimento de objetos, componente espacial. Teste T ndo pareado, P=0.4574.

5.4. Papel dos receptores AT; e AT, no déficit de meméria de

reconhecimento de objetos de animais MasKo

Observamos um déficit de memdria especifico nos animais MasKo
quando a tarefa utilizada para avalia-la foi a de reconhecimento de objetos.
Estudos eletrofisiolégicos demonstraram que em fatias hipocampais de
camundongos MasKo ocorre um aumento da LTP e que este aumento é
inibido pela administragdo de Ang-(1-7). Além disso, o bloqueio de
receptores AT4 na presenga de Ang-(1-7) bloqueia os efeitos inibitorios da
Ang-(1-7) (Hellner et al., 2005). Assume-se entdo que na auséncia de seu
receptor Mas, a Ang-(1-7), em altas concentragdes, pode ativar receptores
AT4. Decidimos entéo verificar qual o efeito de bloqueadores dos receptores
AT1 e AT, sobre a memoria de reconhecimento de objetos em animais FVBn

e MasKo.
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5.4.1. Reconhecimento de Objetos apés administragao de salina

Ja que em todos os componentes testados na tarefa de
reconhecimento de objetos os camundongos MasKo apresentaram déficit,
optamos por utilizar o protocolo novidade, pois podemos avaliar tanto a MCD
quanto a MLD. Inicialmente, avaliamos se a inje¢cado per se poderia ter algum
efeito sobre o desempenho dos animais na tarefa de reconhecimento de
objetos. A figura 13 mostra que os animais FVBn foram capazes de
reconhecer os objetos novos em ambas sessbes de teste (n=7;
F(2,19)=14.94; P=0.0001). Além disso, a administracdo de salina n&o alterou
o déficit de memodria encontrado nos animais MasKo (n= 7; F(2,20)=1.272;
P=0.3020) . Nao houve diferenga quanto ao tempo bruto de exploragado dos
objetos durante a sessdo de treino (FVBn= 23.7419.45 s;

MasKo0=33.4418.39 s; P=0.057).

1.04 = wmcD
0.91 mm MDD

0.8_ *k* dede
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indice de Reconhecimento

FVBn MasKo

Figura 13: Efeito da injegdo subcutanea de salina sobre a memoaria do tipo episddica
em animais MasKo e FVBn. ** indica P< 0.01 e *** indica P< 0.001 quando comparado com

o indice de reconhecimento na sesséao de treino, dentro do grupo.



58

5.4.2. Reconhecimento de Objetos apdés administragao de

PD123319

Para verificar o efeito do bloqueio de receptores AT, sobre a memoria
do tipo episddica, administramos 1mg/kg de PD123319, bloqueador seletivo
de AT,, 12 e 1h antes do treino, por via subcutanea nos animais MasKo e
FVBn. Estudos de Macova et al. (2008) sugerem que este farmaco € capaz
de atravessar a barreira hemato-encefalica e bloquear centralmente estes
receptores, o que permitiria sua atuacdo no sistema nervoso central. A
administracdo de PD123319 n&o alterou a memdria de reconhecimento de
objetos dos animais controle (n=6; F(2,15)=19.55, P<0.0001) e ndo reverteu
o déficit de memoria dos animais MasKo (n=10; F(2,27)=0.800, P=0.4588)
(Figura 14). Nao houve diferenga quanto ao tempo bruto de exploragdo dos
objetos durante a sessdo de treino (FVBn= 111.5£31.77 s;

MasKo=101.82+39.44 s; P=0.5974).
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Figura 14: Efeito da injecdo subcutanea de PD123319 sobre a memdria do tipo
episédica em animais MasKo e FVBn. Observou-se que a infusdo néo alterou a capacidade
mnemonica dos animais controles, mas também nao foi capaz de reverter os déficits
encontrados nos animais nocaute. ** indica P< 0.01 e *** indica P< 0.001 quando

comparado com o indice de reconhecimento na sesséo de treino, dentro do grupo.

5.4.3. Reconhecimento de Objetos ap6s administragcao de

Losartan

Para verificar os efeitos do bloqueio do receptor AT+ sobre a memoaria
do tipo episédica, administramos 10mg/kg de Losartan potassico,
bloqueador seletivo de AT4, 18 e 1h antes do treino, por via intraperitoneal.
Estudos de Polidori et al. (1996), Raghavendra et al., (2001) e Wang et al.
(2003) demonstraram que este farmaco atinge o sistema nervoso central
quando esta via de administracdo € utilizada. A infusdo de Losartan nao

alterou o desempenho nos testes de memdéria de reconhecimento de objetos
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do grupo controle (n=7, F(2,18)=10,43, P=0.001). Porém, a infusdo do
Losartan foi capaz de reverter os déficits de memadria do tipo episodia nos
animais MasKo (n=8; F(2,21)=27.96; P<0.0001) (Figura 15). Nao houve
diferenga quanto ao tempo bruto de exploracdo dos objetos durante a

sessao de treino (FVBn= 32.81£11.67 s; MasKo=36.35+18.34 s; P=0.6325).
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Figura 15: Efeitos da infusdo de Losartan sobre a memoéria do tipo episédica em
animais MasKo. A infusdo de Losartan nao alterou o desempenho nos testes de meméaria de
reconhecimento de objetos do grupo controle e foi capaz de reverter os déficits de memoria
do tipo episodia nos animais MasKo. ** indica P< 0.01 e *** indica P< 0.001 quando

comparado com o indice de reconhecimento na sesséo de treino, dentro do grupo.

5.4.4. Resultados agrupados dos efeitos de bloqueadores de AT,

e AT, sobre a meméria do tipo episddica
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Para facilitar a percepcdo dos efeitos da administracido de
Losartan e PD123319 sobre a memdria do tipo episddica nos animais
estudados, agrupamos os resultados mostrados nas trés figuras anteriores
nos dois graficos abaixos, representados na figura 16 e 17, que mostram
respectivamente o efeito observado sobre a memaria de curta e de longa

duracgao.
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Figura 16: Efeitos da administracdo de salina, losartan e PD123319 sobre a
memoria de curta duragdo de animais FVBn e MasKo. Os resultados sdo expressos em
média +- EPM. *** indica P< 0.001 quando comparado com o ponto médio do indice de
reconhecimento de objetos (0.5). Valores superiores a 0.5 revelam preferéncia na

exploragcédo do novo objeto.
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Figura 17: Efeitos da administracdo de salina, losartan e PD123319 sobre a
memoria de longa duragdo de animais FVBn e MasKo. Os resultados sao expressos em
média +- EPM. ** indica P< 0.01 e *** indica P< 0.001 quando comparado com o ponto
meédio do indice de reconhecimento de objetos (0.5). Valores superiores a 0.5 revelam

preferéncia na exploracdo do novo objeto.

5.5. Niveis de Angiotensina-(1-7) no cérebro de animais MasKo

Nossos resultados comportamentais mostraram que o déficit de
memoria encontrado nos animais MasKo pode ser revertido pelo bloqueio de
receptores AT4, mas ndo AT,. Uma vez que encontramos déficits na
memoria do tipo episddica observada nos MasKo, que é reversivel pelo
bloqueio de AT+, decidimos conduzir o protocolo de Radioimunoensaio para

quantificar o nivel basal das angiotensinas cerebrais. Escolhemos a
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Angiotensina Il, principal ligante de AT e a Angiotensina-(1-7) que também

pode se ligar inespecificamente a ATj.

5.5.1. Quantificagcao da Angiotensina-(1-7) hipocampal e cortical

A figura 18 representa o radioimunoensaio para quantificacdo da
Angiotensina-(1-7) em duas regides cerebrais, cortex e hipocampo. O
primeiro foi escolhido como controle e o segundo por ser uma regiao
importante para a memodria do tipo episédica. Nao foi encontrada
significancia estatistica entre os niveis de Ang-(1-7) corticais entre os
gendtipos (FVBn, n= 6 e MasKo n=4; P=0.5540). Porém, observamos um
aumento nas concentragdes hipocampais de Ang-(1-7) dos animais MasKo

de aproximadamente 10X (FVBn e MasKo: n= 5 ; P=0,0226).

50007 3 FvBn
40001 W MasKo

pg/mg/ptn

__I__I__l —— s l__l__|

Cortex Hipocampo

Figura 18: Concentragdes basais cerebrais de Angiotensina-(1-7). Os resultados
sdo expressos em média +- EPM. * indica P< 0.05 quando comparado com mesmo tecido

em relagao ao grupo controle.
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5.5.2. Quantificagao da Angiotensina Il hipocampal e cortical

A figura 19 representa o radioimunoensaio para quantificacdo da
Angiotensina |l em duas regides cerebrais, cortex e hipocampo. Novamente
o cortex foi eleito como controle e 0 segundo por ser uma regido importante
para a memoria do tipo episddica. As concentragdes corticais de Ang Il ndo
diferiram entre os grupos (FVBn, n=6, MasKo n=4 ; P= 0.8763) assim como

as concentragdes hipocampais (FVBn, n=5, MasKo n=5; P=0.9469).
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Figura 19: Concentragbes basais cerebrais de Angiotensina Il. Os resultados séo

expressos em media + EPM.
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6. DISCUSSAO
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Nossos resultados mostraram que camundongos nocautes para o
receptor Mas apresentam déficit especifico de memoria de reconhecimento
de objetos, ja que as memdrias de trabalho e associativa estdo intactas.
Além disso, o déficit de memoria encontrado foi revertido pelo bloqueio pré-
aprendizado de receptores AT¢, mas ndo AT,. Este ultimo resultado indica
que os niveis aumentados de Ang-(1-7) hipocampais, detectados pelo RIE,
em decorréncia da auséncia dos receptores Mas, podem estar ativando

inespecificamente os receptores AT4 e ocasionando os déficits de memodria.

Existem varias evidéncias demonstrando a modulacdo da memoria
pelo sistema renina angiotensina, sendo o principal foco a Angiotensina Il e
seus respectivos receptores. Raghavendra e colaboradores (2001)
demonstraram que a inibicdo da ECA e o bloqueio de receptores ATq,
potencializam a consolidacdo da memodria condicionada ao medo em ratos.
Porém, a administracdo de Ang Il intra-hipocampal impede a consolidagéao
desta mesma memodria, e este efeito € via receptores AT, (Kerr et al., 2005).
Quanto a memédria espacial, ratos submetidos ao tratamento crénico com
inibidores da ECA melhoraram seu desempenho no labirinto aquatico de
Morris (Jenkins e Chai, 2007). Além disso, a administragdo de Angiotensina
Il ou (1-7) ou bloqueio de seus receptores € capaz de alterar parametros
eletrofisiolégicos (LTP e LTD) em regides cerebrais como amigdala e
hipocampo (Tchekalarova e Albrecht, 2006; Hellner et al., 2005; Armstrong
et al., 1996; Kerr et al., 2004; Wayner et al., 1995). No entanto, pouco se

sabe sobre a modulagéo da memoaria pelo eixo Ang-(1-7)/receptor Mas.
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O estudo pioneiro de Walther et al. (1998) com animais nocautes para
o receptor Mas mostrou que estes apresentavam disfungdes
comportamentais, como ansiedade elevada, e alteragdes eletrofisiologicas,
apresentando LTP mais robusta em relagdo aos animais controle. No
entanto, é importante frisar que o background genético utilizado neste estudo
difere do utilizado em nosso trabalho, uma vez que dispomos de
camundongos da linhagem FVBn, enquanto os trabalhos prévios utilizaram
animais C57BL/6. Portanto, nossos dados sdo os primeiros a demonstrar
déficit de memodria em decorréncia da ablagdo do gene Mas, quando o

background utilizado € o FVBn.

Baseado nos resultados eletrofisiolégicos que mostraram LTP mais
robusta em animais C57/BI6 nocautes para o receptor Mas (Walter et al.,
1998) decidimos analisar inicialmente o desempenho dos camundongos
FVBn MasKo na tarefa de esquiva inibitéria. O aprendizado na esquiva
inibitéria envolve uma séria de eventos bioquimicos no hipocampo que sao
necessarios para a consolidacdo desta memoria. Estes eventos sao
similares as varias vias que foram descritas como necessarias a diferentes
tipos de potenciacao de longo prazo (LTP) e outras formas de plasticidade
neural (Baudry, Bi, e Tocco, 1996; Bliss e Collingridge, 1993; Collingridge e
Bliss,1993; Izquierdo e Medina, 1995, 1997; Maren e Baudry, 1995; Martin e

Kandel, 1996; Reymann, 1993).

Basicamente, os eventos bioquimicos que participam da consolidacao
da memodria na tarefa da esquiva inibitéria envolvem a ativacdo de

receptores glutamatérgicos, dopaminérgicos, serotonérgicos, colinérgicos e
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gabaérgicos hipocampais e envolvem diferentes cascatas de proteinas
cinases: PKG, PKA, PKC e calcio-calmodulina Il (CaMKIl) e ERK (Vianna et

al., 2000 ; lzquierdo e Medina, 1997).

Essa maquinaria celular necessaria para a formacédo deste tipo de
memoria sofre influéncia da modulag&o angiotensinérgica. Estudos mostram,
por exemplo, que as cascatas geradas pela ativagdo de AT pela Ang Il,
passam por componentes comuns a formagcdo das memorias, como ERK,
PKA, PKC, CREB, MAPK (Koka et al., 2008; Cammarota et al., 2001;
Hayabuchi et al., 2001). Logo, se as angiotensinas s&o capazes de modular
a atividade dos sinalizadores intracelulares envolvidos com a formacao de
memorias € plausivel que disfuncbes do SRA alterem a aquisicdo ou

consolidagao da memaria de esquiva inibitoria.

No entanto, nossos resultados mostraram que os animais MasKo nao
possuem déficit na tarefa de esquiva inibitéria. Isso nos indica que apesar da
neuromodulagdo angiotensinérgica convergir com parte das vias de
sinalizacdo intracelular recrutada para a consolidagcdo deste tipo de
memoria, a integridade destas vias foi aparentemente mantida mesmo com a

deplecao dos receptores Mas.

Sabendo que as memdrias, bem como seus substratos neurais
diferem e que o processamento destas memodrias pode variar em
complexidade, decidimos avaliar o desempenho dos animais MasKo em
outros paradigmas comportamentais onde a modulacédo do eixo Ang-(1-

7)/Mas poderia ser mais expressiva.
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A memodria de trabalho € uma memdria de curtissima duracido, que
nao deixa tragos e é essencial para a continuidade de tarefas ao longo da
vida (McAfoose e Baune, 2009). Realizamos a tarefa do labirinto em Y para
avaliar a memoaria de trabalho, utilizando como indice desta memdria a
porcentagem de alternagao espontanea dos animais. Esta tarefa baseia-se
na tendéncia dos roedores em alternar entre os bragos do labirinto, sem que
haja qualquer tipo de recompensa ou punicdo durante o experimento

(Hughes, 2004).

Nossos resultados revelaram que os animais MasKo n&o possuem
déficit na memoéria de trabalho, ou seja, sdo capazes de alternar entre
bracos recentemente visitados e dar prosseguimento a uma exploragéo
l6gica pelo ambiente. Logo, podemos concluir que a deple¢do do receptor
Mas nao afetou a expressdo da memoria de trabalho, quando a tarefa

utilizada foi o labirintoem Y.

Ainda avaliamos a memoéria do tipo-declarativa, utilizando como
paradigma comportamental o reconhecimento de objetos. Usamos esta
tarefa simples para testar tanto o componente novidade, quanto o temporal e

o espacial.

Nossos resultados mostraram que na tarefa de reconhecimento de
objetos os animais MasKo possuem déficit nos trés componentes avaliados,
indicando que a integridade do eixo Ang-(1-7)/Mas é essencial para a

expressao deste tipo de memodria.
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Estudos prévios sugerem que a deplecédo do receptor Mas nao
prejudica a memoria espacial, porém os experimentos em questéo utilizaram
o background C57BL/6. Além disso, a tarefa utilizada para avaliar a memoéria
espacial foi o labirinto aquatico de Morris (Walther et al., 1998), que para ser
consolidada requer multi-sessodes de treino, além de possuir um componente
naturalmente aversivo para roedores que € a agua. Porém, em um estudo
mais recente, os mesmos autores mostraram que fémeas MasKo com
background C57BL/6 possuem déficit de memoaria espacial quando testadas
no labirinto aquatico (Walther et al., 2000). Portanto, pelo menos com
relacdo a interpretacdo dos resultados de memodria espacial € preciso
considerar a linhagem, o sexo e o protocolo utilizado. Aqui avaliamos
camundongos machos, com background FVBn e utilizamos uma tarefa com
aprendizado em um unico treino e sem componente aversivo. Nossos
resultados mostram que para a consolidacdo da memdria espacial, nas
condigdes experimentais acima descritas, a modulagdo do eixo Ang-(1-

7)/Mas é essencial.

A memoria do tipo episddica é um verdadeiro guia de experiéncias
pessoais. Sem essa memoria intacta padrées importantes das informacdes
se perdem e a chance de erro de organiza-las de forma util aumenta. Vale
aqui ressaltar que a memoéria do tipo episédica € um analogo animal da
memoria declarativa e, segundo Branddo (2004) ela: “corresponde,
efetivamente ao que todos entendem como memoaria, dado que corresponde
a fatos informagdes adquiridos através da aprendizagem e que
conscientemente acessamos através da busca aos arquivos de memdria.”

Estudos com lesdes ou bloqueios farmacolégicos mostraram que os
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componentes da memoria do tipo episddica dependem de substratos neurais
diferentes. Por exemplo, Balderas et al. (2008) mostrou que o hipocampo
esta muito mais envolvido com o contexto ambiental em que se encontra o
objeto do que com a novidade deste objeto, o que fica mais cargo do
processamento do cértex perirrinal. De qualquer forma, ter o lobo temporal
intacto € fundamental para o processamento da memdria do tipo episddica

avaliada pela tarefa de reconhecimento de objetos.

O componente novidade da tarefa de reconhecimento de objetos
permite avaliar as memorias de curta (MCD) e de longa duragdo (MLD).
Nossos resultados mostraram que ambas MCD e MLD foram prejudicadas

pela deplegao genética do receptor Mas.

Na tarefa de RO, a inibicdo hipocampal da tradugcdo do RNAm
(Myskiw et al., 2008) ou da sintese protéica (Rossato et al., 2007)
imediatamente ou 180 minutos apds o treino prejudicou a consolidagao da
MLD, sem afetar a retengdo da MCD. Logo, podemos inferir que a MLD
necessita de sintese protéica, enquanto a MCD parece dispensar a sintese
de novas proteinas para ser consolidada, o que faz com que o trago gerado

pela MLD seja mais estavel e duradouro.

A regido CA1 hipocampal é uma regido recrutada durante a tarefa de
reconhecimento de objetos e um recente estudo demonstrou que esta regido
também esta envolvida na tarefa de localizagdo espacial de objetos (Assini
et al., 2009). Hellner e colaboradores (2005) verificaram que animais MasKo
apresentam LTP hipocampal aumentada e que a administracdo de

Angiotensina-(1-7) sobre estas fatias bloqueia este efeito provavelmente via
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ativacdo de receptores AT+, ja que a administragdo de Losartan impede o
efeito da Ang-(1-7). Estes resultados motivaram o estabelecimento da
seguinte hipétese: a auséncia de receptores Mas hipocampais causa um
aumento na produgdo de Ang-(1-7), que em altas concentragbes esta

ativando os receptores AT4 e causando os déficits de memaoria encontrados.

Inicialmente, administramos os bloqueadores de receptores ATq e
AT,, Losartan e PD123319, respectivamente. Essas drogas sao capazes de
atravessar a barreira hemato-encefalica e bloquear funcionalmente seus
receptores-alvo. Verificamos que o bloqueio dos receptores AT, pré-treino
nao afetou a memoaria de reconhecimento de objetos dos animais controles
FVBn e ndo modificou o déficit de memdria dos animais MasKo. No entanto,
o bloqueio pré-treino dos receptores AT reverteu o déficit de memaoria dos
animais MasKo, sem ter tido efeito sobre a memoaria dos animais controles
FVBn. Portanto, nossos resultados sugerem que os déficits encontrados nos
animais MasKo se da via ativacao de receptores AT4. Apoiando nossos
resultados esta o fato de que a Ang-(1-7), comparada com a Ang Il, € cerca
de 150 vezes menos efetiva em ativar receptores AT e cerca de 6000 vezes
menos efetiva em ativar receptores AT, (Rowe et al. 1995). Além disso, para
atuar sobre receptores AT4, a concentracdo de Ang-(1-7) necessaria para
alterar a indugdo de LTP foi altamente superior quando comparada a
concentragao de Ang Il responsavel pelo mesmo efeito (Hellner et al., 2005).
Logo, duas possibilidades sdo possiveis: (1) a expressédo de receptores AT
hipocampais esta aumentada nos animais MasKo favorecendo entdo a
ligagdo da Ang-(1-7) ou (2) os niveis de Ang-(1-7) estdo aumentados no

hipocampo dos animais MasKao.
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Apesar de haver um efeito regulatério do receptor Mas sobre o
receptor AT4, uma vez que o primeiro € capaz de diminuir a disponibilidade
deste ultimo na superficie celular por um mecanismo oligomérico (Kostenis
et al., 2005, und Halbach e Albrecht, 2000), a expressao destes receptores
no cérebro de animais MasKo nao difere dos animais controle (Walther et al.,
1998 ; und Halbach et al., 2000). Logo, a segunda possibilidade parece ser

a mais provavel.

De fato, nossos resultados com radioimunoensaio mostraram que a
Angiotensina-(1-7) hipocampal dos animais nocaute encontra-se 10 vezes
mais elevada em relagdo aos animais controle. Chappell (1989) mostrou por
RIE que, em ratos, as angiotensinas hipocampais predominantes sdo a Ang
[, Ang Il e Ang-(1-7), ndo havendo diferenga com relagao aos niveis de cada
uma. Logo, nossos resultados sugerem que a deplegcdo do receptor Mas,

especificamente no hipocampo, favoreceu o acumulo de Ang-(1-7).

Com base nestes resultados, podemos especular que as altas
concentragdes de Ang-(1-7) observadas no hipocampo dos animais MasKo
podem ser decorrentes de um aumento na atividade e/ou expressido de
enzimas que sintetizam a Ang-(1-7), como a ECA2, NEP , TOP e POP
(Trask e Ferrario, 2007). Ainda, como os niveis de Ang Il ndo diferiram entre
0s genotipos, podemos sugerir que provavelmente a principal fonte deste
excesso de Ang-(1-7) hipocampal € proveniente da degradacédo de Ang Il

pela ECA2.

Um dado bastante interessante foi o de termos encontrado um déficit

de memoria cuja procedéncia, ao que tudo indica, vem da ativagdo dos
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receptores AT4. Apesar dos dados da literatura mostrarem efeitos amnésicos
da Ang Il via ativagao de receptores AT,, e nao AT (Kerr et al. , 2004 ;
Bonini et al., 2006), a tarefa utilizada foi a esquiva inibitéria. Aqui, mostramos
pela primeira vez que nao ha alteragdo na memodria de reconhecimento de
objetos apds a administragdo pré-treino de antagonistas de receptores AT;
ou AT,. E ainda, que a auséncia de receptores Mas favorece a ativagao dos

receptores ATj.

Assumindo que a ativacdo de receptores AT¢ pela Ang-(1-7) é o
responsavel pelo déficit de memdria encontrado nos camundongos MasKo
podemos sugerir alguns dos mecanismos moleculares que poderiam estar

sendo desencadeados apods esta ativacao.

Estudos mostraram que a ativacdo do receptor Mas é capaz de
induzir a sintese de NO (Sampaio, 2007; Brosnihan, 1998) e que este tem
efeitos importantes sobre a fisiologia do ténus vascular (Lemos et al., 2005).
Estudos de Medina e Izquierdo (1995) sugerem que o NO, sintetizado nos
neurénios pela NnNOS (6xido nitrico sintase neuronal), atua como um
neurotransmissor retrégrado, capaz de facilitar tanto a formacédo das
memorias como a LTP. Outros estudos ainda provaram que o bloqueio da
sintese de NO é capaz de prejudicar memoérias (Baratti 1996 e 2009;

Izquierdo et al., 2006).

A figura 19 ilustra as principais vias intracelulares mediadas pelas
angiotensinas no neurénio. Ressalte-se aqui o papel do NO, que além de ser
um potente neuromodulador da memoaria, € um ponto de convergéncia entre

as vias ativadas pelos receptores AT4 e Mas. A ativacdo do receptor Mas,
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culmina com a estimulagdo da nNOS, tornando assim o contexto favoravel a
formacao das memarias, bem como de NO. Ja a ativagao de receptores AT4
pode gerar a producado de radicais livres (ROS), que por sua vez séo
capazes de inibir a formagao de NO, gerando assim um contexto intracelular

desfavoravel a formacdo das memoarias.

Neuron

Glial cell

Ang-ll
Ang-l

Ang-
(1-9)

Ang-

Hl 11 t*} \
(1-7)
P38, ERK1/2, NOS . ACE <

c-jun, c-fos \Q \ o

(1-5)

\ Ang-l NO release

Figura 19 — Principais vias de sinalizagdo intracelular de AT+ e receptor Mas em
neurdnios. Retirado de Xia e Lazartigues (2008). A figura mostra as vias extra-celulares de
sintese da prinicpais angiotensinas, seus receptores de membrana, bem como duas vias
principais e antagénicas na sinalizagdo da ativacdo de AT e Mas, sendo que uma envolve
a MAPKK e outra a sintese de oxido nitrico. Legenda - AGT: Angiotensinogénio , PRR:
receptor de (pré)renina , AT4R: Receptor AT4, ACE2: ECA2 , NEP: Nepresilina , ACE :
ECA , NO: Oxido Nitrico , APA: Aminopeptidase A , APN: Aminopeptidase N , ROS:
Espécies reativas de oxigénio (radicais livres) , NOS : Oxido nitrico sintase ; MAPKK:

cinase de proteinoquinase mitdgeno-dependente.
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7. CONCLUSOES
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Os camundongos MasKo ndo apresentam déficit de memoria na
tarefa de esquiva inibitéria;

Os camundongos MasKo ndo apresentam déficit de memoria de
trabalho avaliada no labirinto em Y;

Os camundongos MasKo apresentam déficit de memoéria de
reconhecimento de objeto, em todos os componentes avaliados,
novidade, espacial temporal,

O déficit de memoria de reconhecimento de memoria dos
camundongos MasKo é revertido pelo bloqueio de receptores ATy,
mas nao receptores ATy;

O hipocampo de camundongos MasKo apresenta 10x mais Ang-(1-7)
quando comparado com hipocampo de animais FVBn, ndo havendo

diferenca nos niveis de Ang Il
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