Anexo 1

Resumo

A hipertensdo essencial é uma doenca que afeta cerca de 20% da populacdo
adulta, chegando a 50% no caso dos idosos, sendo que os mecanismos de sua génese
ainda nao sao totalmente conhecidos.

O objetivo deste trabalho é investigar a expressao de dois genes relacionados
aos mecanismos renais de controle da pressao arterial em trés areas do sistema
nervoso central de ratos (bulbo dorsal, bulbo ventrolateral e hipotalamo) através da
técnica de PCR em tempo real, avaliando, desta forma seu possivel envolvimento nos
mecanismos centrais relacionados a génese da hipertensdo em ratos
espontaneamente hipertensos.

Um deles, o gene SAH, cujo papel ainda nédo foi totalmente caracterizado, tem
apresentado taxas de transcricdo mais altas em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) em relagao aos correspondentes normotensos WKY.

O segundo gene, codificador da proteina associada ao receptor AT1 da
angiotensina Il (ATRAP) estd relacionado com a internalizacdo destes receptores,
tendo, portanto, uma grande importancia nos mecanismos reguladores da pressao
arterial.

Nossos resultados mostram, pela primeira vez, a transcricio de ambos os
genes nas trés areas do sistema nervoso relacionadas com o controle central da
pressdo arterial.

Ainda ndo foi possivel estabelecer uma relacdo entre a expressao do gene SAH
com o desenvolvimento da hipertensdo em qualquer dos estagios do
desenvolvimento da linhagem SHR.

O gene codificador da proteina ATRAP apresentou um aumento de expressao
nos ratos hipertensos entre 1 e 2 meses de idade, periodo importante na génese da
hipertensdo nesta cepa. Desta forma, este estudo demonstra a expressao de dois
genes caracterizados previamente nos rins em areas importantes para a regulagao
central da pressao arterial em diferentes periodos de desenvolvimento de ratos SHR e

WKY.



Anexo 2

Abstract

Essential hypertension is a disease that affects nearly 20% of the adult
population, reaching 50% of the elder, and the mechanisms of its genesis are not yet
completely know.

This work aim to investigate two genes related to the renal mechanisms of
blood pressure in three areas of central nervous system (dorsal bulb, ventrolateral
bulb and hypothalamus) by means of real time PCR, in order to valuate their possible
involvement in the central mechanisms of blood pressure control.

One of them is the SAH gene, whose role remains to be clarified. It has higher
transcription rates in hypertensive rats (SHR) than in the correspondent
normotensives WKY.

The other gene codifies the angiotensin Il type 1 receptor associated protein
(ATRAP) inducing its internalization. Thus, besides the transcriptional differences of
the ATRAP protein between SHR and WKY rats, the ATRAP codifying gene is linked to
blood pressure control played by means rennin-angiotensin system through ATi
receptors.

Our results provide evidence for the first time, on the expression of both genes
in areas of the nervous system involved with the central blood pressure regulation.

It was not possible to establish a relationship between the SAH gene
expression and the development of hypertension in the SHR rat.

The expression of the ATRAP codifying gene was increased in the SHR
between 1 and 2 months of age, which is an important period for hypertension
development in this strain.

Thus, this study shows the expression of SAH gene and ATRAP codifying gene
in areas of nervous system of SHR and WKY important for the central regulation of

blood pressure.
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I- Introducao

A pressao arterial € um dos parametros vitais mais importantes a
manutencéo da vida.

Niveis adequados de pressdo sao responsaveis pela correta perfusao
sanguinea em todos os 6rgaos e tecidos do organismo, de acordo com as suas
necessidades momentaneas, possibilitando o fornecimento de nutrientes,
oxigénio e horménios, a chegada de células de defesa, além de promover o
carreamento de metabdlitos, dos locais de origem as vias de eliminacao,
evitando, assim, um acumulo potencialmente toxico ao organismo (Navar,
2005).

Desta forma, o ajuste fino da pressao arterial (PA) € indispensavel e a
sua regulacao € atribuida a varios sistemas trabalhando em conjunto em uma
complexa e precisa interconexao.

Fisicamente, a PA é determinada pela forca que o sangue exerce nas
paredes dos vasos, dependendo, basicamente, do produto de dois fatores: a
resisténcia periférica (RP) e o débito cardiaco (DC) (PA= RP X DC) (Aires,
1999). O débito cardiaco é definido como a quantidade de sangue que o
coracdo langca na circulagcdo a cada contracdo, e a resisténcia periférica é
definida como a resisténcia que os vasos oferecem a passagem do sangue.

Os sistemas de ajuste da pressao arterial podem ser classificados de
acordo com seu modo de acdo, podendo ser divididos em mecanismos de
ajuste a longo prazo, realizado pelo sistema renal, e de curto prazo, realizados
majoritariamente pelo sistema nervoso central (Cowley, 1992). Nos proximos

tépicos estes dois sistemas serdo abordados mais detalhadamente.



1.1 O sistema renal no controle da pressao

arterial

De forma simplificada, o sistema renal promove seus efeitos na
regulacao da pressao arterial de forma relativamente lenta, porém duradoura,
agindo basicamente por dois mecanismos: o mecanismo hemodinamico € o
mecanismo hormonal.

No mecanismo hemodinamico, o controle da PA é feito através do
controle no volume de fluido contido no sistema circulatorio. Por exemplo, no
caso de um aumento na pressao arterial, pode-se observar um acréscimo
direto na taxa de filtracdo glomerular, promovendo um aumento na quantidade
de urina produzida. A eliminacao da urina diminui o volume total de fluido no
sistema circulatorio, que por sua vez culmina com a redugdo do débito
cardiaco, trazendo a PA aos niveis basais, uma vez que, como Vvisto
anteriormente, a pressao arterial depende diretamente deste parametro. A
variacao no volume de liquido extracelular é visto como um dos mais potentes
e importantes mecanismos de manutencdo da PA nos niveis adequados
(Guyton, 1989).

Por outro lado, uma queda na PA também promove sinais que
promoverao a sua elevacao aos niveis normais, de forma inversa a explicada
anteriormente.

Ja com relacao ao controle hormonal o principal mecanismo de acao € o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Ele é o mais importante
mecanismo de regulacdo das funcbes renais e cardiovasculares (Carey e

Siragy, 2003; Schmieder, Hilgers et al., 2007).



A ativagdo do SRAA tem inicio com um sinal desencadeado por uma
diminuicio momentadnea da pressao arterial, que promove uma queda na
perfusdo sanguinea nas ceélulas justaglomerulares, localizadas nos rins. Esta
queda de perfusdo é traduzida como um sinal ativador destas células, que
passam, entdo, a liberar a primeira enzima na cadeia do sistema SRAA, a
renina, produzida e armazenada em granulos nas préprias células
justaglomerulares. Vale lembrar que a producdo de renina também ja foi
detectada em tecidos ndo pertencentes ao sistema renal, como cérebro, tecido
adiposo e coracgéao (Atlas, 2007).

A renina liberada atua na conversdo de um peptideo considerado inerte,
denominado angiotensinogénio (produzido e liberado pelo figado), na
angiotensina | (Atlas, 2007), que ndo possui uma acao efetiva sobre o controle
da presséao arterial. Posteriormente a angiotensina | € convertida pela enzima
conversora de angiotensina (ECA) (liberada pelos endotélios renal e pulmonar),
na sua forma ativa no controle da PA, a angiotensina Il (Ferrario, 2006) (figura
1).

A angiotensina Il (ANG Il) atua de varias maneiras para a modificagao
dos parametros circulatérios. Ela pode agir diretamente no SNC, por um
aumento da atividade simpatica, ou provocar seus efeitos agindo
perifericamente, provocando vasoconstricao de arteriolas renais e sistémicas.
Seus efeitos ainda s&o realizados pelo estimulo a ingestdo de liquido, por
inducdo da sede, promovendo um acréscimo no volume de liquido extracelular
e consequente elevacdo na PA (Harrison-Bernard, 2009).

A ANGII promove, ainda, liberacdo do horménio antidiurético ADH pelo

lobo posterior da glandula pituitaria, e a liberacdo da dltima enzima na cadeia



do sistema SRAA, a aldosterona, pelo cértex da medula adrenal (Harrison-
Bernard, 2009).

O ADH liberado atua na elevacao da PA aumentando a absorcao de
agua pelos rins, diminuindo o volume urindrio e aumentando o volume de
liquido extracelular, além de possuir uma agao vasoconstritora muito conhecida
por ser desencadeada nos casos de hemorragias e desidratagdo (Johnston,
1985).

A aldosterona, por sua vez, estimula a absorcao de sddio e agua pelos
tubulos proximais, acréscimo na excrecdo de potassio, reduzindo
sensivelmente o volume de urina produzido buscando um aumento do volume
extracelular (Yoshimoto e Hirata, 2007).

Desta forma, o resultado final do processo € um aumento no volume do
liquido extracelular, diminuicéo do calibre dos vasos e uma consideravel queda
na eliminacao de liquido e sodio, promovendo uma elevagdo compensatoria da
pressao sanguinea até que sejam atingidos os niveis normais.

Assim, podemos ter uma visao geral do papel hemodinamico e hormonal

do sistema renal no ajuste da presséao arterial.
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Figura 1: Esquema ilustrando a cascata de liberacdo da angiotensina |l e seu modo de
acdo no mecanismo de elevacdo da PA: uma queda na perfusdo sanguinea nas células
justaglomerulares promove a liberagdo da renina; a renina atua entdo na clivagem do
angiotensinogénio produzido pelo figado na enzima angiotensina |; a enzima conversora de

angiotensina (ECA) transforma entao a angiotensina | em angiotensina Il.



1.2- O controle da pressado arterial pelo

sistema nervoso central

O sistema nervoso central (SNC) atua no controle da pressao arterial
basicamente pela modulacdo das funcbes dos sistemas simpatico e
parassimpatico, buscando manter os parametros fisiolégicos em seus niveis
basais.

O controle da PA exercido pelo SNC tem a capacidade de atuar
instantaneamente em seus efetores, promovendo mudancas rapidas nos
parametros cardiovasculares de acordo com a necessidade momentanea. Por
este motivo, os seus efeitos sdo classicamente conhecidos por terem uma
atuacao de curto periodo (Joyner, Charkoudian et al., 2008).

No caso de aumento na pressao arterial, receptores sensiveis a pressao
(baroceptores) e quimioceptores, precisamente localizados no arco aobrtico e
seio carotideo sdo ativados, enviando sinais a um importante nucleo bulbar
denominado nucleo do trato solitario (NTS) que retransmite estes sinais a
outros nucleos do bulbo, como o bulbo ventrolateral (BVL), além de centros
localizados em outros locais do SNC. As duas regides aqui citadas tém funcdes
muito importantes no controle da PA realizado pelo sistema nervoso central,
como sera abordado a seguir.

O NTS estéa localizado na porcao dorsal do bulbo, adjacente ao quarto
ventriculo, desde a extremidade caudal do nucleo motor facial até a medula

espinal.



Ele é conhecido por atuar em diversos mecanismos de controle como o
sistema gustativo, no controle da freqiéncia respiratdéria e aumento da sede.
No caso da PA, o NTS possui um papel chave, atuando como principal centro
de integracdo de sinais cardiovasculares oriundos de diversas partes da
periferia, redirecionando-os a outras regides do sistema nervoso central
(Lawrence e Jarrott, 1996; Zanutto, Valentinuzzi et al., 2010).

Além de receber informacgdes periféricas dos baro e quimiorreceptores,
este nucleo é tido como a unica estrutura capaz de receber informacdes de
regides superiores do SNC, como o hipotalamo, direcionando-os aos centros
responsaveis pelo controle das variaveis cardiovasculares, assim como a
outros nucleos mesencefalicos (Zanutto, Valentinuzzi et al., 2010).

A integracéo e redirecionamento de sinais a outros nucleos importantes
do sistema nervoso central realizada pelo NTS, é que torna possivel os rapidos
ajustes dos parametros cardiovasculares as necessidades momentaneas
citados anteriormente (Reis, Granata et al., 1984; Van Giersbergen, Palkovits et
al., 1992).

No NTS podem ser encontrados mais de 21 diferentes tipos de
neurotransmissores, como o glutamato, catecolaminas, neuropeptideo Y,
angiotensina, entre outros, os quais interagem entre si, (Fior, Yang et al., 1994;
Yang, Fior, Hedlund, Agnati et al., 1994; Yang, Fior, Hedlund, Narvaez et al.,
1994; Fior e Fuxe, 1995; Fior-Chadi e Fuxe, 1998) demonstrando a
complexidade das acdes por ele mediadas.

Um aumento na PA estimula o NTS pela liberagdo, a partir das
terminacbes dos baroceptores, do neurotransmissor (predominantemente

excitatorio) glutamato. Entdo, o NTS passa a estimular a por¢éo caudal do BVL
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que, por meio de um aumento na liberacdo do neurotransmissor
(predominantemente inibitério) GABA, diminui a funcéo ténica da porgao rostral
do BVL sobre o sistema nervoso simpatico. O resultado final desta inibicdo do
simpatico é uma reducao da pressao arterial pela diminuicao do ténus vascular
(menor resisténcia periférica), além de uma reducéo da freqtiéncia cardiaca e
da forca de contracdo do musculo cardiaco.

Lesdes do NTS em ratos podem causar hipertensdo fulminante, como
demonstrado por Ferrario e colaboradores em 1981 confirmando seu papel no
controle pressorico. Em outras espécies lesbes no mesmo nucleo causaram
uma forma mais branda de hipertensdo (Nathan e Reis, 1977; Laubie e
Schmitt, 1979).

Pelas caracteristicas citadas acima e pelo recebimento e envio de
inUmeras projecdes a diversas regides do SNC como, por exemplo, o
hipotalamo, é que podemos classificar o NTS como principal integrador no
controle cardiovascular, agindo na resisténcia periférica e débito cardiaco,
através da mobilizacdo de nucleos de controle simpatico e parassimpatico

(Guyenet, Koshiya et al., 1996).

Uma outra regido do SNC, também conhecida pela sua importancia na
regulacdo da PA, € a regido do hipotalamo, onde se encontra, entre outros
nucleos relacionados com o controle cardiovascular, o nucleo paraventricular

do hipotalamo (PVN).

O PVN se localiza bilateralmente ao lado do terceiro ventriculo e é tido
como o maior dos integradores de sinais existentes na regidao hipotalamica,
participando ativamente, além do controle da PA, do controle da taxa

metabdlica, ingestdo alimentar, termorregulacdo e resposta ao estresse. A sua
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estimulacdo pode causar tanto o efeito pressor quanto depressor, sendo o
efeito diferente de acordo com o 6rgao alvo (Schlenker, 2005; Zanutto,

Valentinuzzi et al., 2010).

Por enviar e receber projecdes do NTS, além de modular diretamente o
sistema nervoso autbnomo por meio de projecdes enviadas ao BVL e
neurdnios pré-ganglionares simpaticos da medula espinal (Onai, Saji et al.,
1987; Onai, Takayama et al., 1987; Hardy, 2001), o PVN tem sido descrito
como um importante nucleo regulador dos niveis presséricos (Swanson e
Sawchenko, 1980; Blessing, Jaeger et al., 1982); (Kenney, Weiss e Haywood,

2003; Kenney, Weiss, Mendes et al., 2003).

Ainda, o nucleo paraventricular € o maior produtor de horménio
antidiurético, também chamado de vasopressina, participando ativamente dos
mecanismos de elevagdo da PA, conforme os mecanismos discutidos

anteriormente (Swaab, Nijveldt et al., 1975).

Desta forma ficam ilustrados os dois principais mecanismos de controle

da PA: o renal e 0 neural.

Devido a importancia dos niveis adequados na perfusdo sanguinea, a
complexidade existente na intercomunicacdo entre estes dois mecanismos e
seus varios componentes (além das interferéncias externas que podem alterar
a regulacao), fica claro que disfuncdes nestas vias de controle podem ser muito

danosas ao organismo.
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Neste contexto, a hipertensdo arterial € um dos mais importantes
problemas gerados por disfuncbes na regulacdo da PA e suas causas e

consequéncias serdao melhor abordados nos préximos tépicos.

1.3 A Hipertensao

Disturbios nos complexos mecanismos de regulacao da pressao vistos
anteriormente podem levar ao disturbio conhecido como hipertenséo arterial
(Zanutto, Valentinuzzi et al., 2010), que é definido como uma elevacéao crbnica
na pressao arterial média, verificada ap6s varias medigcdes obtidas em
diferentes periodos ao longo do dia.

Segundo a “V Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial” divulgada na
Revista Brasileira de Hipertensao Arterial (v.9, n.4, p. €35. 2006), um individuo
€ considerado hipertenso quando apresenta, apds varias medicdes ao longo do
dia, uma pressao sistélica acima de 140 mmHg e uma presséo diastélica acima
de 90 mmHg. Ainda, segundo a mesma publicacao, cerca de 30% dos Obitos
no Brasil no ano de 2003 foram decorrentes de doencas cardiovasculares,
sendo que este numero sobe para 37% quando sdo excluidas as mortes
relacionadas a violéncia e causas mal definidas. Se considerarmos somente as
mortes por acidente vascular cerebral, cerca de 40% sao relacionadas a
hipertensao.

De acordo com os dados contidos no primeiro volume da “Cartilha do
Hipertenso”, lancada pela Sociedade Brasileira de Hipertensdo em 2001, uma

em cada cinco pessoas nos dias de hoje é considerada hipertensa, sendo que
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este nimero aumenta para uma em cada duas pessoas no caso dos idosos.
Waki e colaboradores (2009) chegam a afirmar que a hipertensédo afeta uma
em cada trés pessoas nos dias atuais.

Com base nestas informacbes, podemos ter uma idéia clara da
seriedade dos problemas causados pela hipertensdo na sociedade nos dias de
hoje, podendo ser considerada como um problema de saude publica. Por este
motivo, os estudos enfocando as causas, o controle e a diminuicdo dos seus
efeitos s&o fundamentais.

Muitos podem ser os motivos desencadeadores desta patologia, como,
por exemplo, pré-disposicdo genética, o sedentarismo, o estresse, o fumo, a
ma alimentacéao, entre outros.

A hipertensao pode ser caracterizada como secundaria ou neurogénica
(também chamada de hipertensao essencial).

A hipertensdo secundéaria é a presenca de uma condicdo especifica
causadora do quadro hipertensivo. A presenca desta condicao pode causar
diretamente a hipertens&o, ou servir como um fator agravante em um individuo
que ja apresente um quadro de hipertensao primaria. A disfuncao renal cronica
€ geralmente citada como a causa mais comum da hipertensao secundaria
(Taler, 2008).

A hipertensdo neurogénica ou essencial pode ser causada por uma
anomalia no sistema nervoso autbnomo, provavelmente causado por algum
problema no sistema de ramos aferentes (baroceptores, quimioceptores) ou na
circuitaria central (Guyenet, 2006). Reja e colaboradores, em seus dois
trabalhos publicados em 2002 formulam a hip6tese do aumento da atividade na

regidao rostral do BVL em decorréncia de um aumento na expressao génica
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catecolaminérgica, nesta area de ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
amplamente utilizados como modelo de hipertensdo humana (Reis, 1981).

Waki e colaboradores em seu trabalho de 2009 afirmam que hipertenséao
neurogénica pode ser causada e mantida por uma hiperatividade do sistema
nervoso simpatico, tanto em humanos, quanto em modelos animais. Porém
suas causas ainda nao puderam ser completamente elucidadas.

O mesmo trabalho mostra, ainda, que 55% dos pacientes hipertensos,
que fazem uso da vasta medicacéo disponivel, ndo apresentam melhoras nos
altos niveis de pressao arterial.

Sabendo que a hipertenséo conta com varios componentes genéticos e,
sabendo ainda da grande variedade de drogas disponiveis, agindo em
diferentes vias e com diferentes modos de acdo, podemos afirmar que existem
mecanismos desencadeadores (ou uma combinagdo deles) que permanecem
obscuros (Waki, Gouraud et al, 2009). Este fato confere a doenca a
caracteristica de ser multifatorial, o que dificulta muito o desenvolvimento de
uma terapia definitiva para a sua cura.

Apesar das evidéncias que mostram altera¢des nos perfis de expressao
de alguns genes em individuos hipertensos em relagdo aos sadios (Delva,
Lechi et al., 2002; Chon, Gaillard et al., 2004; Ferrari, Reis et al., 2009), genes
definitivamente pro-hipertensivos ainda nao foram estabelecidos. Porém,
alguns candidatos tém surgido em diversos estudos importantes, servindo
como subsidio a novas abordagens que visam futuras terapias e
desenvolvimento de novas drogas.

Dois destes genes relacionados a hipertensao essencial ou neurogénica,

um deles, o gene codificador da “proteina associada ao receptor AT1 de
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angiotensina II” (ATRAP ou AGTRAP) e o outro denominado gene SAH,
apresentaram caracteristicas interessantes em estudos preliminares, tanto em
trabalhos da literatura, quanto em estudos realizados pelo nosso grupo, e sao

alvo deste trabalho, como discutido a seguir.

1.4- O gene codificador da proteina ATRAP

Como visto anteriormente o sistema renina-angiotensina-aldosterona faz
parte do mecanismo hormonal de controle da presséo arterial realizado pelos
rins, sendo um dos mais poderosos sistemas de regulacdo da PA (Harrison-
Bernard, 2009).

Neste sistema, a angiotensina 1l (ANGIl) é um dos principais
componentes.

Este peptideo é conhecido por suas diversas acdes pressoras, tanto em
nivel central como periférico (Reja, Goodchild et al., 2006), promovendo
vasoconstricdo, aumento na sensibilidade de barorreceptores (Atlas, 2007),
elevacao da ingestao, reabsorcédo e retencdo de sodio e agua (Atlas, 2007),
assim como mostrado no esquema da figura 1.

Desta forma, a ANGII tem um papel chave no controle circulatério,
possibilitando que eficientes tratamentos anti-hipertensivos tenham seus
mecanismos de agdo baseados no SRAA. Estes tratamentos procuram
controlar a PA pela administracdo de bloqueadores de receptores
angiotensinérgicos, como é o caso das drogas valsartan (Mochizuki, Dahlof et
al.,, 2007) e candesartan (Rizzoni, Porteri et al., 2005), ou pelo bloqueio da

enzima conversora de angiotensina (ECA), responséavel pela transformacéao de
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ANG | em ANG I, como é o caso do medicamento enalapril (Rizzoni, Porteri et
al., 2005).

Diversos trabalhos afirmam que um desbalanco na produgcédo e/ou
liberacdo da ANG Il circulante podem ser uma das causas da hipertensao
essencial (Julius, 1988; Romero e Reckelhoff, 1999).

Experimentos comprovaram a acao central da Ang Il no aumento da PA,
por meio da administracdo de microinjecbes de ANGIlI em varias areas do
sistema nervoso de ratos, como NTS (Casto e Phillips, 1984; Eshima, Hirooka
et al., 2000) e area postrema (Lowes, Mclean et al., 1993). Da mesma forma, o
bloqueio dos receptores angiotensinérgicos no BVL por antagonistas
especificos provoca queda significativa da pressao arterial (Ito, Komatsu et al.,
2002), fato que comprova efetivamente a acao deste peptideo nos mecanismos
centrais de regulagao cardiovascular.

Experimentos anteriores realizados por nosso grupo, por meio da técnica
de microarranjos de DNA, verificaram diferencas nos niveis de expressdao em
um dos genes (NM_001007654.1) que traduz uma proteina denominada
ATRAP (do inglés angiotensin Il receptor AT1 associated protein) em ratos
hipertensos em comparagao a expressao em ratos normotensos, o que reforga
a relacdo do receptor em mecanismos centrais que poderiam estar
relacionados com a génese da hipertensao.

As acbes da ANGIl sdo mediadas principalmente por meio de dois
receptores: 0 AT1 e o AT2.

Apesar de ser encontrado em areas determinadas em individuos adultos

(Song, Zhuo et al., 1991), o receptor AT2 é predominante em animais jovens, e
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sua densidade decresce rapidamente apds o nascimento (Nahmias, Cazaubon
et al., 1995).

Seus mecanismos de agdo intracelular, diferente do que ocorre com os
receptores AT1, ndo utilizam exclusivamente em suas vias de sinalizacao
proteinas G, sendo que tais vias de sinalizacdo variam de acordo com o tipo de
célula estudada (Okuyama, Sakagawa et al., 1999).

Apesar de nao possuir fungdes estabelecidas, suas caracteristicas e
seus mecanismos de sinalizacdo intracelular, além do fato de sua
predominancia em fetos e individuos jovens (com o decréscimo durante o
desenvolvimento), sugerem que o receptor AT2 deve ter funcbes importantes
relacionadas com o desenvolvimento e maturagédo do SNC nos estégios iniciais
de vida, assim como na mediacdo da acao de fatores de crescimento celular
(Millan, Jacobowitz et al., 1991).

Ja no individuo adulto, o receptor AT1 é mais abundante, sendo que a
maioria das acgdes fisiologicas da ANGII é por ele mediada (Millan, Jacobowitz
et al., 1991). Além disso, ele é tido como o maior mediador das acdes
cardiovasculares desencadeadas pela ANGII (Cui, Nakagami et al., 2000). Sua
presenca ja foi detectada no coracdo, vasos sanguineos, figado, rins, utero
glandula adrenal e cérebro (Pan, 2004).

O AT1 pertence a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G
(GPR). Os receptores desta classe contém sete dominios transmembranicos e
participam de inumeros processos fisiolégicos e patoldgicos, sendo, por este
motivo, alvos de drogas utilizadas em varias terapias (Tikhonova e Costanzi,

2009).
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Os GPR e, consequentemente, os AT1, possuem uma regido especifica
localizada na terceira algca transmembranica que € responsavel pelo
acoplamento do receptor ao complexo de proteinas G (Daviet, Lehtonen et al.,
1999), além de uma regido N-terminal, voltada para o espacgo extracelular, e
uma regido C-terminal, ou carboxiterminal, voltada para a o citoplasma
(Tikhonova e Costanzi, 2009).

Especificamente, a regido C-terminal dos receptores AT1 tem
demonstrado ser importante nas funcbées de sinalizacdo, dessensibilizacao e
internalizacdo dos mesmos. Assim, esta regido pode ser considerada
moduladora das agdes da Ang Il mediadas por estes receptores (Hunyady, Bor
et al., 1994).

Corroborando com a teoria de que a funcdo moduladora dos AT1 deve
se localizar na regido C-terminal, Cui e colaboradores (2000) afirmam em seu
estudo que é justamente nesta regiao que ocorre a interacdo destes receptores
com a proteina ATRAP.

Ainda, o mesmo autor mostra que, provavelmente, essa interagdo pode
ser um dos aspectos distintivos entre o papel dos receptores
angiotensinérgicos AT1 e AT2, uma vez que nao existe nenhuma interacao da
ATRAP com a mesma regiao dos receptores AT2 (Cui, Nakagami et al., 2000).

Apesar das descobertas importantes sobre o funcionamento da ATRAP,
Cui e colaboradores (2000) citam que a verdadeira funcao da proteina ainda
nao foi completamente desvendada.

De acordo com as afirmacbes acima, o presente trabalho tem por

objetivo demonstrar a expressao da proteina ATRAP em regides importantes
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do SNC ligadas ao controle da PA em duas linhagens de ratos, correlacionando

esta expressao com a génese da hipertensao verificada em uma delas.

1.5- O gene SAH

Em um trabalho realizado pelos pesquisadores Iwai e Inagami (1991),
cujo foco principal era provar a teoria de que certas disfungdes renais poderiam
estar entre as maiores causas da hipertensdo, foram encontradas diferencas
na expressao de varios genes provenientes de rins de ratos hipertensos (SHR)
em relacdo aos normotensos Wistar Kyoto (WKY).

Em especial, trés destes genes (S3, S2 e SA), foram considerados
importantes para 0s mecanismos renais relacionados a hipertensao.

Dentre os trés genes, o gene SA (também escrito SAH, modo adotado
neste trabalho), apresentou uma expressdao mais proeminente do que o0s
demais, sendo esta cerca de dez vezes maior nos rins de ratos SHR do que
nos WKY, ambos com 16 semanas de vida (lwai e Inagami, 1991).

A expressdao do mesmo gene ainda apresentou um grande acréscimo
em animais SHR de 28 semanas quando comparados aos mesmos animais
com 16 semanas, sugerindo, além da diferenca no perfil de expressao entre as
duas linhagens, uma modulagdo na sua transcricio ao longo do
desenvolvimento destes animais (Ilwai e Inagami, 1991).

As funcdes dos produtos do gene SAH ainda nao foram totalmente
descobertas (lwai e Inagami, 1991; Iwai, Inagami et al., 1994). Porém, algumas

suposicoes tém sido feitas, sobre o gene e suas relacbes com a hipertensao
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ligada a obesidade (Telgmann, Brand et al., 2007; Jin, Kuznetsova et al., 2009),
altos niveis plasmaticos de colesterol (Haketa, Soma et al., 2004) e neuropatias
(Narita, Saito et al, 2002). Sabe-se também que ele se localiza no
cromossomo 1 do genoma dos ratos (Lindpaintner, Hilbert et al., 1993).

No caso de humanos, até o momento, sO6 existe um estudo
demonstrando que o gene SAH é expresso nos rins de pacientes sem histérico
de hipertensdo, porém em niveis muito mais baixos em relagdo aos rins de
ratos SHR e WKY (Samani, Whitmore et al., 1994), sendo que estudos
comparando os niveis de mRNA entre tecidos provenientes de humanos
hipertensos e sadios s&o necessarios para fornecer conclusées mais precisas.

Vassey e Kelley (1997) levantam pela primeira vez a interessante
hip6tese de que o produto do gene SAH pode estar ligado a mecanismos de
desintoxicacao responsaveis pela transformacao de moléculas xenobibticas.

Os xenobidticos sdo moléculas de origem externa, estranhas ao
organismo, que adentram, predominantemente, pela via digestiva. O
metabolismo destas moléculas € muito dificil, somente sendo possivel por meio
de reagdes de biotransformacéo visando uma excrecao facilitada do produto
formado.

Os pesquisadores formulam a hipbétese apds extrair, do figado bovino,
dois fragmentos peptidicos de aproximadamente 10 e 12kDa cada, originados
de uma enzima mitocondrial de 62kDa responsavel por catalisar reagdes de
conjugacao de xenobidticos (particularmente, o acido carboxilico) com
aminoacidos.

Apbs o confronto das sequiéncias no GeneBank, os dois fragmentos

mostram-se semelhantes a sequiéncia do produto protéico do gene SAH, sendo
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que a sequéncia do fragmento de 12kDa apresentou alta semelhanca (73%)
tanto com o produto humano como de rato. Este resultado sugeriu uma
possivel relacdo entre 0 metabolismo de acido carboxilico e a regulacdo da
pressao arterial.

Mesmo ndo sendo conclusivos, os resultados de Vassey e Kelley (1997)
fizeram com que varios outros trabalhos fossem realizados associando
enzimas mitocondriais de metabolizacdo de xenobibticos a problemas
cardiovasculares.

Existem varios relatos de deteccao de metabdlitos destas enzimas em
tecidos cardiovasculares (Roman, 2002; Gottlieb, 2003; Spiecker e Liao, 2005)
e, visto que algumas das moléculas metabolizadas, como, por exemplo, o0 acido
aracdoénico, tém uma importancia direta na regulacdo da pressao arterial, fica
claro que uma alteracdo na dinamica destas enzimas pode contribuir para a
génese da hipertensao (Elbekai e El-Kadi, 2006), corroborando com a hipétese
inicial.

Além disso, estas relagcoes reafirmam a complexidade dos sistemas
envolvidos na regulacdo dos parametros vasculares e a diversidade de
sistemas a eles associados, reforcando a dificuldade encontrada tanto na
identificacdo dos fatores envolvidos na génese da hipertensdo, quanto no
desenvolvimento de terapias.

Outro estudo constatou o efeito do genétipo SAH na PA de ratos da
geragéo F2, oriundos de cruzamentos entre SHR e WKY, reforgando a relagéo
do gene com o desenvolvimento da hipertensdo nos SHR, uma vez que ficou

demonstrado que ratos WKY portadores de dois alelos do gene SAH oriundos
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de pais SHR tinham uma PA significantemente maior do que ratos portadores
de dois alelos oriundos de WKY (lwai e Inagami, 1992).

lwai e colaboradores realizaram ainda outro trabalho onde uma nova
linhagem de WKY, identificada pelo cédigo WKY.SHR-D1Mit3/Rat57, foi criada
com a substituicdo da regido SAH do seu cromossomo 1 pela correspondente
regiao proveniente de hipertensos SHR. Como resultado, foi verificada uma PA
significantemente mais alta na nova linhagem em comparacdo aos seus
progenitores, confirmando assim a hipétese da relagdo do gene SAH com a
hipertensao (lwai, Tsujita et al., 1998).

Varios estudos apontam uma relacdo da expressdao do gene SAH nos
rins com uma elevacdo da PA, sendo possivel observar uma clara
concentragdo destes trabalhos no sistema renal, baseados no conceito
estabelecido de que disfuncdes renais geneticamente determinadas sao fontes
importantes de problemas cardiovasculares.

Com excecao de poucos estudos (Iwai e Inagami, 1992; Kaiser, Lodwick
et al., 1994; Mishima, Shigematsu et al., 2000) que apenas demonstram a
expressao do gene SAH em algumas areas do sistema nervoso central, ndo
existem trabalhos de mapeamento enfocando quantitativamente o estudo da
expressdo do gene em areas relacionadas ao controle da PA em linhagens
hipertensas e normotensas. Tais estudos s&o de vital importancia,
principalmente no bulbo, onde, como visto anteriormente, encontram-se
importantes centros integradores de sinais responsaveis pelo controle da
pressao arterial, como é o caso do NTS.

Além disso, diferencas de expressdao do gene SAH no bulbo de ratos

SHR em relacdo ao de WKY ja foram detectadas em experimentos de
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microarranjos de DNA realizados pelo nosso grupo (Ferrari, Reis et al., 2009),
demonstrando a expressao e confirmando a importancia do gene no sistema
nervoso central. Foi observada uma alteracdo na expressado do gene SAH em
cultura de células do bulbo de ratos SHR quando comparados aos
normotensos WKY, o que sugere o envolvimento deste gene no
desenvolvimento ou manutencédo do quadro hipertensivo nos ratos SHR.

Desta forma, este estudo tem por objetivo demonstrar quantitativamente
a expressdao do gene SAH em éareas do SNC envolvidas com o controle

cardiovascular.
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2- Objetivos gerais

De acordo com os aspectos discutidos anteriormente e pelos resultados
obtidos em experimentos anteriores realizados pelo nosso grupo, o0 presente
trabalho se propds analisar a expressao do gene SAH e do gene codificador da
proteina ATRAP em areas do sistema nervoso central relacionadas com o
controle da pressao arterial, utilizando ratos como modelo experimental.

Desta forma buscamos correlacionar eventuais diferengas existentes na
expressdo desses genes entre a linhagem hipertensa SHR e a linhagem
normotensa WKY, utilizada como controle.

Além disso, foi realizado o estudo dos perfis de expressao dentro da
mesma linhagem, em diferentes idades. Este tipo de estudo permite a
verificacdo do perfil transcricional ao longo do desenvolvimento dos mesmos,
revelando uma possivel ligacdo do perfil génico observado com a génese
hipertensiva que ocorre por volta da décima segunda semana de vida dos
individuos da linhagem SHR.

A analise foi realizada por meio da quantificacdo do RNA mensageiro
transcrito, através da técnica do PCR em tempo real, com a utilizacdo de
sondas especificas.

O PCR em tempo real é uma ferramenta muito poderosa quando se
procura determinar de forma precisa os niveis do material transcrito em um tipo

celular ou no tecido de uma determinada regiéo.

25



2.1- Objetivos especificos

» Demonstrar a expressdo do gene SAH (NM_033231) e do gene da
proteina associada ao receptor AT1 de ANG Il (NM_001007654.1)
por PCR em tempo real nas regides dorsal e ventral do bulbo (que
conttm o nudcleo do trato solitdrio e o bulbo ventrolateral,
respectivamente) e do hipotdlamo (que contém o nucleo
paraventricular) de ratos SHR e WKY (com 1 dia, 1, 2 e 3 meses de
idade)

» Caracterizar possiveis diferencas de expressdo do gene SAH e do
gene codificador da proteina ATRAP existentes entre as linhagens
SHR e WHKY, assim como possiveis diferengas ao longo do
desenvolvimento destes animais, estabelecendo eventuais relacdes
entre a expressdo e a génese da hipertensao verificada na cepa
SHR.

» Demonstrar eventuais modificagcdes na transcricdo dos genes SAH e
ATRAP nas mesmas regides do SNC dos SHR relacionadas ao
controle da pressdo arterial apds tratamento hipotensor com
Olmesartan, buscando dados que correlacionem o perfil de

expressao destes genes com alteracdes nos niveis pressoricos.
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3- Material e métodos

3.1- Animais

Todos os procedimentos adotados foram submetidos a aprovacao do
Comité de Etica Animal do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo (CEA-IBUSP).

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados ratos (Rattus norvegicus
albinus), espontaneamente hipertensos (SHR) e normotensos Wistar Kyoto
(WKY) como controle, ambos com 1 dia, 1, 2 e 3 meses de idade, provenientes

do biotério do Departamento de Fisiologia do mesmo Instituto.

3.2- Obtencdo e processamento do mRNA

Quatro animais de cada uma das duas linhagens estudadas (n=4), com
1 dia, 1, 2 e 3 meses de vida (totalizando 32 animais) foram anestesiados com
uma mistura de 62,5% ketamina, 25% xilazina e 12,5% de solugdo salina,
sendo posteriormente decapitados.
Os estudos se concentram em trés regides diferentes do sistema
nervoso central dos animais relatados:
e regido ventrolateral do bulbo, que identificaremos neste trabalho
pela sigla BVL;
e regido do bulbo dorsal, que contém o nucleo do trato solitario, a

qual chamaremos neste trabalho de BD;
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e regido do hipotalamo, contendo, entre outros sub-ndcleos
hipotalamicos, o nucleo para-ventricular do hipotalamo, que sera
identificada pela sigla HIP.

Todo o ambiente de trabalho, assim como todo o material utilizado (além
daqueles comercialmente disponiveis, ja livres da enzima RNAse) foram
cuidadosamente limpos e descontaminados com solugcdo adequada (RNAse
ZAP, Ambion, USA) para a eliminagao da enzima.

O encéfalo foi entdo cuidadosamente aberto com a ajuda de
instrumental adequado a cada idade. As regides foram precisamente
removidas e imediatamente colocadas em tubos plasticos, contendo 100pul de
Trizol (Trizol Reagent - Invitrogen). Posteriormente, o tecido foi macerado com
o auxilio de um pistilo plastico acoplado a um motor apropriado (Pellet Pestle
Motor - Kontes, USA).

Ap6s a maceracao, a cada frasco foi adicionado mais 400ul de trisol e
100 pl de cloroférmio (Merck), deixando-os decantar a temperatura ambiente
por 3 minutos. Centrifugou-se a 11000 r.p.m. por 15 minutos a 4°C.

Posteriormente, retirou-se cuidadosamente a fase aquosa transparente
superior, onde é encontrado o RNA, passando-a para novos tubos. Adicionou-
se entdo 250 ul de isopropanol (Merck), agitando delicadamente e deixando as
amostras descansar por 10 minutos, a temperatura ambiente.

Novamente centrifugou-se a 11000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C,
vertendo os tubos posteriormente para o descarte do sobrenadante. A partir
deste passo, todas as amostras foram mantidas em gelo até o final do

processo.
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Os precipitados formados foram entdo ressuspendidos em 500 ul de
etanol 75% e entdo centrifugados a 7500 r.p.m. por 5 minutos, e novamente o
sobrenadante foi descartado. Repetiu-se ainda mais uma vez a lavagem com o
etanol e a ultima centrifugagéo.

Entdo, apdés o novo descarte do sobrenadante, o conteudo foi
ressuspendido em 100 ul de agua livre de RNAse, preparada previamente com
dietil-pirocarbonato (DEPC) (Diethylpyrocarbonate - Invitrogen) e autoclavada.
Acrescentou-se ainda 10 uyl de NaOAc 3M pH 5,2 e 2 ul de etanol 100%
(Merck). Incubou-se entédo por 3 horas em freezer a -80°C.

Passado o periodo da incubacao, centrifugou-se a 14000 r.p.m. por 30
minutos a 4°C, descartando-se mais uma vez o sobrenadante. O material
obtido foi entdo lavado com etanol 75% como descrito anteriormente e, entéo,
apds nova centrifugacao e descarte do sobrenadante, 0 mesmo foi deixado &
temperatura ambiente, para a completa evaporacao do etanol, por 7 minutos.

Finalmente, as amostras foram ressuspendidas em 12 pl de agua livre
de RNAse e guardadas imediatamente em freezer a -80°C, até o momento da
sua utilizacao.

Posteriormente, 1 ul de cada uma das amostras foi submetida ao
espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop ND-1000 - Thermo Fisher Scientific
Inc., USA) para a determinagdo precisa de sua concentracdo e relacao de
absorbancia A260/A280. As amostras com razdo em torno de 2 foram
consideradas adequadas, conforme indicacdao do fabricante. Amostras com
razdo diferente de 2 foram descartadas.

Para a determinacao da integridade do material extraido, 0,5 pl de cada

amostra foi submetida a fracionamento em gel de agarose a 1% contendo
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brometo de etidio na concentragdo de 0,1 pl/mL. O fracionamento em gel foi
realizado durante 1 hora com uma voltagem de 100V em temperatura
ambiente. Ap6s este procedimento foram verificadas, com o auxilio de luz
ultravioleta, as duas bandas correspondentes ao RNA ribossémico 28S e 18S e
a proporcao de 2:1 entre as mesmas. Amostras que apresentaram problemas
com as bandas foram descartadas.

Depois destas verificacées, cada amostra foi submetida ao processo de
transformacado para DNA de fita simples (cDNA) catalisado pela enzima
transcriptase reversa, de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante

(TagMan - Applied Biossystems, USA).

Em cada tubo tipo Eppendorf, foram colocados seguintes reagentes,

totalizando 50 ul:

Reagente Volume
Amostra 19,25 pl
10x RT Buffer 5ul
MgCl, 11 pl
dNTP’s 10mM 10 pl
Inibidor de RNAse 1 ul
Multscribe Reverse Transcriptase 1,25 pl
Hexémeros Randbémicos 2,5 pl

Duas amostras extras foram preparadas para servir como controle de

qualidade dos processos anteriores, sendo uma delas preparada sem a enzima
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transcriptase reversa e outra sem a amostra de mRNA. Estas amostras foram

submetidas juntamente com as demais ao experimento de PCR em tempo real.

Apbés a adicdo dos reagentes, as amostras foram colocadas em
termociclador programado da seguinte forma:
e 10 minutos a 25°C;
e 30 minutos a 48°C (acao da enzima);
e 5 minutos a 98°C (inativacdo da enzima).
Terminado o processo, as amostras foram imediatamente retiradas do

aparelho e estocadas em freezer a -80°C até o momento da sua utilizagdo.

3.3- PCR em tempo real

Nos experimentos de PCR em tempo real, foram utilizadas sondas
apropriadas a cada um dos genes, todas comercialmente disponiveis através
da empresa Applied Biosystems. Estas sondas utilizam a molécula FAM™
como repoérter fluorescente para a leitura no aparelho (Real Time 7300, ABI
Prism, Applied Biossystems, USA).

Para o controle do experimento, foi escolhida a sonda para o RNA
ribossbmico 18S, produzida pela mesma empresa, a qual utiliza o repérter

fluorescente VIC™.

31



Cada reacéao de PCR foi composta pelos seguintes reagentes:

RNA Ribossomico 18S

Reagente Volume
2x Master Mix 12,5 pl
Probe 0,156 pl
Primer F 0,25 ul
Primer R 0,25 ul
cDNA (amostra) 5,00 pl
Agua livre de RNAse 6,84 pl

Genes ATRAP ou SAH

Reagente Volume
2x Master Mix 12,5 ul
Primer 1,25 pl
cDNA (amostra) 5,00 pl
Agua livre de RNAse 6,25 ul

Para o experimento foram utilizadas placas de 96 pogos apropriadas
para o PCR em tempo real (ABI Prism, Applied Biossystems, USA). Em cada
poco da placa foram adicionados 20ul dos reagentes e 5yl da amostra
correspondente, totalizando um volume de 25 ul / pogo. Posteriormente as
placas foram lacradas com adesivo apropriado (ABR Prism, Applied
Biosystems, USA) e inseridas no aparelho para o processo de amplificacédo e

deteccédo e quantificagao.
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Os dados obtidos nas reag¢des contendo as sondas para cada gene de
estudo foram posteriormente subtraidos daqueles obtidos com os primers para

o RNA ribossémico 18S e submetidos & normalizagéo logaritmica (224€T).

3.4- Tratamento com Olmesartan

Para verificar uma possivel relacao entre a modulacao da expressao dos
genes SAH e codificador da proteina ATRAP e a pressao arterial, um
tratamento hipotensor foi realizado por meio da administragdo do bloqueador
dos receptores AT1 de angiotensina Il, a droga Olmesartan (Benicar -
olmesartana medoxomila 40mg - Daiichi-Sankyo, Brasil) a ratos
espontaneamente hipertensos SHR, com 3 meses de idade.

Para isto, 8 animais foram divididos em 2 grupos (n=4), sendo um deles
considerado o grupo controle e o segundo, o tratado. Os animais tiveram seus
pesos mensurados durante todo o tratamento para a dosagem correta da
medicacao.

Ambos os grupos foram mantidos em gaiolas com livre acesso a racao e
agua. Durante a primeira semana todos os animais receberam doses diarias de
1,5mL de agua mineral por meio de uma seringa de gavagem, para adaptacao
ao procedimento de administracdo da droga.

Apéds a adaptacdo, ao grupo tratado foi administrado 10mg/Kg/dia do
olmesartan dissolvido em volume adequado de &gua mineral, conforme
descrito na literatura (Yokoyama, Averill et al., 2005; Fernandes-Santos, De

Souza Mendonca et al., 2009); o grupo controle recebeu diariamente o volume
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correspondente de dgua mineral, ambos por meio de uma seringa e agulha de
gavagem.

A medida da pressao sistélica caudal foi obtida por meio de um aparelho
de medicao nao invasiva (IITC Inc. Modelo 31, Califérnia, USA). Os animais
foram acomodados conscientes em contensores de acrilico e mantidos durante
a mensuragdao em camara aquecida a 29°C. Os dados foram obtidos por meio
da oclusao da artéria caudal por um manguito conectado ao aparelho.

Anteriormente a aquisicdo dos registros definitivos, os animais foram
treinados a permanecer nos contensores e ter a cauda ocluida. Tal treinamento
foi feito durante os 10 dias anteriores ao inicio do tratamento e visou a
diminui¢do da interferéncia do estresse na obtengéo dos dados.

Apo6s 30 dias de tratamento os animais foram anestesiados com uma
mistura de 62,5% ketamina, 25% xilazina e 12,5% de solucédo salina, sendo
posteriormente decapitados.

Os tecidos das regides dorsal e ventrolateral do bulbo e da regidao do
hipotalamo (contendo, respectivamente o NTS, VLM e PVN) foram retirados e
os procedimentos para a extragdo do mMRNA, quantificacdo, teste da
integridade das amostras, transformacdo em cDNA e PCR em tempo real

foram realizados da forma descrita nos itens 3.2 e 3.3 desta secéo.
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3.5- Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do teste-t de Student ou
analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, dependendo do caso, 0
que é relatado durante a apresentacao dos resultados.

Todos os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa
GraphPad Prism, versao 3.00, de 1999 (GraphPad Software, San Diego,
Califérnia, USA). Foram aceitas como variagdes significativas aquelas em que

a diferenca entre os grupos resultou em valor de p menor do que 0,05.
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4- Resultados

4.1- Avaliacao da expressdo do gene SAH e do

gene codificador da ATRAP

4.1.1- Avaliacao da expressao do gene codificador da proteina
ATRAP

Foi avaliada a expressao do gene codificador da proteina ATRAP em
ratos SHR e WKY em diferentes idades: 1 dia, 1, 2 e 3 meses de vida e em trés
diferentes regides do sistema nervoso central (regido dorsal do bulbo que
contém o nucleo do trato solitario, regido ventrolateral do bulbo que contém o
bulbo ventrolateral e a regido do hipotalamo, incluindo o nudcleo paraventricular
do hipotadlamo). Segue abaixo os resultados obtidos nos experimentos,

separados por regiao.
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- Expressao do gene da proteina ATRAP no bulbo dorsal

Os experimentos de PCR em tempo real na regiao do bulbo dorsal (BD),
onde se localiza o NTS, apresentaram uma maior expressdo do mRNA
codificador da proteina ATRAP nos animais SHR de 1 e 2 meses em
comparagao aos animais controle da linhagem WKY de mesma idade, como &

mostrado na figura 2.
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Figura 2. Variagdo na expressao do mRNA para a proteina ATRAP na regido do bulbo
dorsal, em ratos WKY e SHR com 1 dia, 1, 2 e 3 meses de idade. Valores expressos como
média aritmética £ EPM. Foram encontradas diferengas significativas entre WKY e SHR com 1
més de vida (** p<0,01) e com 2 meses de vida (* p<0,05), segundo a andlise de variancia

ANOVA de duas vias, seguido do pés-teste de Bonferroni.
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Quando a expressao do gene codificador da proteina ATRAP, da
mesma regido dorsal do bulbo, é comparada nas diferentes idades, porém
dentro da mesma linhagem, ndo foi encontrada diferenga nos animais SHR. Na
linhagem WKY a expressao foi cerca de trés vezes maior nos animais neonatos
em relagdo aos animais de 1 més, e quase duas vezes maior nos neonatos em

comparacao aos animais de 2 e 3 meses, como é mostrado na figura 3.
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Figura 3. Variagdo na expressdo do mRNA para a proteina ATRAP na regido dorsal do
bulbo, em ratos WKY e SHR com 1 dia, 1, 2 e 3 meses de idade. Valores expressos como
média aritmética £ EPM. Foram encontradas diferengas significativas na linhagem WKY com 1,
2 e 3 meses de vida em relagdo aos animais WKY com 1 dia (** p<0,01), segundo a analise de

variancia ANOVA de duas vias, seguido do p6s-teste de Bonferroni.
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- Expresséo do gene da ATRAP na regido do bulbo ventrolateral

A expressdao do mRNA do gene codificador da proteina ATRAP na
regidao do bulbo ventrolateral (BVL) foi mais pronunciada nos animais SHR com
1 més de vida quando comparados aos animais WKY de mesma idade. Nao

houve diferenga significativa entre SHR e WKY nas outras idades analisadas.

(figura 4).
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Figura 4. Variagdo na expressdao do mRNA para a proteina ATRAP na regido
ventrolateral do bulbo, em ratos WKY e SHR com 1 dia, 1, 2 e 3 meses de idade. Valores
expressos como média aritmética £ EPM. A expressao verificada na linhagem SHR com 1 més
de vida foi superior em relagdo a WKY de mesma idade (*p<0,05), segundo a analise de

variancia ANOVA de duas vias, seguido do p6s-teste de Bonferroni.
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Quando verificamos os niveis de expressdao do gene codificador da
proteina ATRAP no bulbo ventrolateral, comparando as diferentes idades de
uma mesma linhagem, verificamos uma diferenga entre os animais WKY de 1

més e 0s animais adultos de 3 meses (figura 5).
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Figura 5. Variacdo na expressdo do mRNA para a proteina ATRAP na regido
ventrolateral do bulbo, em ratos WKY e SHR com 1 dia, 1, 2 e 3 meses de idade. Valores
expressos como média aritmética £ EPM. Os animais WKY com 3 meses de vida apresentaram
uma expressdo mais pronunciada do que os mesmos animais com 1 més de vida (**p<0,01),

segundo a analise de variancia ANOVA de duas vias, seguido do pés-teste de Bonferroni.
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- Expressao do gene da ATRAP na regido do hipotalamo que contém o
PVN

A expressao do gene da proteina ATRAP na regido do hipotalamo (HIP)
que contém o nucleo paraventricular do hipotalamo foi menor nos animais SHR
de 1 més e 3 meses quando comparados aos animais controle WKY de mesma
idade. As demais idades ndo apresentaram diferencas transcricionais para o

gene da ATRAP nesta regido (figura 6).
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Figura 6. Variagdo na expressdo do mRNA para a proteina ATRAP na regido do
hipotalamo que contém o nucleo paraventricular do hipotalamo de ratos WKY e SHR com 1 dia,
1, 2 e 3 meses de idade. Valores expressos como média aritmética + EPM. A expressao foi
menor nos animais SHR com 1 dia (*p<0,05) e com 3 meses de idade (**p<0,01) em relagao as
mesmas idades na linhagem WKY, segundo a andlise de variancia ANOVA de duas vias,

seguido do pés-teste de Bonferroni.
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Quando comparamos a mesma regidao do hipotalamo nos animais de
diferentes idades dentro da mesma linhagem, vemos que os animais SHR de 1,
2 e 3 meses tém expressdo do gene da ATRAP maior do que os animais
neonatos.

Na mesma regido na linhagem WKY, os animais de 2 e 3 meses
apresentam uma maior expressdao de mRNA para a proteina ATRAP quando
comparados aos animais da mesma linhagem com 1 dia de vida, néo

apresentando diferengas entre si (figura 7).
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Figura 7. Variagdo na expressdo do mRNA para a proteina ATRAP na regido do
hipotalamo que contém o nudcleo paraventricular do hipotdlamo em ratos WKY e SHR com 1
dia, 1, 2 e 3 meses de idade. Valores expressos como média aritmética £ EPM. Os animais
WKY com 2 meses (*p<0,01) e 3 meses de vida (*p<0,05) apresentaram maior expressao em
relagdo aos animais com 1 dia e 1 més de vida. Na linhagem SHR os animais com 1 més
(*p<0,01), 2 e 3 meses (*p<0,05) apresentaram uma maior expressao em relagdo aos animais
da mesma linhagem com 1 dia de vida, segundo a analise de variancia ANOVA de duas vias,

seguido do pés-teste de Bonferroni.
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4.1.2- Avaliacao da expressao do gene SAH
Foi avaliada a expressao do gene SAH em ratos SHR e WKY, em quatro

idades diferentes (1 dia, 1, 2 e 3 meses de vida) e em trés regides do sistema
nervoso central (regido do bulbo dorsal (BD) que contém o ndcleo do trato
solitario (NTS), do bulbo ventrolateral (BVL) e a regidao do hipotalamo que
contém o nucleo paraventricular do hipotalamo (HIP)). Abaixo podemos

observar os resultados obtidos nos experimentos realizados.
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- Expressao do gene SAH na regido do bulbo dorsal

Os experimentos de PCR em tempo real na regiao do bulbo dorsal (BD),
que contém o NTS, mostraram uma menor expressdo do gene SAH nos
animais SHR com 1 dia e trés meses de vida em comparacao aos WKY de

mesma idade (figura 8).
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Figura 8. Variagao na expressao do mRNA do gene SAH na regido dorsal do bulbo que
contém o NTS em ratos WKY e SHR com 1 dia, 1, 2 e 3 meses de idade. Valores expressos
como média aritmética £ EPM. A expressao foi menor nos animais SHR com 1 dia (**p<0,01) e
com 3 meses de idade (*p<0,05) em relacdo as mesmas idades na linhagem WKY, segundo a

andlise de variancia ANOVA de duas vias, seguido do pos-teste de Bonferroni.
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Ja na comparacédo dos niveis de expressdao do gene SAH na mesma
regido do bulbo dorsal dentre as diferentes idades da mesma linhagem foi
verificado que os animais WKY de 1, 2 e 3 meses de vida apresentam uma
expressdo do gene SAH inferior a expressao nos animais de 1 dia da mesma
linhagem. A linhagem SHR ndo apresentou diferenga dentre os animais de

idades diferentes (figura 9).

Expressao SAH BD
11 dia

g 5- 11 més
ﬂé B 2 meses
) Il 3 meses
1§, *
8¢ | L
g2
g =~ *% *
c
lg *%k%
On
©
: llln ml ™8
= WKY SHR

Figura 9. Variacao na expressao do mRNA para o gene SAH regido do bulbo dorsal em
ratos WKY e SHR com 1 dia, 1, 2 e 3 meses de idade. Valores expressos como média
aritmética + EPM. Na linhagem WKY os animais com 1 més (***p<0,005), 2 meses (**p<0,01) e
3 meses de vida (*p<0,05) apresentaram uma menor expressdo do que os animais com 1 dia
de vida. Ainda os WKY com 3 meses, apresentaram uma maior expressao do gene SAH do
gue 0s mesmos animais com 1 més de vida (*p<0,05), segundo a analise de varidancia ANOVA

de duas vias, seguido do pos-teste de Bonferroni.
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- Expressao do gene SAH na regido do bulbo ventrolateral
Os experimentos de PCR Real Time na regido do bulbo ventrolateral
(BVL) nao apresentaram diferengas entre as duas linhagens quando

comparadas nas diversas idades propostas (figura 10).
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Figura 10. Variacdo na expressdo do mRNA do gene SAH na regido do bulbo
ventrolateral, em ratos WKY e SHR com 1 dia, 1, 2 e 3 meses de idade. Valores expressos
como média aritmética £ EPM. Segundo a andlise de varidancia ANOVA de duas vias, seguido
do pés-teste de Bonferroni, ndo houve diferenca na expressado do gene SAH na comparagéao

entre as duas linhagens nesta regiéo.
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A analise das alteragdes transcricionais nas diferentes idades de uma
mesma linhagem mostrou uma menor expressdao do gene SAH na regidao do
bulbo ventrolateral nas idades de 1, 2 e 3 meses em relacdo aos animais de 1

dia de vida em ambas as cepas, como pode ser observado na figura 11.
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Figura 11. Variagdo na expressao do mRNA para o gene SAH regido ventrolateral do
bulbo, em ratos WKY e SHR com 1 dia, 1, 2 e 3 meses de idade. Valores expressos como
média aritmética + EPM. Na linhagem WKY os animais com 1, 2 e 3 meses de vida
apresentaram uma menor expressdo do que os animais com 1 dia de vida (***p<0,001).
Semelhantemente, na linhagem SHR os animais com 1, 2 e 3 meses de vida apresentaram
uma expressdo menor do que os animais com 1 dia de vida (***p<0,001), segundo a andlise de

variancia ANOVA de duas vias, seguido do p6s-teste de Bonferroni.
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- Expressdo do gene SAH na regiao do hipotalamo que inclui o ntcleo
paraventricular do hipotalamo (HIP)

Os experimentos de PCR em tempo real para a analise da expressao do
gene SAH na regido do hipotdlamo que contém o nucleo paraventricular do
hipotalamo mostraram uma maior expressao nos animais hipertensos SHR de
1 dia em relacdo aos WKY de mesma idade. A diferenca entre as linhagens

nao foi observada nas outras idades estudadas (figura 12).
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Figura 12. Variacao na expressao do mRNA do gene SAH na regido do hipotdlamo que
inclui o nucleo paraventricular do hipotdlamo em ratos WKY e SHR com 1 dia, 1, 2 e 3 meses
de idade. Valores expressos como média aritmética + EPM. Segundo a andlise de variancia
ANOVA de duas vias, seguido do pos-teste de Bonferroni, os animais da linhagem SHR com 1

dia de vida apresentam uma expressdo maior do que os animais WKY de mesma idade.
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Na comparacdo da expressao do gene SAH na mesma regido do
hipotadlamo entre as diferentes idades, foi observada diferenca estatistica nos
animais SHR de 1, 2 e 3 meses em relagdo aos animais da mesma linhagem
com 1 dia de vida. No grupo WKY ndo foi observada diferenca estatistica na

transcricdo do gene SAH na regido para as idades estudadas (figura 13).
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Figura 13. Variagdo na expressao do mRNA para o gene SAH regiao do hipotalamo
que inclui o nucleo paraventricular do hipotalamo, em ratos WKY e SHR com 1 dia, 1,2 ¢ 3
meses de idade. Valores expressos como média aritmética £+ EPM. Na linhagem SHR os
animais com 1 més (** p<0,01), 2 e 3 meses de vida (*** p<0,001) apresentaram uma menor
expressao do gene SAH em relagdo aos animais com 1 dia de vida, segundo a analise de

variancia ANOVA de duas vias, seguido do p6s-teste de Bonferroni.
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4.2- Verificacao da modulacao da expressao
do gene codificador da ATRAP e do gene SAH

pelo tratamento com Olmesartan

Durante o tratamento dos ratos hipertensos SHR com o Olmesartan, a
pressao arterial sistélica (PAS) foi monitorada para a certificacdo do efeito
hipotensor da droga. De acordo com a andlise de variancia de duas vias,
seguida do pés-teste de Bonferroni, a PAS foi significativamente reduzida no
grupo tratado quando comparado ao controle, com excecao de 2 dos pontos de

monitoramento (figura 14).
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Figura 14. Pressao arterial sistolica dos grupos controle (OLM(-)) e tratado (OLM(+))
durante o tratamento com Olmesartan. Dados apresentados como média + erro padrdo da
média. Dos 9 pontos monitorados apds o inicio do tratamento, 6 apresentaram diferenca
estatistica entre os grupos, segundo a analise de varidncia ANOVA de duas vias, seguido do

pbs-teste de Bonferroni (*p<0,05 e ** p<0,01).
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Apos o tratamento com o Olmesartan foram realizados os experimentos
PCR real time para as regides dorsal e ventrolateral do bulbo, assim como a
regido do nucleo paraventricular do hipotalamo, e os resultados obtidos séo

apresentados a seguir.
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- Expressao do gene codificador da proteina ATRAP na regiao dorsal do
bulbo que contém o NTS de ratos SHR apos tratamento com Olmesartan

De acordo com o teste-t de Student, ndo houve diferenca na expressao
do mRNA da proteina ATRAP no bulbo dorsal (BD) entre o grupo tratado e o
grupo controle apds o tratamento com o bloqueador do receptor AT1 de

Angiotensina Il, conforme mostra a figura 15.
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Figura 15. Expressédo do gene da proteina ATRAP na regido dorsal do bulbo em ratos
SHR dos grupos controle (OLM(-)) e tratado (OLM(+)). Dados apresentados como média + erro

padrdo da média. Segundo o test-t de Student, ndo houve diferenga entre os grupos.
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- Expressao do gene codificador da proteina ATRAP na regido do bulbo
ventrolateral em ratos SHR apds tratamento com Olmesartan

A regiao do bulbo ventrolateral (BVL) ndo apresentou diferencas de
transcricdo para o gene ATRAP entre os grupos tratado e controle, conforme

ilustra a figura 16.

Expressoa ATRAP BVL
Tratamento Olmesartan

1.54

do mRNA

~

1.0+

0.5

a0 na expressao
(fold change)

~

0.0

Variag

OLM (-) OLM (+)

Figura 16. Andlise de expressédo do gene da proteina ATRAP na regiao ventrolateral do
bulbo em ratos SHR dos grupos controle (OLM(-)) e tratado (OLM(+)). Dados apresentados
como média t erro padrao da média. Segundo o test-t de Student, ndo houve diferenga entre

0S grupos.
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- Expressao do gene codificador da proteina ATRAP na regido do
hipotalamo que contém o nucleo paraventricular do hipotalamo de ratos SHR
apos tratamento com Olmesartan

O tratamento com o bloqueador dos receptores do tipo 1 de
angiotensina 1l, Olmesartan, na regido do hipotalamo (HIP) que contém o
nacleo paraventricular do hipotalamo de ratos hipertensos ndo apresentou
diferencas nos niveis do mRNA entre os grupos tratado e controle, segundo o

teste-t de Student, conforme ilustra a figura 17.
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Figura 17. Andlise de expressdo do gene da proteina ATRAP na regido do hipotalamo
que contém o ndcleo paraventricular do hipotalamo em ratos SHR dos grupos controle
(OLM (-)) e tratado (OLM (+)). Dados apresentados como média = erro padrdo da média.

Segundo o test-t de Student, ndo houve diferenga entre os grupos.
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- Comparacdo entre a expressdo do gene da ATRAP nas diferentes
regides do SNC de ratos SHR frente ao tratamento com Olmesartan

Na comparacao da expressao do gene codificador da proteina ATRAP
dentro de cada um dos grupos estudados, ndo houve diferenca significativa
dentre os animais do grupo controle. Dentre os animais tratados, a regidao do
hipotalamo (HIP) que contém o nucleo paraventricular do hipotédlamo e a regido
ventrolateral do bulbo (BVL) apresentou uma expressdao do gene da ATRAP
menor do que a regido do bulbo dorsal (BD), segundo o teste ANOVA de uma

via, seguido do pés-teste de Bonferroni (figura 18).
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Figura 18. Comparacédo da expressao do gene da proteina ATRAP nas trés regides do
SNC de ratos SHR dentro de cada um dos grupos controle e tratado. Dados apresentados
como média * erro padrdo da média. Segundo o teste ANOVA de uma via, seguido do pés-
teste de Bonferroni, no grupo tratado com o Olmesartan a expressao do gene ATRAP na regido
do bulbo ventrolateral e na regidao do hipotalamo que contém o ndcleo paraventricular do
hipotalamo foi menor do que a expressao verificada na regido do bulbo dorsal (**p<0,01). No

grupo tratado ndo houve diferengas significativas entre as regides estudadas.
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- Expressao do gene SAH na regiao dorsal do bulbo de ratos SHR apds
tratamento com Olmesartan

Ap6és o tratamento com a droga Olmesartan foram realizados
experimentos de PCR em tempo real para a comparacdo da expressao do
gene SAH na regido do bulbo dorsal (BD) de ratos hipertensos da linhagem

SHR tratados e controle (figura 19).
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Figura 19. Expressao do gene SAH na regido do bulbo dorsal de ratos SHR dos grupos
controle (OLM (-)) e tratado com a droga Olmesartan (OLM (+)). Dados apresentados como
média + erro padrao da média. Segundo o test-t de Student, ndo houve diferenca entre os dois

grupos.
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- Expressao do gene SAH na regido ventrolateral do bulbo de ratos SHR
apos tratamento com Olmesartan

Foram realizados experimentos de PCR em tempo real para a
verificacdo da expressao do gene SAH na regidao do bulbo ventrolateral (BVL)
de ratos hipertensos da linhagem SHR apds o tratamento com a droga
Olmesartan. Segundo o teste-T de Student, ndo houve diferenca significativa

entre o grupo tratado e o grupo controle (figura 20).
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Figura 20. Expressédo do gene SAH na regido ventrolateral do bulbo de ratos SHR dos
grupos controle (OLM (-)) e tratado com Olmesartan (OLM (+)). Dados apresentados como
média + erro padrao da média. Segundo o test-t de Student, ndo houve diferenga entre os dois

grupos.
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- Expressao do gene SAH na regido do hipotalamo que contém o ntcleo
paraventricular do hipotalamo de ratos SHR apds tratamento com Olmesartan

A expressao do gene SAH na regido do hipotalamo de ratos hipertensos
da linhagem SHR apés o tratamento com Olmesartan foi verificada por PCR
em tempo real e comparada aos animais pertencentes ao grupo controle.
Segundo o teste-T de student, ndo foi verificada diferenca estatistica entre os

animais dos dois grupos (figura 21).

Expressao SAH HIP

% 9. Tratamento Olmesartan
£

(=]

© ~~

8 8

$ 5

= o {4
[= S
3%
cE

(]

Y

Variag
o

OLM - OLM +

Figura 21. Expressdao do gene SAH na regido do hipotalamo que contém o nucleo
paraventricular do hipotalamo de ratos SHR dos grupos controle (OLM (-)) e tratado com a
droga Olmesartan (OLM (+)). Dados apresentados como média = erro padrdo da média.

Segundo o teste-t de Student, ndo houve diferenga entre os dois grupos.
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- Comparacao entre a expressdo do gene SAH nas diferentes regiées do
SNC de ratos SHR frente ao tratamento com Olmesartan

Apébs a realizacao dos experimentos de PCR em tempo real, foi feita a
comparacao da expressao do gene SAH nas diferentes regides estudadas do
sistema nervoso central de ratos hipertensos da linhagem SHR apdés o
tratamento com o Olmesartan. De acordo com a andlise estatistica utilizada
ANOVA de uma via, ndo houve diferencas significativas na expressao do gene

SAH no grupo tratado ou no controle (figura 22).

. Animais controle Animais tratados
£ 2 ° 2-
S O
) oo
w o
o~ ® ®
i3 85
85 | T 83
g% 11 CRCEEEE
X ©c >~
o) % cx
[}
e R *
(=] [~
g S e
8 )
5 O ; ; > 0 : :
> BD BVL HIP BD BVL
Regiées do SNC Regides do SNC

Figura 22. Comparacado da expressdo do gene SAH nas trés regides do SNC de ratos
SHR dentro dos grupos tratado e controle. Dados apresentados como média + erro padrao da
média. Segundo o teste ANOVA de uma via, seguido do pos-teste de Bonferroni, ndo houve

diferenca significativa entre as regides estudadas em nenhum dos grupos.

59



5- Discussao

Consideracoes preliminares

Dados mostram que cerca de um terco das mortes em nosso pais sao
causadas pela hipertensdo. Se levarmos em conta somente as mortes
decorrentes de acidente vascular cerebral, cerca de 40% ocorrem em
individuos hipertensos. Ainda, segundo alguns autores, uma em cada trés
pessoas da populacdo mundial sofre da doenga nos dia atuais (Waki, Gouraud
et al., 2009), sendo que entre os idosos um em cada dois apresenta o quadro.

Sendo a hipertensdo uma doenca multifatorial, torna-se muito dificil o
desenvolvimento de uma terapia Unica ou de formas de prevencao efetivas,
como ocorre em muitos outros problemas de saude. Por este motivo, estudos
com enfoque na génese hipertensiva podem ser ferramentas importantes na
busca do controle deste problema, principalmente se o enfoque estiver nas
causas e fases iniciais da doenca.

Neste contexto, o rato SHR, modelo experimental para a hipertenséao
essencial, cuja génese hipertensiva se assemelha muito com o
desenvolvimento da hipertensdo humana (Limas, Westrum et al, 1980), se
mostra bastante adequado para estes estudos e tem fornecido respostas
interessantes, além de levantar outras tantas questdes a serem elucidadas. Da
mesma forma, os animais da linhagem Wistar Kyoto tém sido amplamente
utilizados como cepa normotensa controle nos estudos que empregam os SHR

(Doggrell e Brown, 1998).
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A linhagem SHR é oriunda do cruzamento de ratos machos da linhagem
Wistar, que espontaneamente desenvolveram a hipertensdo ao longo do seu
desenvolvimento, com fémeas da mesma linhagem que também apresentavam
uma pressao arterial mais elevada do que o normal (Okamoto e Aoki, 1963;
Kurtz e Morris, 1987).

Desde entéo os ratos hipertensos SHR tém sido amplamente utilizados
para estudos de hipertensao propriamente ditos ou de doencgas relacionadas ao
quadro hipertensivo (Doggrell e Brown, 1998).

Estes ratos sdo conhecidos por nascerem normotensos e, ja na quarta
semana de vida, apresentar uma pressao arterial sistélica cerca de 20mmHg
mais alta do que os normotensos WKY, que apresentam P.A.S. perto de
100mmHg. A estabilizacado da hipertenséo se da por volta da 20° semana entre
150 e 200 mmHg, porém os ganhos pressoricos desaceleram em torno da 12°,
enquanto a estabilizacdo nos WKY ocorre em torno da 10° semana em torno
dos 126 mmHg (Limas, Westrum et al., 1980).

Varios trabalhos realizados por nosso grupo empregando as linhagens
SHR e WKY ja demonstraram resultados interessantes. Em um estudo recente,
foram identificadas diferencas na expressdo de mais de 360 genes entre as
linhagens SHR e WKY (Ferrari, Reis et al., 2009), sendo dois deles eleitos
como os alvos do presente trabalho. Tais resultados comprovam a existéncia
de fatores diferenciais entra as cepas, sendo que possivelmente estes estao
ligados a génese hipertensiva nos SHR.

Outro trabalho, também realizado por nosso grupo, demonstrou
diferencas na sensibilidade a nicotina entre as duas linhagens (Ferrari e Fior-

Chadi, 2007; Ferrari, Raizada et al., 2007; 2008), indicando que estas
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respondem de maneira desigual as substdncias que atuam no sistema
cardiovascular, o que, mais uma vez, comprova a existéncia de fatores
diferenciais entre SHR e WKY que poderiam estar envolvidos na génese e
manutenc¢ao da hipertensao.

Muitos artigos cientificos relacionados a hipertensdao avaliam as
diferengas entre SHR e WKY, como discutido anteriormente. Porém, &
necessario citar que eventuais diferencas encontradas entre as duas linhagens
podem ndo ser necessariamente as causas da patologia verificada na linhagem
SHR (lwai e Inagami, 1991), uma vez que estas diferencas podem ser
consequéncia do quadro hipertensivo, ou mesmo nao guardar ligagdo com o
mesmo (Kurtz e Morris, 1987).

Estudos tém atribuido as causas da génese hipertensiva a disfuncdes
em nucleos especificos, relacionados ao controle cardiovascular (Cravo,
Morrison et al., 1991; Guyenet, 2006). Porém, nenhum destes trabalhos verifica
as diferencas transcricionais dos dois genes abordados da mesma maneira
adotada no presente estudo.

Entre  importantes centros relacionados com as fungdes
cardiovasculares, estd o nucleo do trato solitario do trato solitario, o bulbo
ventrolateral (BVL) e o nucleo paraventricular do hipotalamo, todos eles
localizados nas regides do SNC aqui estudadas.

O NTS é um dos mais conhecidos centros integradores de informacdes
dos parametros cardiovasculares oriundos da periferia. Ele é responsavel por
coordenar as informagdes enviadas pelos baroreceptores localizados no arco
abrtico e seio carotideo, reenviando-os a outras regidées do cérebro (Reis,

Granata et al., 1984; Van Giersbergen, Palkovits et al., 1992).
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Ja o BVL, é dividido em duas regides com diferentes fungbes, sendo
uma rostral e uma ventral. Estas regides trabalham em conjunto modulando a
resisténcia periférica, o volume e a composi¢cao do liquido extracelular.

Além dessas duas regides, outra area tem sido proposta como
integrante do BVL e é chamada de area pressora caudal. Esta area especifica
tem como funcdo a manutencdo da atividade pressora basal, sendo seu
funcionamento modulado diretamente pela por¢céao caudal do bulbo ventrolateral

(Cravo, Campos et al., 2009).

A terceira regido do SNC abordada neste trabalho é a regido do
hipotdlamo que contém, entre outros nucleos, o nucleo paraventricular do
hipotalamo, que também é conhecido por ter um papel importante nos
mecanismos reguladores dos niveis pressoricos (Swanson e Sawchenko, 1980;
Blessing, Jaeger et al., 1982; Kenney, Weiss e Haywood, 2003; Kenney, Weiss,

Mendes et al., 2003).

O nucleo paraventricular também € tido como o maior centro produtor de
hormonio antidiurético, também chamado de vasopressina (Swaab, Nijveldt et
al., 1975), que é importante na regulacdo do volume extracelular e

consequentemente no ajuste da PA.

Como pudemos perceber até aqui, a importancia destas regides para a
regulacdo da PA faz com que os dados obtidos a respeito dos fatores que
nelas atuem sejam de extrema importdncia para o entendimento da

hipertenséao.
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Neste contexto encontramos o gene SAH e o gene codificador da
ATRAP, vistos inicialmente como elementos relacionados aos mecanismos de
controle cardiovascular no sistema renal, mas que cada vez mais devem
devem devem devem ser estudados também em nivel central, dado a
interconexdo dos dois sistemas.

A proteina ATRAP tem a capacidade de interagir com a porcao
carboxiterminal do dominio citoplasmatico do receptor AT1 de angiotensina Il
(porcao importante na regulacdo da sensibilidade deste receptor as acdes da
ANGII) afetando a sua sinalizacao (Daviet, Lehtonen et al., 1999) e, por isso,
parece atuar na dessensibilizacdo e internalizagdo destes receptores,
fundamentais para os efeitos desencadeados pelo sistema renina-
angiotensina-aldosterona (Cui, Nakagami et al., 2000).

A relacdo da ATRAP com o sistema renal, um dos mais importantes
sistemas de regulacdo da pressdo arterial, ja foi bem estabelecida. Porém,
como dito anteriormente, o entendimento da sua atuacdo no SNC é
fundamental, sendo que muito pouco sobre a ATRAP neste sistema é
conhecido, dado o pequeno numero de estudos realizados (Daviet, Lehtonen et
al., 1999).

Daviet e colaboradores (1999) relataram a expressdo da ATRAP em
baixos niveis em tecidos cerebrais por meio da técnica northern blotting para a
deteccdo de mRNA, porém, este trabalho ndo deixa claro de qual a regiao do
SNC foram extraidos tais tecidos. Semelhante a este estudo, nossos resultados
demonstraram a expressao da ATRAP no SNC, porém fomos bem sucedidos
em demonstrar a expressao especificamente em trés das regidbes mais

importantes para o controle da PA.
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Pudemos constatar a sua expressao na regiao dorsal do bulbo onde se
encontra o nucleo do trato solitario, na regido ventrolateral do bulbo, além da
regidao do hipotadlamo que contém o nucleo paraventricular do hipotalamo,
sendo que a implicagdo destes resultados é discutida adiante.

As caracteristicas da expressao do gene SAH levam a crer que ele esta
relacionado a metabolizacdo de xenobidticos, embora ainda ndo tenhamos
certeza sobre as suas funcbes (Vessey e Kelley, 1997; Iwai, Katsuya et al.,
2002).

Desde a sua primeira descrigdo, varios estudos tém relacionado a
expressao do gene SAH com problemas de saude diferentes da hipertenséo,
como por exemplo, a obesidade (Telgmann, Brand et al., 2007), altos niveis de
triglicérides (lwai, Katsuya et al., 2002), faléncia renal (Narita, Saito et al., 2002)
e altos niveis de colesterol (Haketa, Soma et al., 2004).

Devido a grande importancia do sistema renal no controle da PA (além
da teoria de que disfungcbes geneticamente determinadas nos rins estao
diretamente ligadas aos niveis de PA), quase que a totalidade dos trabalhos
publicados sobre o gene SAH foi realizada com a utilizacédo de células renais,
deixando uma lacuna sobre a sua atuacao no sistema nervoso central.

A expressao do gene SAH havia anteriormente sido descrita no SNC por
Kaiser e colaboradores (1994), porém este trabalho apenas relata a expressao
do gene em tecido extraido do cérebro, ndo revelando a area precisa da qual
este tecido foi extraido.

Mishima e colaboradores (2000) realizaram um estudo, comparando por
northern blotting e hibridizacao in situ, a expressao do gene SAH em regides do

sistema renal e do SNC de ratos SHR e WKY. Neste trabalho foi constatada a
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expressao do gene em diversas areas cerebrais (plexo cordide, giro denteado
do hipocampo, células de Purkinje do cerebelo, nucleo do trato solitario e
ndacleo motor dorsal do vago). Porém, ndo houve diferencas nas taxas de
expressdo do gene nestas regides, com excegdo do plexo corbide que
apresentou uma expressdao mais alta do que as demais regiées em uma das
linhagens WKY estudadas.

Como sera melhor discutido adiante, os resultados de Mishima e
colaboradores (2000) corroboram com 0s n0sSs0sS uma vez que ambos, além de
demonstrar a expressdao do gene SAH no SNC, ndo encontraram grandes
diferencas no perfil geral de expressao do gene entre SHR e WKY.

Porém, diferente dos trabalhos existentes, conseguimos, pela primeira
vez, demonstrar a expressao do SAH em regides especificas do SNC
relacionadas com a regulacdo da PA, como a regido ventrolateral do bulbo,
regidao do nucleo paraventricular do hipotalamo, além da regiao do bulbo dorsal,
onde a expressdo do gene ja havia sido relatada anteriormente por Kaiser e
colaboradores (1994).

Desta forma, estes resultados trazem uma grande contribuicdo na
reafirmacéao da relagédo do gene SAH e do gene codificador da proteina ATRAP

com o controle da PA.
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5.1- Avaliacdo da expressdo do gene
codificador da proteina ATRAP ao longo do

desenvolvimento de ratos SHR e WKY

- Expressao do gene codificador da proteina ATRAP na regido do bulbo
dorsal que contém o nucleo do trato solitario

Na regido dorsal do bulbo que contém o NTS, os animais hipertensos
apresentaram uma taxa de expressao do gene codificador da ATRAP superior
aos normotensos WKY nas idades de 1 e 2 meses. Como dito, é por volta
deste periodo que surgem os primeiros sinais da hipertensdo na linhagem SHR
(Limas, Westrum et al., 1980).

Na comparacao entre as idades de cada linhagem, no caso dos ratos
SHR, ndo foram observadas diferencas na expressdao do gene. Ja a cepa
normotensa WKY apresentou uma taxa de expressado para o gene codificador
da proteina ATRAP muito mais pronunciada nos animais com 1 dia de vida em
relagdo as demais idades verificadas.

Sendo a proteina ATRAP uma molécula capaz de promover a
dessensibilizacao e internalizacao dos receptores AT1 de angiotensina Il (Cui,
Nakagami et al., 2000), pode-se dizer, de modo simplista, que ela seria capaz
de promover um efeito hipotensor no organismo semelhante ao efeito

atenuador que tém as drogas bloqueadoras dos receptores angiotensinérgicos.
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Desta forma podemos tracar um paralelo entre nossos resultados para a
expressdao da ATRAP com os resultados obtidos por Reja e colaboradores
(2006).

Assim como o presente trabalho, o estudo de 2006 tinha como objetivo a
verificacdo de fatores possivelmente envolvidos com as caracteristicas da
linhagem SHR. Seus resultados mostraram uma maior expressdo de
receptores AT1 em animais SHR adultos em comparacao aos WKY de mesma
idade, em varias regides do SNC, assim como em algumas regides periféricas,
como a medula da glandula adrenal. Tal resultado levou os autores a elaborar
a hipétese de que um defeito na expressao dos receptores AT1 neste periodo
de vida e, portanto, no sistema renina-angiotensina-aldosterona, poderia estar
diretamente envolvido no fenétipo hipertenso observado na cepa SHR.

Apesar dos nossos resultados ndo nos permitirem afirmar que as
diferengas na quantidade de mRNA da ATRAP entre SHR e WKY verificadas
no BD dos animais com 1 e 2 meses de vida estejam diretamente ligadas ao
fendtipo hipertenso, é possivel que a maior quantidade de mRNA da ATRAP
esteja relacionado com o aumento simultdneo da densidade dos receptores
ATA1.

Se esta afirmacao for verdadeira, a maior expressao da proteina ATRAP
nos SHR pode estar diretamente relacionada com o aumento do numero de
receptores AT1 na cepa SHR, e ambas as caracteristicas relacionadas a
génese da hipertensao.

Porém, algumas questdes ainda permanecem sem respostas, como, por

exemplo, quais 0s mecanismos responsaveis por desencadear o aumento
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transcricional da ATRAP no periodo; e se 0 aumento na expressdao da ATRAP
€ realmente uma consequiéncia do acréscimo do numero de receptores AT1.

Outros trabalhos também relatam diferencas ou “defeitos” (Reja,
Goodchild et al., 2006) no funcionamento do sistema renina-angiotensina-
aldosterona na comparacado entre as duas cepas, relacionando-as com 0
surgimento da hipertensdo em SHR (Raizada, Lu et al., 1993; Correa,
Viswanathan et al., 1995).

Ainda, existem muitos estudos relatando diferencas nos perfis
transcricionais dos dois principais receptores angiotensinérgicos ao longo do
desenvolvimento, ndo sé entre as duas linhagens aqui abordadas como em
outros modelos experimentais (Tsutsumi e Saavedra, 1991; Viswanathan,
Tsutsumi et al., 1991; Hunt, Ciuffo et al., 1995; Tonelli, Johren et al., 2000).

Vistos em conjunto, estes estudos revelam a existéncia de uma
complexa regulacdo dos componentes do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, cujos desbalancos poderiam contribuir diretamente com a
hipertenséao.

Os aumentos na quantidade de mRNA da proteina ATRAP em periodos
considerados chave no desenvolvimento da doenca na linhagem SHR
verificados em nossos resultados poderiam sinalizar para mais um dos
componentes deste mecanismo cujo perfil parece estar alterado na cepa
hipertensa. Novamente, resta estabelecermos de que forma a expressdo da
ATRAP participa deste mecanismo e se as diferengas encontradas entre as

linhagens seriam causa ou consequéncia do fendétipo verificado em SHR.
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- Expressao do gene codificador da proteina ATRAP na regido do bulbo
ventrolateral

Na regido do bulbo ventrolateral, a linhagem SHR novamente
apresentou uma taxa de expressao do gene da proteina ATRAP mais alta na
idade de 1 més em relacao aos animais WKY.

Este resultado reforca a teoria anterior sobre o aumento da expressao
da proteina neste periodo (tido como um ponto chave na génese hipertensiva
dos SHR) concomitante ao conhecido aumento na expressao do principal
receptor do SRAA, o AT1.

A taxa de expressdao manteve-se constante dentre todas as idades
verificadas na cepa SHR, resultado que também foi semelhante ao verificado
no BD. Ja o resultado observado nos animais WKY apontou para um aumento
na expressao o gene da ATRAP na idade de 3 meses em relagcdo aos mesmos
WKY com 1 més.

Sabendo da interacdo existente entre o BVL e o BD na modulagéo da
PA realizada em nivel central, é provavel que as duas regides bulbares
também compartilhem os mecanismos desencadeadores tanto do aumento no
namero de receptores AT1, quanto na expressao da proteina ATRAP propostos
na discussao anterior sobre os resultados no BD.

Além do aumento na expressdo dos receptores AT1 verificada nos
individuos hipertensos e relatado em trabalhos anteriores, € interessante
ressaltar que diversas outras mudangas ocorrem proximas ao periodo em que
foram observadas diferencas de expressao da ATRAP entre SHR e WKY.

Desde o nascimento os animais sofrem inUmeras mudancas fisiologicas

advindas da vida pés-fetal a qual sdo submetidos. Respiracao, alimentacao,
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temperatura e interagdo com os demais individuos sao alguns dos fatores que
compbéem a vida extra-uterina, fazendo com que mudancas fisiologicas
ocorram possibilitando as adaptacdes necessarias ao organismo.

Ainda, por volta dos 30 dias de vida os animais deixam de mamar e,
muitas vezes, sdo separados da mae e agrupados de acordo com o sexo. Este
fato também exige dos animais enormes adaptacdées de comportamento além
de novas mudancas na alimentacdo, ja que estes passam a utilizar racéo e
agua em substituicdo ao leite da mae, buscando-os na gaiola
independentemente da ajuda materna. Este comportamento certamente
contribui com as mudancas fisioldgicas verificadas no periodo de transicao
para a fase jovem no organismo destes individuos.

Dentre estas mudancas fisioldégicas podemos citar alteracées na sintese
da enzima O6xido nitrico sintase (Ferrari e Fior-Chadi, 2005), alteracées nas
funcdes renais (Vaneckova, 2002) e no volume de fluido corporal e extracelular
(Toal e Leenen, 1983), todas elas associadas com os fatores controladores da
PA.

A variacdo na expressao da ATRAP no SNC, verificada em nossos
resultados, poderia também fazer parte deste conjunto de transformacdes que
ocorrem neste periodo de vida dos animais. Neste caso a relagdo do aumento
do mRNA da ATRAP poderia ainda estar relacionada com o conjunto de
mudancas fisiolégicas adaptativas ao desenvolvimento dos individuos,
conferindo uma complexidade ainda maior aos mecanismos de controle da PA
aqui discutidos.

Frente aos resultados e as informagdes aqui relatadas, podemos dizer

com certeza que o periodo compreendido entre 1 e 2 meses é, além do periodo
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em que se encontra a génese hipertensiva na linhagem SHR, um periodo
importante e repleto de mudancas fisiolégicas (onde se inclui a expressao da
ATRAP aqui estudada) que podem estar relacionadas com o fendtipo

hipertenso caracteristico da cepa.
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- Expressdo do gene codificador da proteina ATRAP na regido do
hipotalamo que contém o nucleo paraventricular do hipotalamo

Na comparacdo entre SHR e WKY, a expressao do gene da ATRAP na
regidao do hipotadlamo, os animais hipertensos com 1 dia e 3 meses de vida
apresentaram uma expressdao menor do que as idades correspondentes em
WKY.

Ja na comparacao entre as idades nesta regido, o perfil de expressao
pode ser considerado semelhante entre as duas cepas, uma vez que ambas
apresentaram uma quantidade maior do RNA mensageiro da ATRAP nas
idades mais avancadas em relacdo aos animais com 1 dia de vida. Desta
forma, nossos resultados revelam a existéncia de um aumento de expressao
do gene da ATRAP ao longo do desenvolvimento de ambas as cepas.

Sabe-se que também existem diferencas nos niveis de mRNA dos
receptores AT1 na linhagem SHR em relagdo aos WKY na regido do PVN
(Reja, Goodchild et al., 2006). Possivelmente, o acréscimo nos receptores AT1
tenha também nesta regido alguma influéncia no aumento da expressao da
ATRAP ao longo do desenvolvimento.

Mesmo nossos resultados nao sendo suficientes para afirmarmos que a
expressdo do gene da ATRAP no hipotdlamo guarda relacdo com a
hipertensdo verificada na linhagem SHR e, apesar de semelhanca entre os
perfis de expresséo entre SHR e WKY, um dado interessante chama a atencéao
na analise dos resultados obtidos.

Apesar da auséncia de diferencas estatisticas entre SHR e WKY com 1

e 2 meses de idade, parece existir uma tendéncia de menor expressao na cepa
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hipertensa, ao contrario do que foi observado no bulbo, onde foi verificada uma
expressao mais alta nos animais SHR no periodo entre 1 e 2 meses de vida.

Por este motivo, o resultado para o perfil de expressao da ATRAP na
regiao do hipotalamo, que contém o ndcleo paraventricular, parece nao seguir
0S mesmos mecanismos de controle propostos para as regidées do bulbo.

Se a afirmacéo de que a ATRAP pode ser vista como um modulador dos
efeitos presséricos desencadeados pela ANGIl (por promover, tanto a
internalizacdo quanto a dessensibilizagcdo dos seus principais receptores)
estiver correta, possivelmente temos, na regidao do hipotdlamo, um indicio de
que a ATRAP pode ser um dos fatores diferenciais entre as cepas estudadas,
contribuindo para o fenétipo hipertenso no SHR.

Uma vez que o aumento do numero de receptores AT1 no periodo de
génese da hipertensdo em SHR, citado anteriormente, € um dos fatores que
contribuem para o0s ganhos pressoricos caracteristicos da cepa SHR,
intensificando os efeitos da ANGll circulante, e, se 0 aumento da ATRAP pode,
por mecanismos ainda nao caracterizados, ser influenciada pelo aumento do
namero destes receptores, surge a hipdtese de que a menor quantidade de
MRNA da ATRAP verificada no hipotdlamo dos animais hipertensos, aliada a
maior quantidades dos receptores AT1 poderia contribuir para os niveis
pressoéricos elevados na linhagem.

Apesar de ser apenas uma hipétese, a afirmacao acima confirma a
importdncia das alteragcbes no sistema renina-angiotensina-aldosterona
levantada por Reja e colaboradores (2006), além da sua relagdo com o

estabelecimento do fendtipo hipertenso, proposto no mesmo estudo.
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Vistos em conjunto, os resultados obtidos nas trés regiées, demonstram
que a expressao do gene codificador da proteina ATRAP parece ter um papel
diferencial de acordo com a regido e fase de vida abordada.

Ainda, Oppermann e colaboradores (2010) postulam que, pelo fato de
promover efeitos diversos em diferentes tecidos-alvo, a cascata do sistema
renina-angiotensina-aldosterona deve ter mecanismos precisos de controle
locais, agindo por meio dos receptores AT1, fortalecendo o possivel papel
diferencial do gene da ATRAP nas diversas regiées do SNC aqui verificado.

Os resultados aqui apresentados concordam ainda com outras
afirmacoes do trabalho de Oppermann e colaboradores (2010). Este estudo
também afirma, entre outras coisas, que a auséncia induzida da ATRAP é
capaz de produzir um efeito hipertensor, além de um aumento de volume
plasmatico (em camundongos). Como discutido anteriormente, nossos
resultados também apontaram para uma reducédo dos niveis de expressao da
ATRAP na regiao do hipotdlamo em que se encontra o PVN da linhagem
hipertensa SHR quando comparados aos WKY.

Desta forma, é provavel que a ATRAP tenha um papel mais efetivo na
modulacdo dos receptores AT1 neste nucleo, descrito como o maior centro
integrador de informacdes da regido hipotalamica, intimamente envolvido na
manutencdo da homeostase (Schlenker, 2005).

Nossos resultados juntamente com dados contidos na literatura
demonstram que muitas questdes ainda permanecem sobre a verdadeira
funcdo da ATRAP na modulacdo da PA, e novas abordagens devem ser
propostas para a formulagdo de uma teoria sélida que traga novas explicacoes

sobre as acdes desta proteina.
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5.2- Avaliacdo da expressao do gene SAH ao

longo do desenvolvimento de ratos SHR e WKY

O gene SAH (sigla para spontaneously hypertensive rat-clone A
hypertension-associated gene) nao possui, até o presente momento, nenhuma
funcdo definida para seu produto protéico. Porém, diversos estudos tém
associado sua expressdo ao desenvolvimento da hipertensdo essencial em
humanos e modelos animais para a hipertenséao.

Quase a totalidade dos trabalhos (com excecdo de Kaiser e
colaboradores (1994) e Mishima e colaboradores (2000)), concentram seus
estudos de associacdo da hipertensdo com a expressdao do gene SAH no
sistema renal.

O presente estudo foi bem sucedido em detectar a presenca do mRNA
deste gene em trés areas do SNC importantes para a regulacdo da PA, a
saber: a regido do bulbo dorsal, que contém o NTS; a regidao do bulbo
ventrolateral, também chamada de medula ventrolateral; e a regidao do
hipotalamo que contém o nlcleo paraventricular do hipotalamo, tanto em
animais hipertensos SHR, quanto nos animais normotensos WKY.

Os detalhes da expressao do gene SAH em cada uma destas regides,
além da verificagao desta ao longo de diferentes idades nestes animais nas

duas cepas serao discutidos a seguir.
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- Expressdo do gene SAH na regido do bulbo dorsal que contém o
ndcleo do trato solitario

No trabalho de lwai e colaboradores (1991), que descreveu o gene SAH
pela primeira vez, foi observada uma expressao quase 10 vezes maior do gene
SAH em rins de ratos SHR e relacao aos WKY, sendo que esta diferenca se
acentuou ainda mais com o avanc¢o da idade dos animais.

De acordo com estas observacdes e com outras que surgiram em
trabalhos posteriores, os resultados esperados neste estudo apontariam para
uma expressao mais pronunciada no SNC dos animais da linhagem hipertensa,
possivelmente aumentando ainda mais com o desenvolvimento.

Porém, os resultados obtidos na regido dorsal do bulbo demonstraram
uma expressao mais baixa do gene SAH nos animais hipertensos em relacéao
aos animais normotensos controle.

Na comparacao entre as duas linhagens, os animais hipertensos SHR
com 1 dia e 3 meses de vida apresentaram uma menor expressdao do gene
SAH em relagdo aos animais normotensos controle.

Ja& na comparacgéao entre as diferentes idades de cada linhagem os SHR
nao apresentaram diferencas, enquanto a cepa normotensa WKY apresentou
uma expressao do gene SAH na regido do BD pelo menos 2 vezes mais alta
nos individuos com 1 dia em relacdo as outras idades. Ainda, na mesma
linhagem, foi verificada uma menor expressao do gene nos animais de 3 meses
em relacdo aos mesmos animais com 1 més de vida.

Pelo fato de ndo haver ainda estudos descrevendo o perfil de expressao
do gene ao longo do desenvolvimento dos animais e nem mesmo as fungdes

dos seus produtos ao organismo, ndo podemos afirmar com certeza qual a real
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explicagdo para a expressao mais baixa verificada nos animais hipertensos,
porém algumas hip6teses podem ser levantadas.

Pela discordancia entre os resultados observados no sistema renal por
Iwai e colaboradores (1991) e os nossos, relativos ao SNC, inicialmente
podemos afirmar que existe uma diferenca de perfil e, possivelmente, na
funcédo que o gene desempenha nos dois sistemas.

Como dito, ainda nao foram realizados estudos descrevendo o perfil de
expressdo do gene SAH em nenhum dos sistemas nos quais ele foi
encontrado. Porém, trabalhos anteriores descreveram uma variacdo na
expressao dos componentes envolvidos no metabolismo de xenobibticos
(funcédo atribuida ao produto do gene SAH) de modo linhagem e idade-
dependente (Yoon, Madden et al., 2006; Lee, Ward et al., 2008).

Yoon e colaboradores (2006) citam em seu trabalho que criancas e ratos
jovens tém uma maior susceptibilidade a exposicdo a alguns xenobidticos,
como o formoldeido.

Neste mesmo estudo, os pesquisadores comprovam que esta maior
susceptibilidade se deve a menor produgdo de algumas das enzimas
metabolizadoras de xenobibticos, classe a qual pertence o formoldeido. Desta
forma, os resultados puderam comprovar que, neste caso, a producdo da
enzima aldeido-desidrogenase aumenta de uma forma concomitante ao
desenvolvimento de ratos WKY.

Lee e colaboradores (2008) também demonstram, por meio de
experimentos de microarranjos de DNA, que existe uma variagdo (tanto para

mais quanto para menos) na producdo e liberacdo de diversas enzimas
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pertencentes as vias de eliminacdo de xenobibticos, de acordo com o estagio
de desenvolvimento em que se encontram os animais estudados.

Isto demonstra que ha uma diferengca nos mecanismos de controle
destas enzimas, sendo que o aumento na producdo conforme o estagio de
desenvolvimento ndo é uma regra e depende da enzima em questao.

Guardadas as devidas proporcdes sobre as diferencas entre a
metodologia empregada neste e nos outros trabalhos, nossos resultados
também mostraram diferencas linhagem-dependentes em um dos
componentes envolvidos na metabolizacdo de xenobidticos, uma vez que esta
caracteristica é atribuida ao gene SAH.

No entanto, novas abordagens sdo necessdarias para a elaboragdo de
uma hipétese a respeito do mecanismo de controle da expressdo do gene em
SHR e o0 motivo pelo qual estes animais hipertensos exibem niveis mais baixos
de expressdao nesta regiao do SNC em relacdo a cepa normotensa,
contrariando os resultados anteriores que ligavam a sua expressao mais alta a

hipertensao verificada na cepa.
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- Expressao do gene SAH na regido do bulbo ventrolateral

Na regido ventrolateral do bulbo ndo foi encontrada nenhuma diferenca
na comparacgao entre as duas linhagens em nenhuma das idades verificadas.

J& na comparacgao entre as diferentes idades dentro de cada linhagem, o
resultado foi semelhante entre as cepas, revelando uma expressdao muito mais
acentuada nos animais de 1 dia do que nas demais idades. Este resultado se
assemelha inclusive com aquele verificado para o BD, onde os animais
neonatos também apresentaram uma taxa de expressao mais acentuada do
gue as demais idades.

Estes resultados, em conjunto com aqueles verificados na regiao do BD
da cepa normotensa, sugerem que o gene SAH no SNC possa ter um papel
importante nos estagios iniciais do desenvolvimento dos animais aqui
estudados. No entanto, apesar de estarem sendo expressos em regides
importantes para os mecanismos de controle da PA, ndo € possivel determinar
qual a funcéo precisa do gene nestes nucleos.

Ainda, de acordo com os resultados aqui apresentados, nao foi
verificada nenhuma ligagédo do gene nas duas regides do tronco com a génese
da hipertensdo essencial verificada nos animais SHR, uma vez que em uma
delas a expressdao foi menor na cepa hipertensa e em outra nao houve

diferenga entre as duas linhagens.
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- Expressao do gene SAH na regiao do hipotalamo que contém o nucleo
paraventricular do hipotalamo

A regido do hipotalamo, ao contrario das regides anteriores, foi a Unica a
apresentar um ponto de maior expressdo do gene SAH na linhagem
hipertensa. Nesta cepa, os animais de 1 dia apresentaram uma taxa de
expressdao mais de duas vezes maior do que 0s animais da cepa normotensa
WKY. Nao foram verificadas diferencas entre as linhagens nas demais idades.

Na comparacao entre as idades dentro de cada uma das linhagens,
novamente a expressao do gene SAH nos animais hipertensos com 1 dia de
vida superou as outras idades, ndo havendo diferengas dentre as idades nos
animais WKY. Este resultado mais uma vez corrobora com a hipétese
anteriormente proposta de que, no caso destas regides do sistema nervoso
central, o gene SAH parece ter um papel mais importante nos estagios iniciais
da vida dos animais.

Porém, diferente das outras areas analisadas, no hipotdlamo, o gene
pode estar ligado aos mecanismos desencadeadores da hipertensao verificada
em SHR devido a diferenca verificada em relacao a cepa WKY. Mas como a
diferenca ndo se manteve nas idades subsequentes, conclusdes precisas ainda
nao podem ser tiradas.

E provavel que a relagdo do gene com a hipertensio exista efetivamente
nos mecanismos de controle da PA realizados pelo sistema renal nas idades
adultas, confirmando os dados dos estudos anteriores.

Outros estudos ja demonstraram uma menor expressao deste gene na
linhagem hipertensa. Mishima e colaboradores (2000) encontraram menor

quantidade de mRNA do SAH em ratos SHR em experimentos utilizando o
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cérebro inteiro. Porém, ao comparar areas especificas, foram encontradas
diferencas de expressao dentro das regidées do SNC da linhagem SHR, onde a
maior quantidade de mRNA foi encontrada em células epiteliais do plexo
cordide; o NTS e nucleo dorsal motor do vago foram apontados como locais de
muito baixa expressao do gene (Mishima, Shigematsu et al., 2000).

De acordo com estes resultados, os autores inferiram que o papel do
gene SAH no SNC deve, possivelmente, estar relacionado com o balango de
agua e eletrélitos entre 0 sangue e o fluido cerebrospinal, dado o papel das
células epiteliais do plexo cordide.

De certa forma, nossos resultados podem ser explicados de acordo com
o trabalho de Mishima e colaboradores, pois este estudo, além de demonstrar
que em alguns casos a expressdao do gene pode ser menor nos ratos
hipertensos, colocando em duvida a relacao deste com a hipertensao verificada
em SHR, ele também verificou uma quantidade muito baixa de mRNA na
regiado do BD de ratos hipertensos, especificamente no NTS, o que é
semelhante aos nossos resultados.

Outro trabalho, estudando o perfil do gene em rins de varias linhagens
de ratos SHR e WKY, vindos de diferentes locais de criacédo, verificou que
diferencas entre a transcricdo da SAH nos ratos hipertensos e normotensos
nem sempre é uma regra. Ainda, foram encontradas diferengas transcricionais
dentro das diferentes linhagens WKY (Ishinaga, Nabika et al., 1997). A
conclusdo que chegam os pesquisadores frente a estes resultados é que
diferencas simples entre a transcricdo do gene nos rins de ratos hipertensos e
normotensos nao devem ser a causa da diferenca fenotipica encontrada entre

SHR e WKY.

82



Outros trabalhos mais recentes sobre os efeitos do gene SAH tém
sugerido teorias que também vao contra a relacdo do gene SAH com a
hipertenséao.

Benjafield e colaboradores (2003), por exemplo, ndo encontraram
relacdo de nenhum dos polimorfismos estudados do gene SAH com a
hipertensdo essencial em humanos, relacionado, portanto, a sua expressao,
somente com a obesidade em individuos hipertensos, descartando qualquer
relacao direta com a hipertensao propriamente dita.

Haketa e colaboradores (2004) também s encontraram em seu trabalho
relacao entre o gene e a regulacdo dos niveis plasmaticos de colesterol de alta
densidade, ndo verificando nenhuma ligacéo entre o gene SAH e a hipertensao
essencial.

Por fim, Tikhonoff e colaboradores (2008), também n&o encontrando
relagdo do gene SAH com a hipertensdo, ou mesmo com fendtipos
relacionados com a hipertensdo em humanos, afirmam que as relacdes
observadas nos trabalhos anteriores somente podem ser feitas quando se
tratam de modelos animais, postulando, assim, que os resultados anteriores
que apontaram a relacdo do gene com a patologia estariam equivocados.

De qualquer forma, pudemos detectar a expressao do gene em centros
importantes, relacionados com o controle cardiovascular no sistema nervoso
destes animais.

Os trés trabalhos citados acima obtiveram seus resultados a partir de
amostras humanas. Apesar da diferenca do modelo experimental empregado,
os resultados encontrados no presente trabalho parecem seguir a mesma linha,

uma vez que nao foi encontrada nenhuma relagao direta da expressao do gene
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SAH na maioria das regides do sistema nervoso central com a génese da
hipertensao verificada nos animais adultos da linhagem SHR.

Resta saber se o perfil de expressao reflete o perfil protéico para os
produtos do gene SAH nestas regides do SNC, ou se nossos resultados
aplicam-se apenas as regides aqui estudadas ou em outras descritas como
integrantes dos mecanismos de controle da PA. Estas respostas confirmariam
ou ndao que a modulacdo da PA realizada pelo gene ocorreria
predominantemente no nivel renal, apoiando a grande concentracdo dos
artigos publicados a respeito do SAH no sistema renal e os trabalhos que
descartam a relacdo do gene com a hipertensao.

E possivel ainda que, mesmo ndo guardando relagdo direta com a
hipertensdo, o gene SAH esteja envolvido com problemas de saude
relacionados com a doenca. Ainda, outra possibilidade para a explicagdo dos
resultados aqui verificados seria que a expressdao do gene nestas areas do
SNC estaria restrito a vida pdés nascimento, ou mesmo ao cuidado materno-
fetal, uma vez que a expressao tende a cair com o desenvolvimento e
mudancas de habitos dos animais, como discutido no caso do gene codificador
da ATRAP, podem estar envolvidas.

Muitas duvidas ainda permanecem a cerca das fung¢des deste gene e,
infelizmente, publicacdes a seu respeito tornam-se cada vez mais escassas.
Novos experimentos e abordagens devem ser realizados a fim de se obter
conclusbes mais precisas sobre o papel deste promissor gene nas regides

envolvidas com o controle da PA no sistema nervoso central.
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5.3- A influéncia do tratamento de ratos SHR
com bloqueador dos receptores AT1, Olmesartan,

na expressdo dos genes SAH e da proteina ATRAP

As drogas que agem no sistema renina-angiotensina-aldosterona tém
sido apontadas como as mais eficientes no tratamento da hipertensdo em
relacdo as outras classes de anti-hipertensivos, por apresentar melhoras das
alteracbes estruturais e fisioldgicas encontradas em animais e humanos
hipertensos.

Neste contexto, o Olmesartan, medoxomila, € a mais nova integrante da
classe dos bloqueadores dos receptores AT1 de angiotensina, apresentando
uma acao potente e agindo de maneira dose-dependente na reducao da PA
(Fernandes-Santos, De Souza Mendonca et al., 2009).

Diferente da classe de drogas hipotensoras que agem inibindo a enzima
conversora de angiotensina | em angiotensina Il, os bloqueadores dos AT1r
apresentam a vantagem de nao interferir na cascata do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, além de nao alterar os efeitos dos receptores AT2
devido sua grande especificidade (Fernandes-Santos, De Souza Mendonca et
al., 2009).

O Olmesartan possui grande afinidade pelos receptores AT1, chegando
a ser quase 10.000 vezes maior do que a afinidade verificada pelos receptores
AT2 (Brousil e Burke, 2003), justificando a sua utilizacdo terapéutica e neste

trabalho.
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Em nossos experimentos, o tratamento dos ratos hipertensos da
linhagem SHR com o Olmesartan foi eficiente em reduzir a pressao arterial
sistolica (PAS), apresentando diferencas em relacdo ao grupo SHR controle. A
influéncia da queda da PAS na expressdo do gene codificador da proteina

ATRAP e do gene SAH serédo abordadas nos préximos tépicos.
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- Influéncia do tratamento com Olmesartan na expressdo do gene
codificador da proteina ATRAP

Apesar do efeito hipotensor verificado apds o tratamento com a droga,
nao foram observadas diferencas na expressdo do gene codificador da
proteina ATRAP entre os grupos tratado e controle em nenhuma das trés
regides estudadas.

Porém, uma das conclusées a que pudemos chegar apés o tratamento
com o Olmesartan foi que a sua acao hipotensora no SNC parece influenciar a
expressao do gene da proteina ATRAP de maneira regido-especifica.

Na comparacdo entre as trés areas dentro do grupo tratado, nao foi
verificada nenhuma diferenga significativa entre as mesmas. Quando este
mesmo fator é analisado dentre as mesmas regiées do grupo tratado, pode-se
perceber que a regido do BD apresenta uma expressao cerca de 50% maior do
que as demais areas verificadas.

Possivelmente esses resultados apontam uma maior sensibilidade desta
regiao ao bloqueio dos receptores AT1, o que levaria a uma variagao induzida
da pressao arterial sistélica. No entanto, esta € apenas uma suposigéo, uma
vez que novas abordagens sdo necessarias para a determinacéao de qual fator
estaria relacionado a diferenca observada.

Também nao podemos aqui afirmar com certeza que a expressao deste
gene na regiao dorsal do bulbo tenha um papel mais importante do que as
demais éareas no controle da pressdo arterial, pois os resultados de
comparacdo entre as cepas, mostrados anteriormente (figura 2), nao
apresentaram diferencas nos animais com a idade daqueles utilizados no

tratamento com o Olmesartan.
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Dados de trabalhos anteriores mostraram uma taxa de expressao mais
alta dos receptores AT1 (do subtipo AT1a) na regido do NTS de ratos. Esta
expressao foi maior inclusive do que na regido hipotalamica do PVN (Lenkei,
Palkovits et al., 1998). Estes dados poderiam explicar os resultados acima,
uma vez que a maior expressdo do receptor na regido seria responsavel
também pela maior quantidade de mRNA verificada, porém nao existem
trabalhos avaliando as diferencas de ligacao da ATRAP com os dois subtipos
do receptor AT1 (AT1a e AT1b)

Ja foi descrito que a ATRAP tem a capacidade de regular a acdo dos
receptores AT1 se ligando a sua porcao carboxiterminal (Cui, Nakagami et al.,
2000). A regulacédo destes receptores pela ATRAP pode ainda ocorrer por
outros mecanismos, no nivel intracelular, como, por exemplo, via mobilizacao
da molécula sinalizadora p38 MAPK (Shigenaga, Tamura et al., 2008).

Porém, o efeito inverso, de alteracdo da expressdo do gene da ATRAP
pelo bloqueio dos receptores AT1 com o Olmesartan, ou mesmo por uma
variacdo da pressao arterial sistélica, parece nao ocorrer, como sugerem
nossos resultados.

Shigenega e colaboradores (2008) puderam observar diferencas na
expressao da ATRAP no rim de ratos SHR tratados com uma dose hipotensora
(6mg/kg/dia) e sub-hipotensora (0,6mg/kg/dia) de Olmesartan, mostrando,
desta forma, que o tratamento foi capaz de reduzir a expressao do gene nestes
tecidos independentemente do efeito hipotensor da droga, além de promover
uma diminuicao na populacao dos AT1r.

Vistos em conjunto, os resultados obtidos com a administracdo do

Olmesartan no estudo de Shigenaga e neste trabalho parecem apontar para
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um papel mais efetivo do gene codificador da proteina ATRAP na modulacao
da PA no nivel renal do que nas regides do relacionados com o controle da PA

aqui abordadas.
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- Influéncia do tratamento com Olmesartan na expressao do gene SAH

A queda da presséao arterial sistélica, obtida com a administracdo da
droga Olmesartan, nao provocou nenhuma alteracdo na expressdao do gene
SAH entre o grupo tratado e controle, em nenhuma das 3 regides do sistema
nervoso central aqui estudadas.

A comparacao entre a expressdao do mesmo gene dentre as regides BD,
BVL e HIP, como foi realizada para o gene da proteina ATRAP dentro de cada
um dos grupos também néo apresentou diferenca significativa.

Apesar de estudos apontarem que a expressao do gene nao guarda
uma relagdo com os altos niveis de presséo arterial, os resultados obtidos
nesta abordagem apontam que o mecanismo inverso de queda induzida na
pressao arterial nestes animais néo foi capaz de alterar a expressao do gene.

Uma provavel explicacdo para este fato seria a maior relacdo dos
produtos do gene SAH com a hipertensdo quando eles sdo formados no nivel
do sistema renal, uma vez que a maioria dos trabalhos realizados se concentra
neste sistema. Experimentos verificando uma possivel modulacdo da
expressdo do gene nos rins ap6s um desafio hipotensor diferente poderiam
confirmar esta teoria.

Como discutido anteriormente, se realmente existe uma ligacédo
realizada pelo gene SAH entre a hipertensdo e 0s mecanismos de
metabolizacdo de xenobidticos, a verificagdo destes mecanismos também deve
ser realizada ap6s o tratamento hipotensor, o que ilustra a quantidade de
questbes que ainda permanecem e a quantidade de trabalhos que devem ser
realizados para determinarmos a verdadeira funcdo do gene e suas relacoes

com outros sistemas de controle fisioldgico.
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Como se pode perceber, muitas sao as duvidas que permanecem
a respeito dos dois genes abordados neste estudo e muito trabalho
ainda deve ser feito para determinarmos as suas reais fun¢des no
sistema nervoso central, além das suas implicagbes na modulagao
neural da pressao arterial.

No entanto, nossos resultados trazem uma grande contribuicao
para os trabalhos futuros abordando os mecanismos existentes no
sistema nervoso central envolvidos na génese e manutencio da
hipertensao.

Eles determinaram a expressao de ambos os genes em regides
importantes para o controle da PA, as reais relacoes desta expressao
com a hipertensao verificada nos ratos SHR, além de provar que a
modulacdo terapéutica da pressao arterial ndao é capaz de alterar a

expressao dos genes.
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6- Conclusoes

Foi constatada a expressdao do gene codificador da proteina
ATRAP e do gene SAH no bulbo ventrolateral, bulbo dorsal e no
hipotalamo (que contém o nucleo paraventricular do hipotalamo)
tanto em ratos hipertensos SHR, como em ratos Wistar Kyoto,
normotensos. Estas areas sao conhecidas por relacionar-se ao
controle da pressédo arterial realizado pelo sistema nervoso

central.

A expressao do gene codificador da proteina ATRAP e do gene
SAH no sistema nervoso central, ocorrem de modo regiao e
idade-dependente, sugerindo que os produtos de cada um deles
devem desempenhar papéis diferentes no controle da pressao
arterial de acordo com a regiao, a fase do desenvolvimento dos
animais e da génese hipertensiva verificada nos SHR.

Ainda nao foi possivel estabelecer uma relacao da expressao do
gene SAH nas regides estudadas com o fenédtipo hipertenso
verificado na cepa SHR, principalmente no que diz respeito as

regides bulbares aqui abordadas.

O tratamento de ratos hipertensos SHR com a droga Olmesartan,
em dose hipotensora, ndo foi capaz de alterar a transcricao de
nenhum dos dois genes estudados na comparacdo entre 0s
grupos tratado e controle. Porém, este tratamento influenciou de
maneira diferente a transcricdo do gene codificador da proteina
ATRAP nas regides estudadas, sugerindo efeitos diferentes da
droga de acordo com o nucleo estudado.
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