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RESUMO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € uma doenga multifatorial, poligenética e
ligada ao sexo, caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressao
arterial (PA). Um dos componentes da complexa rede que regula a PA é o
sistema renina angiotensina (SRA), que influencia a homeostase do sddio e da
agua e o toénus vascular, tém sido extensamente estudados na correlagdo com a
HAS e com doencas cardiovasculares. O SRA poder ser basicamente dividido em
um eixo vasoconstritor (ECA/ANGII/AT1) e um eixo vasodilatador (ECA2/ANG 1-
7/IMAS/AT2) diretamente correlacionado a regulacdo da via das MAP quinases:
ERK 1/2, JNK e p38. Muitos estudos demonstram que ha maior incidéncia de HA
e DCV em homens, quando comparados as mulheres. Recentemente, estudos
tem demonstrado a participagao do I6cus Sry do cromossomo Y na interagdo com
o SRA de ratos. O objetivo do presente estudo foi analisar o papel do gene Sry
humano na regulagao da pressao arterial e no sistema renina angiotensina de
ratos das linhagens Sprangue Dawley (SD); e avaliar em cultivo primario de
cardiomiécitos de ratos neonatos SD e Wistar sua interagcao com o sistema renina
angiotensina. Ratos SD foram submetidos as técnicas de eletroporagao renal e
transfecgdo por nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPM) para
liberacdo de clones contendo Sryh (PSryh) e Sry3 (PSry3) via carétida e foram
monitorados por telemetria para verificagdo da pressao arterial. A viabilidade da
transfecgao foi verificada por microscopia de luz e de transmissao. A partir da
transfeccao  de PSryh, PSry3, siSry e siMas funcionalizados com  NTCPM
verificou-se a relacdo do Srycom: regulagcdo da pressao arterial, frequéncia
cardiaca, expressao dos genes do SRA, expressao de tirosina hidroxilase, ERK
1/2, JNK e p38. Os resultados obtidos pela microscopia comprovaram a
transfecgcao e os de telemetria mostraram um aumento significativo da pressao
arterial e da frequéncia cardiaca dos animais transfectados
com PSry3e PSryh quando comparados aos controles, semelhante aos dados
obtidos pela técnica de eletroporacao renal. Apos a transfecgao em cardiomiocitos

de ratos SD e Wistar, com PSryh, verificou-se um aumento significativo da



expressao de angiofensinogénio, renina, ECA, ATZ, TH, ERK 1/2 e JNK,
diminuicdo na expressao de p38; sem alteragdes significativas para ECA2 e MAS.
Observou-se ainda, pela técnica de citometria de fluxo, um aumento do tamanho
e da granulosidade dos cardiomidcitos apds o tratamento, que foram confirmados
pelas técnicas de HE e imunofluorescéncia. Estes dados confirmam o
envolvimento do Sry no mecanismo de hipertrofia. Ao inibir a expressdo dos
genes Srye Mas pela técnica de siRNA, observou-se um efeito regulatorio do
receptor Mas sobre o Sry, provavelmente pela inibicdo da via das MAP quinases,
ERK 1/2 e JNK. Contudo, o Sry3 produziu um aumento significativo na pressao
sanguinea de ratos SD, do mesmo modo relatado na literatura para ratos Wistar
Kyoto, mostrando que o Sry tem acdes fisioldégicas conservadas nas linhagens
estudadas de Raffus novergicus. O Sryh regula a pressao arterial, interfere na
expressdo génica da via vasoconstritora do SRA, e da via precursora de
catecolaminas a partir do aumento da expressao de tirosina hidroxilase. Este

ultimo, ocasionado provavelmente pelo aumento da expressao do receptor AT2.

Palavras-chave: Sryhumano. Sry3. SRA. TH. AT2. Receptor Mas. MAPK
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ABSTRACT

The systemic arterial hypertension (SAH) is a multifactorial, polygenetic and sex-
linked medical condition characterized by high and sustained levels of blood
pressure (BP). One of the components of the complex network that regulates PA
is the renin angiotensin system (RAS), which influences the homeostasis of salt
and water and vascular tone, has been extensively studied in correlation with
hypertension and cardiovascular disease. The SRA can be basically divided into a
vasoconstrictor axis (ACE/ANG [I/AT1) and a vasodilator axis (ACE2/ANG 1-
7IMAS/AT2) directly correlated to regulation via the MAP kinases: ERK 1/2, JNK
and p38. Many studies show that there is a higher incidence of hypertension and
CVD in men compared to women. Recently, studies have demonstrated the
involvement of the Srylocus on the Y chromosome in the interaction with the SRA
of rats. The aim of this study was to analyze the role of human Sry gene in the
regulation of blood pressure and renin angiotensin system of mice strains
Sprangue Dawley (SD); and evaluate in primary culture of neonatal rat
cardiomyocytes SD and Wistar its interaction with the renin angiotensin system.
Sprangue Dawley rats were subjected to the techniques of electroporation and
transfection by renal carbon nanotubes multi-walled (NTCPM) for delivery of
clones containing Sryh (PSryh) and Sry3 (PSry3) via carotid and were monitored
by telemetry for blood pressure. The viability was checked by transfection of light
and transmission electron microscopy. From the transfection of Sryh, Sry3, siSry
and siMas, functionalized with NTCPM, there was a relationship of Sry to the
following: regulation of blood pressure, heart rate, gene expression of RAS,
expression of fyrosine hydroxylase and ERK1 / 2, JNK and p38. The results
obtained by microscopy confirmed the transfection and telemetry showed a
significant increase in blood pressure and heart rate of the animals transfected
with Sry3 and Sryh when compared to controls, similar to the data obtained by the
technique of kidney electroporation. After transfection into cardiomyocytes of SD
and Wistar rats with Sryh, there was a significant increase in the expression of the
of renin, ACE, ATZ2, TH, JNK and ERK 1/2 but decrease in the expression of p38;



without significant changes to AT1, ACEZ and MAS. We also observed by flow
cytometry, an increase in the size and granularity of cardiomyocytes after
treatment, which were confirmed by HE and immunofluorescence techniques.
These data suggest the involvement of Sry in hypertrophy mechanism. By
inhibiting the expression of the genes Sry and MAs by siRNA technique, there is a
regulatory effect on Sry receptor but probably via the inhibition of MAP kinases,
JNK and ERK 1/2. However, Sry3 produced a significant increase in blood
pressure of SD rats in the same way reported in the literature for Wistar Kyoto,
showing that Sry has physiological actions conserved in the studied strains of
Rafttus norvegicus. The Sryh regulates blood pressure, interferes with gene
expression of the vasoconstrictor via the SRA, and the precursor pathway of
catecholamines from the increased expression of tyrosine hydroxylase. The latter

probably due to increased expression of AT2 receptor.

Keywords: Human Sry. Sry3. RAS. TH. AT2. MAs Receptor. MAPK
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma condicdo clinica
multifatorial, poligenética e ligada ao sexo, caracterizada por niveis elevados e
sustentados de pressao arterial (PA).

Frequentemente a HAS esta relacionada a alteragdes funcionais e/ou
estruturais dos 6rgaos-alvo como: coragao, encéfalo, rins e vasos sanguineos; e a
alteragcdes metabdlicas, com consequente aumento do risco de eventos
cardiovasculares fatais e nao-fatais (RECKELLHOFF, 2001; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2006; WILLIAMS, 2010; WOODS et al., 2010;
MARANON e RECKELHOFF, 2013).

De acordo com o Ministério da Saude (2006), a hipertensao arterial
sistémica € um dos fatores de risco mais importante para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e renais; € € um problema grave de saude publica no
Brasil e no mundo, responsavel por 40% das mortes por acidente vascular
cerebral e 25% das mortes por doenga arterial coronariana.

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2006), a mortalidade
por doenca cardiovascular (DCV) aumenta progressivamente com a elevagao da

PA a partir de 115/75 mmHg de forma linear, continua e independente. Sendo as
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DCV as principais responsaveis por internagbes, ocasionando custos
socioecondémicos elevados.

No Brasil, inquéritos populacionais em cidades brasileiras nos ultimos
20 anos apontaram uma prevaléncia de HAS acima de 30%, sendo 35,8% nos
homens e 30% em mulheres (CESARINO et al., 2008; ROSARIO et al., 2009).
Pereira et al. (2009), encontraram uma prevaléncia global relacionada ao género
semelhante em outros 35 paises: 37,8% em homens e 32,1% em mulheres.

Estudos também demonstram que existem diversos fatores de risco
relacionados a HAS como:

- Idade - ha uma relacao direta e linear da PA com a idade, sendo a
prevaléncia de HAS superior a 60% na faixa etaria acima de 65 anos
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2006; CESARINO et al., 2008);

- Género - prevaléncia global de HAS entre homens e mulheres é
semelhante, embora seja mais elevada nos homens até os 50 anos, invertendo-se
a partir desta idade (LESSA, 2001; MARTINEZ e LATORRE, 2006; CESARINO et
al., 2008);

- Cor - a HAS é duas vezes mais prevalente em individuos de cor nao-
branca. Estudos brasileiros com abordagem simultdnea de género e cor
demonstraram predominio de mulheres negras com excesso de HAS de até 130%
em relagao as brancas (LESSA, 2001);

- Excesso de peso e obesidade - 0 excesso de peso se associa com
maior prevaléncia de HAS desde idades jovens. Na vida adulta, mesmo entre
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individuos fisicamente ativos, incremento de 2,4 kg/m2 no indice de massa
corporal (IMC) acarreta maior risco de desenvolver hipertensdo (BRANDAO et al.,
2004);

- Ingestdo de sodio - ingestdo excessiva de sodio tem sido
correlacionada com elevacao da PA . A populagao brasileira apresenta um padrao
alimentar rico em sal, agucar e gorduras. Em contrapartida, em populagdes com
dieta pobre em sal, como os indios brasileiros Yanomami, ndo sdo encontrados
casos de HAS, e estudos também tem demonstrado que a restricido de sédio esta
relacionada a efeitos hipotensores (APPEL et al., 1997; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2006; HE e MACGREGOR, 2009);

- Ingestao de alcool — a ingestao de alcool por periodos prolongados de
tempo pode aumentar a PA e a mortalidade cardiovascular em geral (MARTINEZ
e LATORRE, 2006);

- Sedentarismo - atividade fisica reduz a incidéncia de HAS, mesmo
em individuos pré-hipertensos, bem como a mortalidade e o risco de DCV
(PESCATELLO et al., 2004);

- Fatores socioecondmicos - a influéncia do nivel socioeconémico na
ocorréncia da HAS é complexa e dificil de ser estabelecida (CONEN et al., 2009).
De acordo com Cesarino et al. (2008), no Brasil a HAS é mais prevalente entre
individuos com menor escolaridade;

- Genética - a contribuicao de fatores genéticos para a génese da HAS
estd bem estabelecida na populagdo, porém, nao existem, até o momento,
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variantes genéticas que, possam ser utilizadas para predizer o risco individual de
se desenvolver HAS (de OLIVEIRA et al., 2008).

Estudos clinicos relataram que a deteccao, o tratamento e o controle
da HAS sao fundamentais para a redugcdo dos eventos cardiovasculares
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2006). Mudangas no estilo de
vida como: alimentagédo saudavel, consumo moderado de sodio e alcool, ingestéo
de potassio, combate ao sedentarismo e tabagismo, podem ser uma mudanga
primaria para a redugao da HAS e da mortalidade por DCV (RAINFORTH et al.,
2007). No entanto, para o manejo de individuos com comportamento limitrofe da
PA recomenda-se considerar o tratamento medicamentoso apenas em condigcoes
de risco cardiovascular global alto ou muito alto (NEVES e OIGMAN, 2009).

Um dos componentes da complexa rede que regula a pressao arterial é
o sistema renina angiotensina (SRA), que influencia a homeostase do sal e da
agua e o tonus vascular, e tem sido extensamente estudado na correlagdo com a
HAS, bem como os genes que regulam a expressdao de proteinas envolvidas

nesse sistema (RIGATTO et al., 2004).
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1.2 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

O SRA desempenha importante fungdo na regulagdo central e
periférica da pressao arterial, da homeostasia hidro-eletrolitica, e tem sido
descrito como um sistema enddcrino e tecidual envolvido na patogénese de varias
doencas cardiovasculares e renais (MORISHITA et al., 2000; OUDIT et al., 2003;
ETELVINO et al., 2014).

As primeiras descobertas sobre o0 SRA ja datam mais de um século,
em que a renina uma aspartil protease produzida no rim e segregada para o fluxo
sanguineo foi descoberta, a partir do aumento da pressao arterial de animais
anestesiados apoés aplicacao de extratos de rim nao purificados (INAGAMI, 1998).

Braun-Mendes et al. (1940) e Page e Helmer (1940), demonstraram
que o aumento da pressao nao era desencadeado apenas pela renina, mas pelo
produto formado apds sua acao enzimatica sobre uma proteina plasmatica,
denominada angiotensinogénio - a-2-globulina produzida principalmente pelo
figado, que quando clivado na sua por¢gdo amino-terminal pela renina, forma
angiotensina | (BRAUN-MENENDEZ e PAGE, 1958; ETELVINO et al. 2014).

Posteriormente, Skeggs et al. (1954), relataram que haviam duas
formas da angiotensina: angiotensina | e IlI; e Skeggs et al. (1956), elucidaram a
cascata de formagdo da angiotensina Il, demonstrando tratar-se de um
octapeptideo formado pela acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA)
sobre a Ang |.
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Em 2000, foi identificada a enzima conversora de angiotensina 2
(ECA2) que converte ANG | em ANG 1-9, que pode ser convertida pela ECA em
Angiotensina 1-7 (ANG 1-7). A ECA 2 também pode agir sobre a ANG Il formando
ANG 1-7 (DONOGHUE et al., 2000; TIPNIS et al., 2000).

A ANG 1-7 é um ligante endogeno do receptor Mas, que até pouco
tempo era considerado um receptor 6rfao acoplado a proteina G. A ANG 1-7
quando associada ao receptor Mas desencadeia efeitos fisiologicos antagdnicos
aos observados pela ANG Il em seu receptor AT1(SANTOS et al., 2003;
KOSTENIS et al., 2005). E mais recentemente, também foi descrito o peptideo
enddégeno alamandina [Ala'- ANG 1-7) ligante do receptor MrgD. A alamandina
possui agoes fisioldgicas similares a ANG 1-7, como: efeitos anti proliferativos,
vasodilatacdo, liberacdo de Oxido nitrico, modulagdo da sensibilidade do
baroreflexo, diminuicdo da pressao arterial e colagenos |, lll e fibronectina
(LAUTNER et al., 2013).

Todos os componentes do SRA ja foram encontrados em tecidos como
coragao, cérebro, rins, glandulas adrenais, 0ssos, pancreas, tecido adiposo,
corddo umbilical, polpa dental, vasos sanguineos e 6&rgaos reprodutores,
permitindo distinguir um SRA local e um circulante (CAMPBELL, 1987;
OBERMULLER et al., 2004; LEUNG, 2004; GOKER et al., 2005).

A desregulacdo deste sistema esta relacionada ao surgimento de
doencas cardiovasculares como: hipertensao, doengas coronarianas, miocardites
e insuficiéncia cardiaca (DOSTAL et al., 1999), sendo que o surgimento da

37



hipertensdo pode esta relacionada com dois principais peptideos ativos deste
sistema: a Ang-ll e ANG 1-7, que exercem, na maioria das vezes, acdes
antagbnicas sobre a saude cardiovascular (Figura 1) (MACHADO et al., 2002;

BENTER et al., 1995; ETELVINO et al., 2014).
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Figura 1. llustracdo simplificada da cascata proteolitica de formacdo e de degradacdo dos
principais peptideos angiotensinérgicos biologicamente ativos. Aogen — angiotensinogénio; PRR —
receptor de pro renina; Ang — angiotensina; ACE — enzima conversora de angiotensina; ACE2 —
enzima conversora de angiotensina 2; NEP — endopeptidase neutra; PEP — prolil-endopeptidase;
AT1 - receptor tipo 1 de angiotensina; AT2 — receptor tipo 2 de angiotensina; Mas — receptor de

ANG 1-7; MrgD - receptor acoplado a proteina G. Adaptado de Etelvino et al. (2014).
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O SRA tem sido proposto como um dos principais componentes para o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, sendo a ANG Il e seus receptores AT1 e
AT2 no coragédo, um dos principais motivos (MAZZOLAI et al., 1998; LORELL,
1999). Alguns estudos mostram que o tecido cardiaco tem uma alta eficiéncia em
captar da circulagcdo as enzimas e os demais componentes do sistema renina-
angiotensina. Muller et al. (1998), relataram que a renina, por exemplo, parece ser
facilmente captada na circulagdo coronariana. E diversos estudos ja comprovaram
a presenca de um sistema renina-angiotensina local no coragdo (CAMPBELL,
1987; LINDPAINTER et al., 1990; HIRSCH et al., 1990).

A ANG Il é o peptideo mais conhecido deste sistema, e promove acoes
hipertensivas nos diferentes sistemas fisiolégicos como: vasoconstricdo, aumento
da secregao de ADH pela hipofise posterior, aumento da secregéo da aldosterona
na zona glomerulosa renal, redugao da sensibilidade dos barorreceptores,
aumento do apetite por sdédio e agua, proliferagdo endotelial, inflamagao,
aterosclerose, insuficiéncia cardiaca congestiva e efeitos inotropicos e
cronotropicos cardiacos (PEACH, 1997; FERRARIO et al., 1998, MACHADO et
al., 2002; MEHTA e GRIENDLING, 2007).

A ANG Il possui interagdes com os receptores AT1 e AT2. O AT1 é um
membro da familia de receptores ligados a proteina G, e medeia a angiogénese,
vasoconstricdo, liberacdo de Ca?* intracelular, liberacdo de aldosterona e
proliferacao celular. O receptor AT2 também esta ligado a proteina G e esta
relacionado a efeitos antagbnicos ao do receptor AT1, como vasodilatacao,
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inibigdo da angiogénese e da proliferagao celular (UNGER et al., 2002). No
entanto, Macova et al. (2009), demonstraram que os receptores AT2 também
estdo relacionados na regulacédo das vias das catecolaminas, em que o bloqueio
dos receptores AT2 no cérebro causa diminuicdo da sintese tirosina hidroxilase
(TH). Macova et al. (2008), também demonstraram através do efeito da
ovariectomia e reposi¢cao de estrogénio um aumento da expressao do receptor
AT2 adrenal e TH. Armando et al. (2004), em estudos relacionados ao estresse,
relataram um efeito sinérgico entre os receptores AT1 e AT2 no aumento da
expressao de tirosina TH.

A ANG 1-7, na maioria das vezes, exerce agdes antagbnicas a ANG Il
(SANTOS et al., 2000). Campagnole-Santos et al. (1992), observaram que a Ang-
(1-7) aumenta a sensibilidade do barorreceptor. Paula et al. (1995) e Lima et al.
(1997), relataram que ela potencializa o efeito da bradicinina; assim com também
do 6xido nitrico (PORSTI et al., 1994; BROSNIHAN et al., 1996; HEITSCH et al.,
2001).

Apoés varios autores demonstrarem que os efeitos da ANG-1-7 néao
eram inibidos pelo bloqueio dos receptores AT1 e AT2 (BENTER et al., 1993;
PORSTI et al., 1994; BROSNIHAN et al., 1996), Santos et al. (2003),
demonstram que este peptideo atua no receptor Mas.

Diversos estudos tém mostrado que a ANG-1-7, via receptor Mas, tem
efeitos anti-hipertréfico e anti-fibrético no coragado. Santos et al. (2006), utilizando
um modelo de camundongos knockouf para o receptor Mas mostraram baixa
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reatividade da ANG-1-7 em fatias do ventriculo esquerdo destes animais. Além
disso, foi mostrado que camundongos Anockout para o receptor Mas apresentam
aumento da sintese de colageno | e lll, fibronectina e redu¢cado do colageno VI
favorecendo assim o surgimento de disfungdo sistdlica e diastdlica
independentemente de alteragbes da pressdo arterial. Tallant et al. (2005),
identificaram a presenca do receptor Mas em cardiomidcitos de ratos neonatos
sugerindo que a ANG-1-7 pode agir diretamente através do seu receptor no
processo contratil e na hipertrofia dos midcitos.

Os mesmos autores demonstraram em cardiomiocitos; assim como
Tian et al. (2014), em estudos relacionados a atenuag¢ao dos danos aos podocitos
durante a pré eclampsia; e Zhou et al. (2012), estudando a agcdo da ANG 1-7
também no rim, que o receptor Mas ativado pela ANG 1-7 inibem a atividade das
MAP quinases ERK 1/2, p38 e JNK. Xu Ping e Lazartigues (2011), também
verificaram uma atenuacdo da atividade destas MAP quinases no sistema
nervoso central apds administragao de ANG 1-7 (Figura 2a).

As MAP quinases ERK 1/2, c-Jun quinases N-terminais (JNK1, 2, e 3) e
p38 (a, B, y, 8), sdo classicas quinases reguladas por sinais extracelulares,
correlacionadas aos estudos sobre hipertrofia cardiaca e o SRA. Wei et al. (2014),
demonstraram uma correlagdo direta entre o SRA e estas MAPK quando
administraram ANG Il e observaram niveis aumentados de ERK 1/2, JNK e p38.
O papel do ANG Il na musculatura vascular, sua correlagcdo com a via das MAP
quinases e hipertrofia, foi elucidado por Mehta e Griendling (2007) (Figura 2b).
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Segundo Dorn et al. (1999) e Xiao et al. (2001), os niveis de ERK 1/2 também
podem ser regulados pela ativagao dos receptores de tirosina hidroxilase (TH).

A TH é uma enzima limitante da velocidade na biossintese das
catecolaminas, que participam da regulagdo da pressao arterial via sistema
nervoso simpatico (SNS). Os vasos sanguineos possuem receptores a e
adrenérgicos regulados pelos niveis de catecolaminas circulantes. As
catecolaminas sao as principais responsaveis pela vasoconstricdo; aumento do
automatismo dos marcapassos cardiacos e da frequéncia cardiaca (SCHUMANN,

1966).
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Figura 2. A. Relagao da ANG 1-7 com a atenuagao da via das MAP quinases no sistema nervoso
central (Xu Ping et al., 2011). B. Interagao da ANG Il com a via das MAP quinases, sobrevivéncia,

crescimento e hipertrofia na musculatura lisa vascular (Mehta e Griendling, 2007).
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Recentemente, alguns estudos também tem demonstrado a
participagao do locus Sry na interagao com alguns genes do SRA (Figura 3) (ELY
e TURNER, 1990; TURNER et al., 2009; ELY et al., 2011; ELY et al., 2007; ELY
et al., 2009; MILSTED et al., 2010; PROKORP et al., 2012; PROKOP et al. 2014).

Este locus pertence ao cromossomo Y e Garcia et al. (2003),
observaram que ha uma relacido entre hipertensao, infarto do miocardio e
polimorfismos no Sry e que estas alteragbes estdo correlacionadas a maior
incidéncia de hipertensdo e doencgas cardiovasculares ocasionadas nos homens
quando comparado as mulheres. Charchar et al. (2003) e Hilliard et al. (2013),
relataram que nos machos o eixo ECA/ANGII/AT1 é mais pronunciado, enquanto
nas fémeas, o equilibrio é deslocado para o eixo vasodilatador (ECA2/ANG 1-

7/Mas e AT2).
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Figura 3. Relagédo do Sry com o sistema renina antiotensina. Milsted et al. (2010).
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1.3. SRY (GENE DO CROMOSSOMO Y RELACIONADO A DIFERENCIAGAO

SEXUAL)

O cromossomo Y foi proposto como relacionado a diferenciagcao sexual
masculina em 1959, e desde entdo alguns genes candidatos foram estudados
como responsaveis pelas caracteristicas masculinas, como o TDF (festis-
determining fator) em humanos e Tdy em camundongos. Em 1990, o gene Sry foi
descoberto no camundongo e em humanos (GUBBAY et al., 1990; SINCLAIR et
al., 1990).

Atualmente, sabe-se que o locus Sry € o gene responsavel pela
formacdo gonadal e diferenciagdo sexual masculina no cromossomo Y de
mamiferos, e codifica um fator de transcricdo contendo um dominio altamente
conservado de ligacdo no DNA caracteristico de alguns grupos de proteinas
(familia Sox) chamado HMG box (High Mobility Group) (SEKIDO, 2010; Ely et al.,
2009).

Dentro da familia Sox estdo inseridos diversos genes que codificam
fatores de transcricdo reguladores do desenvolvimento embrionario e
diferenciacao celular, e tem sido estudados em drosophila, aves, anfibios, répteis,
peixes e mamiferos (LAUDET et al.,, 1993; CORIAT et al., 1993; VRIZ et al.,
1995; KAMACHI et al., 2000).

Nesta familia ja foram encontrados cerca de 30 genes em
camundongos, ratos e humanos, os quais estao distribuidos em oito subfamilias
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(A a H) de acordo com a similaridade de suas sequéncias de aminoacidos dos
peptideos: subfamilia A — composta pelo gene Sry; subfamilia B — Sox1, Sox2,
Sox3, Sox14, Sox15 e Sox19; subfamilia C — Sox4, Sox11, Sox12 e Sox20;
subfamilia D — Sox5, Sox6 e Sox13; subfamilia E — Sox8, Sox9 e Sox10;
subfamilia F — Sox7, Sox17 e Sox18; subfamilia G - Sox15; subfamilia H — Sox30
(PRIOR e WALTER, 1996; LEFEBVRE, 2002; SCHEPERS et al., 2002).

O Sry é um locus do cromosso Y, Sox3 esta localizada no cromossomo
X e o0s outros genes Sox sdo constituintes dos cromossomos autossdmicos
(BEHLKE et al., 1993; PRIOR e WALTER, 1996).

Estudos recentes tém demonstrado a participagdo do Sry também na
regulagao da pressao arterial (ELY e TURNER, 1990; TURNER et al., 2009; ELY
et al., 2011; ELY et al., 2007; ELY et al., 2009)

Ely et al. (2007) e Ely et al. (2009), observaram que ratos SHR
(spontaneously hypertensive raf) machos possuem cerca de 20 a 25 mmHg acima
dos valores de pressdo arterial das fémeas SHR, e os mesmos autores
demonstraram que estes animais apresentam maior expressao de Sryno rim e na
adrenal. Em 2007, Ely a partir de estudos de eletroporagcao de vetores de
expressdao de Sry na glandula adrenal de ratos normotensos demonstraram
claramente a participacao do Sry no aumento da pressao arterial.

Turner et al. em 2009, demonstraram que o gene Sry de rato é
constituido de varios /oci, dependendo das espécies de mamiferos. Dentre estes
loci, identificou-se o lécus Sry7 como sendo responsavel pelo aumento da
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transcrigao da tirosina hidroxilase, pelo aumento da biossintese de catecolaminas
e pela consequente elevacao da pressao arterial proveniente de hiperatividade do
SNS em ratos (Ely et al., 2009). O I6cus Sry 2 néo tem atuagao sobre a pressao
arterial verificada até o momento e o Sry3 aumenta a concentragédo plasmatica de
renina e angiotensina |l com reabsorgdo renal de sodio, mas n&o altera as
atividades do SNS (Ely et al., 2009).

Outros /oci de Sry sao expressos diferenciadamente, em varios tecidos
e orgaos de ratos SHR, Wistar Kyoto (WKY), SD e Charles River, entretanto, suas
fungdes ndo foram ainda descritas (Turner et al., 2009).

Em 2012, Prokop et al. relataram que o homem possui apenas uma
copia do Sry e a partir de estudos de sequenciamento e modelamento proteico,
mostraram que esta copia humana apresenta caracteristicas semelhantes as
copias Sry7e Sry3do rato (Figura 4). Turner et al. (2011), demonstraram que o
Sry é expresso em varios tecidos de mamiferos (Tabela 1).

No entanto, ainda ndo existem estudos fisiolégicos que comprovem

esta atividade do Sryhumano.
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Figura 4. Modelo apresentando a proteina Sry humana e de rato ligada ao DNA. Vermelho - alta
mobilidade caixa de grupo (HMG); azul - dominio dobradi¢a; verde - dominio ponte; amarelo - NH2
terminal, rosa - COOH terminal; e cinza - DNA. Ambos os terminais NH2 e COOH s&o clivadas
pela simplicidade, mas sao rotulados para o comprimento total. Uma hélice no dominio ponte
(verde) foi previsto no Sry de rato (direito), mas nao é visualizado no Sry humano (a esquerda).
Turner et al. (2011).
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Tabela 1. Expressao de Sry em tecidos de mamiferos e formas de deteccao.

Tissue Source (A, F) Detection Method
Adrenal gland rat (A) real-time RT-PCR, gel-based
human (F) gel-based RT-PCR
Brain
Amygdala rat (A) real-time RT-PCR
Brain human (F) gel-based RT-PCR
Brainstem rat (A) real-time RT-PCR
Cerebral cortex rat (A) gel-based and real-time RT-PCR
Cortex rat (A) in situ hybridization
Cortex mouse (A) gel-based RT-PCR
Diencephalon mouse (A) gel-based RT-PCR
Hypothalamus rat (A) real-time RT-PCR
Locus coeruleous rat (A) gel-based PCR
Medial mammilary bodies rat (A) in situ hybridization
Midbrain mouse (A) gel-based RT-PCR
Substantia nigra- rat (A) gel-based PCR
Substantia nigra rat (A) in situ hybridization (ISH)
Substantia nigra rat (A) immunohistochemisty (protein)
Ventral tegmental area rat (A) gel-based PCR
Celiac ganglion rat (A) real-time RT-PCR
Cultured cells
Neonatal astrocytes rat real-time RT-PCR
Hep G2 human gel-based RT-PCR
NTERA-2 ¢l.D1 gel-based PCR
Heart
Aorta rat (A) real-time RT-PCR
Atrium rat (A) real-time RT-PCR
Heart human (A) gel-based RT-PCR
Heart human (F) gel-based RT-PCR
Ventricle rat (A) real-time RT-PCR
Kidney rat (A) real-time RT-PCR
human (A) gel-based RT-PCR
Liver rat (A) real-time RT-PCR
human (A) gel-based RT-PCR
human (F) gel-based RT-PCR
Pancreas human (F) gel-based RT-PCR
Skeletal muscle rat (A) real-time RT-PCR
Small intestine human (F) gel-based RT-PCR
Spleen human (F) gel-based RT-PCR
Superior cervical ganglia rat (A) real-time RT-PCR
Thymus human (F) gel-based RT-PCR
Testis rat (A) real-time RT-PCR
bovine (A) Northern blot
mouse (A) Northern blot, gel-based RT-PCR
mouse (A) Northern; nuclease protection; ISH
human (A) Northern blot
human (A) Northern; gel-based PCR
Gonadal ridge mouse (F) Northern; ISH; gel-based RT-PCR
Preimplantation embryo mouse (F) Gel-based RT-PCR
Male embryo porcine (F) Gel-based RT-PCR
Preimplantation embryo human (F) Gel-based RT-PCR

Fonte: Adaptado de Turner et al. (2011).
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2 JUSTIFICATIVA

O loécus Sry, localizado no cromossomo Y, € evolutivamente
conservado nos mamiferos e codifica a proteina Sry que € um fator de transcri¢ao
responsavel pela formagdo gonadal e determinagcdo sexual masculina durante o
desenvolvimento embrionario (KOOPMAN, 1992; BERTA et al., 1990).

Estudos realizados em ratos nas ultimas duas décadas também tém
demonstrado a participagdo do Sry na regulagao da pressdo sanguinea (ELY e
TURNER, 1990; TURNER et al., 2009; ELY et al., 2011; ELY et al., 2007; ELY et
al., 2009)

Turner et al. (2007), identificaram diferentes loci de Sry em
Rafttus novergicus, com diferentes fungées como: diferenciacdo sexual masculina
e participagdo na regulacdo da pressao arterial. A partir da técnica de
eletroporagao observou-se que o loci Sry7 participa do aumento da pressao
arterial, aumentando os indices da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS)
a partir do aumento da expressao de tirosina hidroxilase (TH) (ELY et al., 2007;
ELY et al, 2009; MILSTED et al.,, 2004; CAPLEA et al., 2002); e também
observou-se a partir do emprego do gene repérter da luciferase que o loci Sry3
aumenta a reabsorcdo de sbédio e a expressdao de alguns genes da via
vasoconstritora do sistema renina angiotensina (SRA) como: angiotensinogénio,

ECA e renina, sem alterar a atividade do SNS (JIN et al., 2007; ELY et al., 2011).
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Prokop et al. (2012), relataram que a regulacdo da presséo arterial
mediada pelo Sry em humanos, pode ser parecido com o ja elucidado em ratos,
visto que ambas proteinas parecem funcionar de forma semelhante; e que a
proteina Sry humana (Sryh) comporta-se de forma semelhante as proteinas Sry1
e Sry3 de rato na regulagédo dos promotores do RAS.

Contudo, sdo necessarios mais estudos sobre a fisiologia do Sryh na
regulagdo da pressao arterial e interagdo com o SRA; assim como elucidar as

funcdes do Sry3 em outra linhagem de Rattus novergicus.
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3 OBJETIVOS

Analisar o papel do gene Sry humano na regulagao da pressao arterial
e no sistema renina angiotensina de ratos das linhagens Sprangue Dawley (SD);
e avaliar em cultivo primario de cardiomidcitos de ratos neonatos SD e Wistar sua

interagdo com o sistema renina angiotensina.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar o comportamento da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca apos transfeccao de Sry3 e Sryh em ratos SD, através da técnica de
telemetria.

o Investigar, por PCR em tempo real, alteracbes na expressao dos
genes do SRA: angiofensinogénio, renina, receptor Mas, receptor AT1, receptor
ATZ2, ECA e ECAZ, apbs a transfecgdo com plasmideos contendo os genes Sry3
(PSry3) e Sryh (PSryh), em cultivo de cardiomidcitos.

o Avaliar a expressao de tirosina hidroxilase, pela técnica de PCR em
tempo real apos a transfecgao com PSry3 e P Sryh, em cultivo de cardiomidcitos.

o Avaliar pela técnica de siRNA a influéncia da inibicdo do mRNA de
Sry na expressao do receptor Mas; e a influéncia da inibicio do mRNA do
receptor Mas na expressao do Sry, em cultivo de cardiomidcitos.

o Analisar os padrdes da influéncia do siMas e do siSry sobre a via
das MAPK quinases: ERK 1/2, JNK e p38, em cultivo de cardiomidcitos.
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o Verificar através de citometria de fluxo e imunofluorescéncia em
cultivo celular, o tamanho e a granulosidade; e a area dos cardiomidcitos,
respectivamente, apds transfeccdo com plasmideo contendo os genes Sryh e

Sry3.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o
numero: 44/2011.

Para avaliagao do papel do Sryh com a regulagao da presséao arterial e
com os genes do SRA, foram utilizados ratos das linhagens SD e Wistar,
fornecidos pelo biotério do Laboratério de Hipertensdo do ICB-UFMG e pelo
Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB-UFMG, respectivamente.

Os experimentos foram divididos em duas fases: [1] anadlise da
regulagdo da pressao arterial em ratos SD pela interagcdo do Sry3 e Sryh e
comparacao das técnicas de eletroporacao renal (Ely et al. 2007) e nanotubos de
carbono de paredes multiplas (NTCPM) para a liberagcédo de plasmideos contendo
0s genes Sry3 e Sryh em ratos SD (YANG et al., 2007); [2] analise da interacéo
do Sryh com os genes da SRA em cardiomiocitos de ratos SD e Wistar neonatos
(trés dias de vida).

Para a primeira fase deste trabalho, foram utilizados 20 ratos SD
machos com 12 semanas de idade. O delineamento experimental desta fase
consistiu em: [1] avaliar se o Sry3também aumenta a pressao arterial de ratos SD

conforme demonstrado por Ely et al. (2011) em ratos Wistar Kyoto; [2] avaliar se o
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Sryh também eleva a pressao arterial dos ratos SD; [3] comparar as técnicas de
eletroporagao renal de acordo com Ely et al. (2007) (n=9) e transfec¢ao utilizando
nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPM) (n=9) para a liberagcao dos
plasmideos contendo os genes Sry3 (Sry3/pcDNA3.1(-)), Sryh (Sryh/pcDNA3.1(-
)) e controle (pcDNA3.1(-)), produzidos na Universidade de Akron, USA (ELY et
al., 2009; ELY et al., 2011); [4] avaliar a efetividade da transfecgdo dos NTCPM
(n=2) utilizando as técnicas de microscopia de luz e de transmissao; e [5] avaliar
em cardiomiocitos de ratos SD neonatos (n=16) (trés dias de vida) a interagao do
Sryh com o SRA.

Na segunda fase foi avaliado em cultivo de cardiomiocitos de ratos
Wistar neonatos (trés dias de vida) (n=72), a interagcao do Sryh e Sry3 com: o

SRA, os efeitos cronotrépicos e morfolégicos cardiacos.
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4.2 AVALIACAO DO SRY3 E SRYHNA REGULAGAO DA PRESSAO ARTERIAL

E NA INTERAGAO COM O SRA DE RATOS SD

4.2.1 Implante de pobre de telemetria

Para registro simultdneo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca
foram implantados probes de telemetria (DSI modelo PA-C40, Arden Hills, MN) na
aorta abdominal dos animais (n=18). A porgcao sensorial foi fixada a parede
abdominal interna da cavidade peritoneal, segundo especificagcdo do produtor
(DSI Systems). Os animais foram deixados em recuperagao por um periodo de 10
dias até o inicio dos procedimentos experimentais.

Apds este periodo iniciou-se o registro continuo da pressao arterial
através de uma placa de conversdo analogico/digital em sinais, enviados a uma

placa de aquisicao de dados da DSI systems conectada a um computador.

4.2.2 Eletroporagao dos plasmideos Sry3e Sryh

Nove animais com os probes inseridos foram submetidos a

eletroporagao dos plasmideos contendo os genes para o Sry3 (PSry3) de rato e o

Sry humano (P Sryh).
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A técnica de eletroporacgao foi realizada de acordo com Ely et al. (2007)
e foram utilizados os clones: Sry3/pcDNA3.1(-)) (n=3); (Sryh/pcDNA3.1(-)) (n=3);
(pcDNAS3.1(-)) (n=3).

A pressao arterial dos animais foi medida simultaneamente por
telemetria durante um periodo de 21 dias e os dados foram plotados diariamente.

Os resultados foram avaliados a cada 24 horas e considerou-se a

pressao sistolica.

4.2.3 Transfecgao dos plasmideos Sry3e Sryh utilizando NTCPM

Para realizacdo da transfeccdo dos clones utilizou-se nove animais
com os probes implantados.

Os NTCPM conforme descrito por Ladeira et al. (2010), foram
funcionalizados a partir da sonicagcdo em ultrassom (Ultracelaner 800, Unique,
Brasil) por 3 horas e em seguida foram sonicados novamente por 30 minutos com
os respectivos clones.

Em seguida, canulou-se a carétida externa esquerda dos animais e
administrou-se os clones funcionalizados com os NTCPM. Para cada animal
foram utilizadas as seguintes concentrag¢des: [1] 100 ug/ml de NTCPM + 50 ug de
Sry3 (Sry3/pcDNA3.1(-)) (n=3); [2] 100 pg/ml de NTCPM + 50 ug de Sryh
(Sryh/pcDNA3.1(-)) (n=3); e [3] 100 pg/ml de NTCPM + 50 ug de vetor controle
(pcDNA3.1(-)) (n=3).
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Em seguida, a pressao arterial dos animais foi aferida simultaneamente
por telemetria durante um periodo de 21 dias e os dados foram plotados

diariamente.

4.2.3.1 Andlise da efetividade da transfecgéo

Para avaliar a efetividade da transfeccao, foram utilizados dois animais:
um transfectado com NTCPM funcionalizado com Sry3 e um nao transfectados
como controle.

Apods duas horas da transfecgao, fragmentos de rim, coragao e cérobro
dos dois ratos foram coletados e fixados por imersdo em solugéo de glutaraldeido
a 5% em tampéao fosfato a 0,05M, pH 7,2, por 24 horas, a 4°C.

Apoés este periodo, as amostras foram lavadas por trés vezes (1 hora
cada) com tampéao fosfato a 0,05M e pH 7,2, e armazenadas a 4°C. Para
microscopia de luz, os fragmentos foram desidratados em série crescente de
alcodis, infiltrados em parafina para posterior incluséo.

Posteriormente foram obtidos cortes histologicos de 5 um de
espessura, no microtomo Reichert Jung (mod. 1140 / Autocut) e corados pelo
método de Feulgen. Apds a visualizacdo de material genético extranuclear, foi
realizada microscopia eletronica de transmissdo de acordo com Chiarini-Garcia e

Meistrich (2008).
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4.2.4 Transfecgao em cultivo primario de cardiomiécitos de ratos SD neonatos

As culturas primarias de cardiomiécitos foram obtidas a partir de
coracoes de ratos SD neonatos machos com até 72 horas de vida.

Para isso, os ratos foram decapitados em fluxo laminar, o térax foi
exposto e os coragdoes removidos para uma placa de Petri contendo PBS 1X. A
regiao ventricular dos coragdes foi separada da atrial e os ventriculos cortados em
porcdes menores de aproximadamente 2 mm?,

Em seguida, os ventriculos foram digeridos enzimaticamente em
solugdo contendo 0,2mg/mL de colagnase tipo Il e 0,6 mg/mL de pancreatina
diluidos em PBS 1X a 37°C sob agitacao por 15 minutos.

Este passo foi repetido 3 vezes sendo que a cada digestdo o
sobrenadante foi recolhido para um tubo Falcon® contendo 3 mL de soro fetal
bovino.

Apods as digestdes, os tubos foram centrifugados a 1000 RPM por 5
min, o sobrenadante descartado e o pellet de cada tubo ressupendido em 5 mL de
meio de cultivo DMEM-F12 (Gibco, Estados Unidos) suplementado com 10% de
soro de cavalo (Sigma-Aldrich, USA ) 5% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-
Aldrich, USA), 0,1 % de 5-Bromo-2"-Deoxyuridine (BrdU) a 10->M (Sigma-Aldrich,
USA) e 1% de penicilina 10.000UlI e streptomicina 10mg/ml (Sigma-Aldrich, USA).

Uma nova centrifugacao foi feita, as células foram ressuspendidas em
novo meio de cultivo e plagueadas em garrafas de cultivo, as quais foram
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mantidas em estufa incubadora a 37°C, 5% de CO2 por uma hora para aderéncia
preferencial de fibroblastos. Em seguida, as células foram replaqueadas em
novas garrafas e apos 48 horas os cardiomidcitos apresentaram contratilidade
caracteristica deste tipo celular.

As células foram utilizadas para experimentos apdés 120 horas de
incubacao em estufa 5% de CO2 a 37°C. Cada grupo experimental foi mantido em
garrafas de cultura de 25 cm? com cerca de 70% de confluéncia e mantidas em 4
ml de meio DMEM-F12 (Gibco, Estados Unidos) suplementado.

Foram utilizados trés grupos: vetor controle (pcDNA3.1(-))5 (n=5) ,Sry3
(Sry3/pcDNA3.1(-))5 (n=5) e Sryh (Sryh/pcDNA3.1(-))5 (n=5). Para analise da
viabilidade celular, foi realizado o teste resazurina (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-
one 10-oxide) em células transfectadas com NTCPM, plasmidios e NTCPM +
plasmidios.

Em seguida, as células de cada n do grupo foram transfectadas com 50
ng do clone contendo o gene complexados a 0,0250 mg ml-' NTCPM de acordo
com Ladeira et al. (2010).

Aproximadamente 48 horas apds a transfeccdo, coletaram-se as
amostras para analise da expressao dos genes: Sry, renina, angiotensinogénio,
ECA, ECAZ, MAS, AT7 e ATZ2. Nas células tratadas como o Sryh também foi
avaliado a expressao do gene para tirosina hidroxilase (TH) (Tabela 1) para

confirmar se o Sryh também possui similaridade com o Sry7 do rato.
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4.2.4.1 Extragdo de RNA e analise da expressio génica

Para a extragdo de RNA total utilizou-se o reagente Trizol® (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA-USA) seguindo o protocolo do fabricante.

O RNA total foi quantificado em NanoVue Plus Spectrophotometer (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA), utilizando-se 2 pl de cada amostra.

Todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNase (TURBO
DNA-free kit, Ambion Inc., Foster, California, USA), e requantificadas.

A reacao de transcrigao reversa (RT) foi feita a partir de 733 ng de RNA
total em 20,4 pL de volume final de reacdo, utilizando-se oligonucleotideos
iniciadores especificos (Tabela 1) para RT dos transcritos alvos.

O RNA total foi inicialmente desnaturado a 70°C por 10 minutos
juntamente com os iniciadores reversos (10 pmols cada). Em seguida incubados
com MMLV Reverse Transcriptase em tampao (KCI 50 mM, Tris-HCI 20 mM, pH
8,4), 2 uL de dNTP mix (10 mM de cada) e agua livre de RNase para completar o
volume final. A reacéo foi incubada a 45°C por 1 hora, finalizada a 4°C e utilizada
imediatamente para a PCR. Todos os reagentes foram provenientes da
Invitrogen™ (Life Technologies, Carlsbad, CA-USA).

As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas a reacao
em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real realizada no equipamento de

Sistema de PCR em tempo real ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied
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Biosystens, USA), utilizando-se SYBR Green PCR Master Mix Kit (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA).

As amostras foram aplicadas em placas de 384 pocgos (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), em ftriplicata, em um volume final de reacao
de 10 uyL. Em cada poco foram pipetados 0,8 yL de amostra, e adicionado
posteriormente 9,8 uL do Mix contendo 15 pL do SYBR Green PCR Master Mix
Kit, 0,06 puL de cada iniciador (senso e anti-senso — Tabela 1) (10 pmols) e 4,08
ML de agua estéril filtrada . A placa foi selada com adesivo 6ptico (ABlI PRISM®
Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

As reagoes de PCR em tempo real ocorreram no seguinte ciclo termal:
[estagio 1] um ciclo de 52°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio
3] 40 ciclos de 95°C/0,15 min. e 50°C/1 min. Ao término da ciclagem foi realizada
a curva de melting a 60°C por 1 minuto, para a construgcdo da curva de
dissociagao, que tem por objetivo determinar da especificidade dos fragmentos

amplificados.
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Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na sintese e amplificagdo do

cDNA.
Oligonucleotideo Senso Anti-senso
Sry 5GCGCCCCATGAATGCAT3 5TGGGATTCTGTTGAGCCAACT3
Renina 5CCACCTTCATCCGCAAGTTCY 5TGCGATTGTTATGCCGGTC3’
ECA 5CTCTGCTAAGCAACATGAGC3’ 5TGTTGGTGAGCTCTGGGTC3
ECA2 5CAAAGTTCACTTGCTTCTTGGY 5TCATAAAAGGCAGACCATTTGG3’

Angiotensinogénio

5GACGTGACCCTGAGCAGTCC3’

5TGAGTCCCGCTCGTAGATGG3’

Mas 5’CCGAGAGGAGAGATGCTCATG3 | 5CCCACCCATTCCCATAGTGC3

At1 5ATGGCTGGCATTTTGTCTGGS 5GTTGAGTTGGTCTCAGACAC3’

At2 5’ACTGGCACCAATGAGTCCG3Z 5CTTATCTGCCGGTTTGTGTGAGS
TH 5TCCCAGGACATTGGACTTGC3’ 5’ACCAGTACACCGTGGAGAGT?3’
526 5CGTGCTTCCCAAGCTCTATGT3 | 5CGATTCCTGACAACCTTGCTATGS.
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4.3 INTERAGAO DOS GENES SRY3 E SRYH E O SRA EM CULTIVO PRIMARIO
DE CARDIOMIOCITOS DE RATOS WISTAR NEONATOS E ANALISE

MORFOFUNCIONAL POS TRANSFECGCAO E INIBICAO DO SRY

4.3.1 Transfecgdo, extracdo de RNA e andlise da expressdo génica em cultivo

primario de cardiomidcitos de ratos Wistar neonatos

Foram utilizados 72 animais e os procedimentos para o cultivo dos
cardiomidcitos; e extracdo do RNA total e analise da expressao génica foram

realizados de acordo com os topicos: 4.2.4, 4.2.4.1, respectivamente.

4.3.2 Efeito inibitério do siSry e siMAS

Para os estudos de siRNA, potenciais sitios alvo dentro do gene Sry
(NCBI: NM_012772.1) e do receptor Mas (NCBIl: NM_012757.2) do Raftus
Novergicus, foram selecionados.

Posteriormente, avaliou-se a especificidade de cada gene no NCBI
Blast, sendo que os oligonucleotideos desenhados para o gene Sry possui
homologia para todos os /oc/do locus Sry de Rattus Novergicos.

Para a sintese dos siRNAs utilizou-se o kit Silencer® Select siRNAs
(Ambion Inc., Austin, TX), utilizando os seguintes oligonucleotideos: Sry senso
5AAGTGCCACAGAGGAGTTATACCTGTCTC3,, Sry anti senso
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5 AATATAACTCCTCTGTGGCACCCTGTCTC3, Mas senso 5
AAGCCATGAATACCTCCAGCACCTGTCTC e Mas anti senso 5
AATGCTGGAGGTATTCATGGCCCTGTCTC3'.

Em seguida, os siRNAs sintetizados foram transfectados em cultivo de
cardiomiécitos, conforme descrito por Ladeira et al. (2010), sendo,
resumidamente, 100 nM de siRNA funcionalizados com 0,025mg/mL de NTCPM.

Apos o silenciamento, foi avaliada pela técnica de PCR em tempo real
a expressao dos genes Sry e do receptor Mas, e também foi avaliada a partir do

Western blot a expressao das proteinas do receptor MAS, ERK 1-2, p38 e JNK.

4.3.2 Extragao de proteinas e expressao proteica

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influéncia da
inibicdo dos genes Mas e Sry, e superexpressao do Sry na regulagdo das vias
das MAP quinases: ERK 1/2, JNK e p38, bem como verificar a participacdo do
receptor Mas na regulagao destas vias e possivel interagcdo com o Sry.

Para isso, foram utilizados cardiomocitos isolados de ratos neonatos
Wistar transfectados com siMAS, siSry, P Sryh e P Sry3, conforme descrito no item
424,

Apos o periodo de transfeccdo (48 horas) as células foram lavadas
com solucao tampao fosfato-salino (PBS) 1x e lisadas com tapao de lise contendo
1% Triton X-100, 50mM de pirofosfato de Na, 50mM de NaF, 5mM de NaCl, 5mM
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de Naz EDTA, 5mM de EGTA, 10mM de Hepes, 40ul/ml de NasVOs, além de uma
pastilha contendo um coquetel de inibidores de protease (Roche, Estados
Unidos).

O material extraido foi lisado ainda por ultrassom e centrifugado a
14000 RPM, 4°C por 15 minutos a fim de descartar todo o debri celular. O
sobrenadante foi recolhido para outro tubo.

A concentracao proteica das amostras foi determinada por leitura em
espectrofotbmetro, em ftriplicatas e por comparagcdao com curva de solucao de
albumina em concentragdes conhecidas, através do meétodo de Breadford
(Bradford, 1976).

Preparou-se aliquotas contendo o volume necessario para uma carga
de 50 ug de proteina total de cardiomidcitos. Para isso, foi adicionado o tampao
de amostra Lammeli 5X (4 mL de Tris-HCI 1,5M pH 6.8, 10 mL de glicerol, 5 mL
de B-mercaptoetanol, 2 g de SDS, 1mL de 1% azul de bromofenol) e todas as
aliquotas foram padronizadas para um volume final de 15 pL completando o
volume de cada uma com agua Milli-Q, quando necessario. Depois de
preparadas, as amostras foram aquecidas a 95°C durante 5 minutos. Protocolo
semelhante foi feito utilizando testiculo de rato Wistar como controle positivo para
o receptor Mas. Neste caso, a quantidade de proteina total da amostra foi de 30
Hg.

As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 4% (0,5
M Tris HCI pH:6,8, acrilamida 40%, SDS 10%, APS e Temed) e 12% (1,5 M Tris
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HCI pH: 8.8, acrilamida 40%, SDS 10%, APS 10% e Temed) previamente imersos
em tampao de eletroforese (25mM de Tris HCI ,190 mM de glicina e 0,1% de
SDS) e submetidas a uma corrente constante de 150V por aproximadamente 1,5
hora para separagao proteica por peso molecular.

Em seguida, foi feita a transferéncia das proteinas para uma membrana
de nitrocelulose por meio de nova eletroforese. Para isso, o gel, a membrana e o
papel Whatman foram montados de forma sobreposta em uma solugcado tampao de
transferéncia (Tris 25mM, glicina 190mM e Metanol 20%), a qual foi mantida em
aproximadamente 4°C durante todo processo com corrente constante de 100V
por 1,5 horas.

Ao final da transferéncia, as membranas foram coradas com solucio
Ponceau para verificagdo da eficiéncia da transferéncia. A solugado Ponceau foi
removida das membranas com solugdo TBS-T (Tris HCI 10 mM, NaCl 100mM e
Tween 20 a 0,1%, pH 7,6), e posteriormente foram incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente com solu¢do de bloqueio - leite desnatado 5% em TBS-T
para evitar ligagdes inespecificas com reativos nao imunoldgicos.

Em seguida, as membranas foram incubadas overnight a 4°C, sob
agitacdo, em TBS-T adicionado dos seguintes anticorpos primarios: Mas
(produzido pelo Laboratério de Hipertensdao da UFMG utilizando camundongos
nocaute para a proteina Mas - diluicdo 1:500), p-Erk1/2 (Cell signalling, Boston,
Estados Unidos - diluicdo 1:500), Erk (Cell signalling, Boston, Estados Unidos -
diluicdo 1:1000), p-P38 (Cell signalling, Boston, Estados Unidos — diluicao 1:550),
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P38 (Cell signalling, Boston, Estados Unidos — diluicdo: 1:1000) p-JNK (Cell
signalling, Boston, Estados Unidos — diluigdo: 1:1000) e GAPDH (Sigma, Estados
Unidos - diluicdo 1:2000).

Depois disso, as membranas foram lavadas trés vezes com solugao
TBS-T a cada 10 minutos, para remogao do excesso de anticorpo primario e
possivel ligagao inespecifica. Posteriormente, as membranas foram incubadas por
1 hora em temperatura ambiente com anticorpo secundario fluorescente (Li-cor,
Estados Unidos - diluicdo 1:10.000), imunoglobulina IgG anti-camundongo ou
anti-coelho, de acordo com as especificagdes do animal onde foi produzido o
anticorpo primario.

A deteccao das proteinas foi realizada por um sistema de scanner de
fluorescéncia (Odyssey — Li-cor, Estados Unidos) de acordo com o comprimento
de onda do anticorpo secundario, por meio do software Odyssey. A intensidade
de fluorescéncia foi quantificada por densitometria (software Odyssey) e
normalizada pelo controle endégeno GAPDH ou também pela proteina total no

caso de proteina fosforilada.
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4.3.3 Analise da frequéncia de batimentos e morfologia dos cardiomiécitos apés o

tratamento

4.3.3.1 — Analise da frequéncia de batimentos dos cardiomiécitos

Ap6s 48 horas do plagueamento do cultivo celular, os cardiomiocitos
apresentaram contratilidade caracteristica deste tipo celular e foi realizado a
transfecgdo com siSry. Quarenta e oito horas apds o tratamento foi realizada a
contagem do numero de batimentos por minuto dessas células.

Para isso, seis grupos de cardiomiocitos foram definidos
aleatoriamente em garrafas de cultivo de 25 cm? para cada grupo de tratamento.
Para contagem, utilizou-se microscopio invertido composto por uma platina
aquecida, a qual foi mantida a 37°C durante todo o experimento.

O numero de contragbes de cada grupo de cardiomiécitos foi
determinado durante 15 segundos. Utilizou-se 5 garrafas para cada grupo
experimental, obtendo-se ao final, 30 grupos de cardiomiocitos por tratamento
realizado. Os dados foram analisados multiplicando-se por quatro o numero de
contracdo de cada grupo de células para ter a frequéncia de batimento por

minuto.

74



4.3.3.2 Analise morfolégica dos cardiomidcitos apds o tratamento

4.3.3.2.1 Citometria de fluxo

Para a analise celular, verificou-se incialmente a alteragdo de tamanho,
granulosidade e auto fluorescéncia das células transfectadas com P Sryh e PSry3,
a partir da técnica de citometria de fluxo.

Como controle foram utilizadas células transfectadas com plasmideo
controle. Apds 48 horas da transfeccao, as células que foram tripsinizadas e a
suspensao celular foi lavada uma vez com solugao salina 0,9% e centrifugada a
3000 rpm por 5 minutos.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas
em paraformaldeido 2% por 15 minutos, centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos,
lavadas com solugao salina 0,9% e novamente centrifugadas. Posteriormente as
analises foram realizadas no citbmetro de fluxo (FACSCalibur BD, E.U.A.). As
analises foram realizadas em graficos pontuais (‘dot blot”). Debris froam
eliminados por “gate”.

As aquisi¢des foram realizadas obtendo os valores de FSC-H e SSC-H
para medidas do tamanho e granulosidade, respectivamente, de 10.000
cardiomiécitos. As analises estatisticas e de histogramas foram realizadas no

programa FlowdJo (Three Star, Inc.).
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4.3.3.2.2 Analise histolégica

A analise da area dos cardiomiécitos foi realizada de acordo com
Araujo (2011), com algumas modificagcbes. Resumidamente: utilizou-se
aproximadamente 2,4 x 105 células por mL. Entdo, distribuiram-se 2 mL do meio
contendo as células, em laminulas previamente autoclavadas.

Realizou-se a transfecgdo do PSryh, PSry3 e controle, conforme
descrito no topico 4.2.4, e apds 48 horas, as laminulas foram transferidas para
laminas e coradas pela técnica de hematoxilina-eosina.

Posteriormente as laminas foram fotografadas no aumento de 40 vezes
por uma microcamera Olympus e transferidas para um analisador (Image Pro
Plus, versao 6). Em seguida, as células tiveram sua area medida e calculada pelo
programa Image J. Foram analisadas 10 laminas e foram contadas 10 células por

lamina.

4.3.3.2.3 Método Imunofluorescéncia

Para confirmagdo dos dados obtidos no item anterior, utilizou-se a
técnica de imunofluorescéncia.

Os cardiomiocitos foram plaqueados em laminulas de vidro pré-
tratadas com poli-L-lisina (Sigma, Estados Unidos) e mantidas a 37°C em estufa

incubadora de CO2 a 5%.
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Apos 48 horas, as células foram transfectadas com nanotubos
contendo siMas, siSry e plasmideos: controle, Sryh e Sry3, e o meio de cultivo foi
substituido no dia seguinte. Apds 48 horas da transfeccéo, as células tiveram o
meio de cultivo completamente removido, foram lavadas com PBS1X e entao
fixadas em formaldeido 4% diluido em PBS 1X por 15 minutos.

Em seguida, as células foram permeabilizadas com solugéo Triton X-
100 0,5 % em PBS 1X durante 10 minutos e mantidas em solugao de bloqueio
contendo albumina de soro bovino (BSA) 4% em PBS 1X por 1 hora. Apds o
bloqueio, as laminulas forma incubadas com faloidina, um composto que se liga a
actina F, conjugada com o fluoréforo alexafluor488 (Invitrogen, Estados Unidos —
diuluicdo 1:80) diluida em PBS 1X contendo BSA 1%. Para isso, as laminulas
foram mantidas em temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, as laminulas
foram lavadas trés vezes com PBS 1X. Selou-se, entdo, cada uma em laminas
com Vectashield (Vector Laboratories, Estados Unidos) contendo 4’',6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI), um ligante especifico de DNA.

As laminas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia (Zeiss,
Axio Vision), equipado com lente objetiva com capacidade de aumento de 40x. A
quantificacdo da fluorescéncia foi feita através do software Zen (Zeiss,
Alemanha).

Para cada grupo de tratamento foram analisadas pelo menos 30

células. Cada cardiomidcito foi analisado individualmente e sua area determinada.
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4.3.4 Analise estatistica

Para analise dos dados de PCR em tempo real, o Teste t ndo pareado
foi utilizado para avaliar a expressdo dos transcritos dos genes alvos. Os
resultados expressos foram normalizados pelo ACT do gene alvo — ACT do
normalizador (s26) e a expressdo génica relativa foi calculada pela férmula 2-
AACT (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). One-way ANOVA com poés teste Newman
Keuls foi utilizado para avaliar os grupos.

Utilizou-se para analise dos dados pressoricos e frequéncia cardiaca
obtidos por telemetria; frequéncia cardiaca em cardiomiécitos; analise dos dados
obtidos no Western blot; e analise de hipertrofia dos cardiomiécitos, o teste One-
way ANOVA com pos teste Newman Keuls.

Os resultados foram considerados estatisticamente significantes

quando p foi menor que 0,05 (p< 0,05).
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RESULTADOS




5 RESULTADOS

5.1 AVALIAGAO DO SRY3E SRYH NA REGULAGAO DA PRESSAO ARTERIAL

E NA INTERAGAO COM O SRA DE RATOS SD

5.1.1 Analise da efetividade da transfecgéo in vivo

A partir dos resultados obtidos na microscopia de luz e eletrénica, foi
possivel verificar a efetividade da transfecc¢ao utilizando os NTCPM (Figuras 5, 6,
7,8,9¢e10).

Na microscopia de luz observou-se material extracromossémico no
citoplasma das células dos tubulos contorcidos proximais, indicando a efetividade
da transfeccéo (Figura 5).

E a microscopia eletrénica de transmissdo permitiu a visualizacdo de
grumos de nanotubos de carbonos sendo endocitados pelo endotélio dos
capilares glomerulares (Figura 6), dentro das células epiteliais da coronaria

(Figura 8) e do cérebro (Figura 9 e 10).
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Figura 5. Microscopia de luz do rim de ratos SD corados por técnica citoquimica especifica para
DNA (reagéo de Feulgen), ap6s inoculagdo dos NTCPM complexados com clones Sry. A. Corte de
menor aumento apresentando o parénquima renal. B. Detalhes do paréquima renal (glomérulo). C
e D. As setas brancas indicam presenga de DNA extra cromossdmico no citoplasma das células
dos tubulos contorcidos proximais. A. Aumento 10X. B. Aumento 40X. C e D. Aumento 100X.
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Figura 6. Eletromicrografia eletrOnica apresentando endocitose de grumos de NTCPM no

endotélios dos capilares glomerulares.
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200 nm

Figura 7. Eletromicrografias das células endoteliais do capilar glomerular. A. Apresentando
pequenos grumos de NTCPM (setas vermelhas) no citoplasma. B. Eletromicrografia de maior
aumento de A, as setas indicam os grumos de NTCPM. C. Maior aumento de B, apresentando os
grumos de NTCPM dispersos no citoplasma e aderidos a membrana externa nuclear das células

endoteliais dos vasos glomerulares.
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Figura 8. Eletromicrografia de tecido muscular e vascular cardiaco. Em A eletromicrografia de
tecido muscular cardiaco. Seta branca indica vaso coronariano. A letra B, evidencia detalhes das

células epiteliais da borda do vaso coronariano. As setas vermelhas apresentam grumos de
NTCPM.
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Figura 9. A microscopia eletrOnica de transmissao de cérebro de rato, apresentando unidade
neurovascular. (A) com célula endotelial (E) e lume do vaso (L). Este complexo inclui células
endoteliais dos microvasos (E), com sua respectiva lamina basal (seta preta) em (B). As setas

brancas em (B) apresentam grumos de (NTCPM).
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Figura 10. A microscopia eletrénica de transmissao de cérebro de rato, apresentando detalhes do
nucleo (N) da célula endotelial da unidade neurovascular e lume do vaso (L). As setas pretas
apresentam lamina basal. As setas brancas apresentam grumos de (NTCPM) dentro do lume e no

citoplasma da célula endotelial.
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5.1.2 Eletroporacgao e transfecgdo de PSry3e PSryh

Apods a eletroporacgao (dia trés) observou-se um aumento significativo
da pressao arterial, mantendo-se até o 13° dia (Figura 11), tanto para o PSry3
(130,89 mmHg = 1.295 (Média + Erro padrdao da média, respectivamente)), quanto
para o PSryh (132,87 mmHg = 1.365),quando comparado ao grupo controle
(119,56 mmHg % 0.5427). No 14° dia a pressao dos animais voltou ao valor basal.

Apods a transfeccao (terceiro dia) de NTCM complexados com clones
de Sry3 e Sryh, também observou-se um aumento significativo na presséo e
frequéncia cardiaca dos animais transfectados P Sry3 (144,17 mmHg = 2.801) e
PSryh (133,87 mmHg + 1.610), quando comparados aos animais controle (115,99
mmHg + 0.9550) (Figura 12 e 13). A pressao dos animais voltou ao valor basal no
12° dia.

Nao houve diferenga significativa entre o aumento da pressao arterial
obtido entre as duas técnicas utilizadas para liberagcédo dos clones.

A partir destes dados foi possivel verificar que o Sry participa da

regulagao da pressao arterial e também possui um efeito cronotrépico positivo.
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Figura 11. Pressao sistdlica dos ratos SD apods eletroporagao com clones de Sry3, hSry e vetor

controle. *vs controle, "Sry3 (p<0,05).
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Figura 12. Pressao sistolica dos ratos SD apds inoculagao de NTCPM complexados com clones

de Sry3, hSry e vetor controle. *vs controle, “Sry3 (p<0,05).
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Figura 13. Analise da frequéncia cardiaca em ratos SD apo6s transfecgao de P Sry3 e PSryh com
NTCPM. *vs controle (p<0,05).
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5.1.3 Analise da efetividade da transfec¢ao in vifro

Ao avaliar a viabilidade celular,

plasmideos e associagao dos dois, ndo apresentaram toxicidade (Figura 14).
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Figura 14. Analise da citotoxidade dos NTCPM, do plasmideo contendo o gene Sryh e dos

NTCPM complexados ao plasmideo contendo o gene Sryh, transfectados em cultivo primario de

cardiomidcitos de ratos SD.
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Pela técnica de PCR em tempo real confirmou-se a efetividade da

transfecgao dos clones para Sry3e Sryh (Figuras 15 e 16).
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Figura 15. Analise da expressao de Sry em cultivo de cardiomiécitos de ratos SD apds transfecgao
de Sry3. *vs controle (p<0,05).
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Figura 16. Analise da expressao de Sry em cultivo primario de cardiomidcitos de ratos SD apods

transfecgao de Sryh funcionalizados com NTCPM. *vs controle (p<0,05).
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5.1.4 Interagdo com os genes do SRA e TH

Ao avaliar a expressdo dos genes da via vasoconstritora do SRA em
cultivo de cardiomidcitos, apos a transfecgdo com Sryh observou-se um aumento
significativo da expressao dos genes: renina (p= 0,0059) e ECA (p=0,0380); e ao
avaliar a expressao apdés transfeccao de Sry3, também observou-se um aumento
significativo da expressdao de renina (p= 0,0014), ECA (p= 0,0033) e
angiotensinogénio (p= 0,0004); ndo foram encontradas alteragdes significativas na

expressao do receptor AT1(Figura 17).
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Figura 17. Andlise da expressédo dos genes relacionados a via vasoconstritora do SRA ap6s a

transfeccao de Sryhe Sry3em cardiomiocitos de ratos SD. A, C, E e G - Analise da expressao dos

genes renina (p=0,0059), ECA (p=0,0380), angiofensinogénio e receptor AT, respectivamente,

apos transfecgéo de Sryh. B, D, F e H - Andlise da expressao dos genes renina (p= 0,0014), ECA

(p= 0,0033), angiotensinogénio (p= 0,0004) e recepfor AT 1, respectivamente, apos transfecgao de

Sry3. *vs controle (p<0,05).
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Apds a analise da expressdo dos genes da via vasodilatadora,
observou-se aumento significativo da expressao do receptor AT2 (p=0,0440) e
nao houve alteragao significativa na expressdo dos genes ECAZ e MAS, apos
transfecgao com Sryh (Figura 18). Apos a transfecgao com Sry3, observou-se
diminuicdo significativa na expressao dos genes MAS (p= 0,0055) e A7Z2 (p=

0,0002); ndo havendo alteracao significativa na expressao de ECAZ (Figura 18).
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Figura 18. Analise da expressao dos genes relacionados a via vasodilatadora do SRA apo6s a
transfeccao de Sryh e Sry3 em cardiomidcitos de ratos SD. A, C e E - Anadlise da expressao dos
genes recepfor AT2 (p=0,0440), ECAZ e receptor MAS, respectivamente, apos transfecgéo de
Sryh. B, D e F - Analise da expressao dos genes receptor ATZ2 (p= 0,0002), ECAZ e receptor MAS

(p=0,0055), respectivamente, apos transfecgédo de Sry3. *vs controle (p<0,05).
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Ao avaliar a expressao a expressao da tirosina hidroxilase observou-se
um aumento na expressao do grupo tratado com Sryh quando comparado ao

grupo controle (Figura 19).
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Figura 19. Andlise da expressao de tirosina hidroxilase apds transfeccdo com Sryh (p= 0,0102).

*vs controle (p<0,05).
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5.2 ESTUDO DO PAPEL DO SRY NOS EFEITOS CARDIACOS E INTERAGAO
COM O SRA EM CULTIVO PRIMARIO DE CARDIOMIOCITOS DE RATOS

NEONATOS WISTAR

5.2.1 Analise da viabilidade celular

Apods a analise da viabilidade celular, observou-se que os NTCPM, os

plasmideos e os siRNAs ndo apresentaram toxicidade aos cardiomiécitos (Figura

20).
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Figura 20. Analise da citotoxidade dos NTCPM, siSry, plasmideos Sryh, NTCPM complexados cm
siSry e NTCPM com plasmideo Sryh, transfectados em cultivo primario de cardiomiocitos de ratos
Wistar.
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5.2.2 Transfeccao dos plasmideos

A transfecgdo dos plasmideos Sryh (n=5) e Sry3 (n=3) foi efetiva e
observou-se um aumento significativo da expressdo destes genes quando
comparados ao grupo controle transfectado com plasmideo controle (n=7)

(Figuras 21 e 22).
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Figura 21. Analise da expressao de Sry em cultivo primario de cardiomidcitos de ratos Wistar apos

transfeccao de Sryhfuncionalizados com NTCPM. *vs controle (p<0,05).
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Figura 22. Analise da expressao de Sry em cultivo primario de cardiomidcitos de ratos Wistar apds

transfeccao de Sryhfuncionalizados com NTCPM. *vs controle (p<0,05).

5.2.3 Transfecgao dos siRNAs

A sintese dos siRNAs funcionou corretamente como descrito pelo kit
utilizado.

E apos a transfeccédo dos siRNAs complexados aos NTCPM, observou-
se pela técnica de PCR em tempo real, uma reducéo de 58,89 % (p= 0,0012) na
expressao do Sry (Figura 23) e 62.14% para o recepfor MAS (p= 0,0038 ) (Figura
24); e de 73,31% (p= 0,0071) da proteina do receptor MAS pela técnica de

Western blot (Figura 25).
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Figura 23. Anadlise da expressao de Sry em cultivo primario de cardiomiocitos de ratos Wistar,

apos o silenciamento do mRNA do Sry. *vs controle (p<0,05).

101



=
)]
1

1.0+

o
(€3]
1

Expressao do mRNA do
recpetor MAS

o
o

Q
\0\ .
6\. A\

CJO

Figura 24. Analise da expressao do mRNA do receptor Mas em cultivo primario de cardiomidcitos
de ratos Wistar, apds o silenciamento do mRNA do recepfor Mas. *vs controle (p<0,05).
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5.2.4 Interacao Sry/MAS

Quando silenciou-se o receptor Mas, verificou-se que houve um

aumento da expresséo do gene Sry (p= 0,0097 ) (Figura 26).
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Figura 26. Analise da expressao do Sry apds a transfeccdo do siMas, em cultivo primario de

cardiomidcitos de ratos Wistar *vs controle (p<0,05).

Ao analisar a expressao do receptor Mas apos o silenciamento do Sry,
observou-se que nao houve alteragao significativa na expressao génica e proteica

do mesmo (Figura 27).
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Figura 27. Analise da expressao do receptor Mas apds a transfecgéo do siSry, em cultivo primario
de cardiomiécitos de ratos Wistar. A — Técnica de PCR em Tempo Real (p= 0,6036). B. Western
blot (p= 0,8756). *vs controle (C) (p<0,05).

Estes dados sugerem que o receptor Mas regula o Sry. Entdo, foi
avaliada a expressdo das proteinas ERK 1/2, JNK e p38, nas células
transfectadas com siMAS, siSry e plasmideos contendo os genes Sryh e Sry3,
para verificar a provavel via desta regulagao.

Observou-se que houve um aumento significativo da ERK1/2 (p=
0.0001) e JNK (p=0,0217) e ndo houve alteragao significativa na expressao de
p38 (p=0,1314), nas células transfectadas com siMas (Figura 28).

Quando avaliado os dados relacionados a expressdo das MAP
quinases apods o silenciamento do Sry verificou-se que nao houve alteracéo
significativa de ERK 1/2 e JNK, mas houve um aumento significativo de p38 (p=

0,0456) (Figura 29).
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Figura 28. Analise da expressao das proteinas ERK 1/2, p38 e JNK apds a transfec¢ao do siMAS,
em cultivo primario de cardiomiécitos de ratos Wistar. A — ERK 1/2 (p= 0.0001), B - JNK
(p=0,0217) e C p38 (p=0,1314). *vs controle (C) (p<0,05).
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Figura 29. Analise da expressao das proteinas ERK 1/2, p38 e JNK apods a transfecgao do siSry,
em cultivo primario de cardiomidcitos de ratos Wistar. A — ERK 1/2 (p= 0,8904), B - JNK (p=
0,3758) e C p38 (p= 0,0456). *vs controle (C) (p<0,05).
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Apods a transfecgdo do Sryh e Sry3, também verificou-se alteragoes
fisiologicas significativas. Ocorreu um aumento da expressao da proteina ERK 1/2
quando avaliados o Sryh (p=0,0019) e o Sry3 (p=0,0044); e da JNK quando
avaliado o Sry3 (p=0,0059) e houve uma diminuig¢ao significativa na expressao da
proteina p38 nos grupos Sryh (p= 0,0133) e Sry3 (p= 0,0229) (Figura 30).

Estes resultados sugerem que o receptor Mas regula o Sry
provavelmente através inibicdo da expressao das proteinas ERK 1/2 e JNK. E que
a super expressao ou silenciamento do Sry, parece regular a expressao de p38
por feedback negativo, visto que esta proteina esta relacionada a diferenciagao
sexual masculina e indiretamente na manutencao das caracteristicas fenotipicas
masculinas.

A partir dos dados obtidos, também verificou-se que a expressao de
Sry parece estar relacionada a regulacdo do SRA e provavelmente das MAP

quinases analisadas.
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Figura 30. Analise da expressao das proteinas ERK 1/2, p38 e JNK apés a transfecgéo dos P Sryh
e PSry3, em cultivo primario de cardiomidcitos de ratos Wistar. A — ERK 1/2 x Sryh (p= 0,0019) e
ERK 1/2 x Sry3 (p= 0,8904), B — JNK x Sryh (0,8599). "vs controle (C) (p<0,05)
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5.2.5 Efeitos morfofisioldgicos nos cardiomiécitos e no SRA

Verificou-se apos a interferéncia do gene Sry, um efeito cronotrépico
negativo significativo (p=0.0001) nos cardiomidcitos, mostrando que o Sry
participa da regulacédo da frequéncia cardiaca (Figura 31); neste estudo também
foi demonstrado /n vivo, ap6s a transfecgao de PSry3 e PSry, que o Sry possui

atividade cronotrépica positiva sobre o coragéo (Figura 13).
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Figura 31. Analise da frequéncia de batimentos dos cardiomidcitos apds a transfecg¢éo do siSry. *

vs controle (p<0,05).

Estes dados ficam mais claros ao comparar os resultados obtidos a
partir da transfec¢cao do plasmideo contendo o gene Sryh, que possui conforme
descrito por Prokop et al. (2012), semelhangas bioquimicas com as copias de

Sry1e Sry3do rato.
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No presente estudo, o Sryh também apresentou atividade na regulagao
da expressao de TH (p= 0,0212) (Figura 32), conforme também ja demonstrado
neste estudo em ratos SD (Figura 19).

Confirmando que fisiologicamente o Sryh apresenta similaridade com o
Sry1 do rato e participa da regulagdo da via das catecolaminas que estédo

diretamente correlacionadas com as fungdes cardiacas.

w
]

Expressdo do mRNA de
Tirosina hidroxilase

o
1

Figura 32. Analise da expressao de tirosina hidroxilase apds a transfeccdo do Sryh, em cultivo
primario de cardiomidcitos de ratos Wistar. * vs controle (p<0,05).

No entanto, o gene Sry3nao alterou a expressao de tirosina hidroxilase
(p= 0,8413) (Figura 33), mas interagiu com alguns genes do SRA, aumentando a
expressao dos genes relacionados a via vasoconstritora e diminuindo a expressao
dos genes da via vasodilatadora (Figura 34), conforme também visualizado no

cultivo primario de cardiomiécitos de ratos neonatos SD (Figuras 17 e 18). Estes
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dados demonstram que o Sry3, possui atividades fisioldgicas conservadas sobre

o SRA nas duas linhagens estudadas.
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Figura 33. Analise da expressao de tirosina hidroxilase apds a transfeccdo do Sry3, em cultivo
primario de cardiomidécitos de ratos Wistar.
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Figura 34. Andlise da expresséo dos genes relacionados ao SRA ap6s a transfecgdo de Sry3em
cultivo primario de cardiomiocitos de ratos neonatos Wistar. A p= 0,0083, B p= 0,0016, C p=
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O Sryhtambém demonstrou atividade na regulagado dos genes do SRA
(Figura 35), demonstrando que este gene possui atividade fisiologica, semelhante
ao Sry1e Sry3de rato, conforme também descrito neste trabalho para ratos SD.

Assim como o Sry3, o Sryh apresenta atividade fisiologica conservada

sobre os genes do SRA, nas linhagens estudadas.
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Figura 35. Andlise da expresséo dos genes relacionados ao SRA ap6s a transfecgdo de Sryhem
cultivo primario de cardiomiécitos de ratos neonatos Wistar. A p= 0,2093, B p=0,0200, C p=
0,0025, D p=0,1434, E p= 0,7424¢ F p= 0,0005. * vs controle (p<0,05).
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Apds o tratamento com PSryh e PSry3 observou-se aumento
significativo da granulosidade e tamanho dos cardiomidcitos pela técnica de
citometria de fluxo (Figura 36).

Estes resultados sugeriram um aumento da area dos cardiomiocitos
apos o tratamento, quando comparado ao grupo controle, que foram confirmados
pelas técnicas de HE (dados ndo mostrados) e imunofluorescéncia (Figuras 37).

Nao houve diferenga significativa entre as técnicas.
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Figura 36. Analise do tamanho e granulosidade dos cardiomidcitos de ratos neonatos Wistar
através da técnica de citometria de fluxo. A. Analise da granulosidade. B. Analise do tambanho. *

vs controle (p<0,05), n=3. C. Analise do tamanho e granulosidade.
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*kk,

Figura 37. A. Andlise da area dos cardiomidcitos pela técnica de imunofluorescéncia. VS
controle sem NTCPM (C-); ###ys controle com NTCPM (C+) e plasmideo controle; &&&ys siSry;

(p<0,05); B. C-; C. C+; D. iMas (controle positivo para hipertrofia); E. PSry#;, F. PSry3. G. siSry.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos pela microscopia eletrbnica de transmissao
condizem com os dados obtidos por Neves et al. (2012), que encontraram 0s
complexos de nanotubos em vesiculas de clatrina, no inicio de endosomos,
seguida de maturacgao vesicular, e localizados posteriormente nos lisossomos.

Yehia et al. (2007), também afirmam que os NTCPM sdo grandes e
podem ser inequivocamente identificados em células por observacgao visual.

Assim como descrito também por Yehia et al (2007), ndo foi possivel
concluir que os NTCPM penetraram no nucleo a partir da microscopia eletrénica
de transmissdo, mas Pantarotto et al (2004), demonstraram por microscopia
eletrénica de transmissao que os nanotubos de carbono atravessam a membrana
nuclear, assim como Klumpp et al (2006).

Os dados obtidos neste estudo também indicam que ha passagem dos
NTCPM pela membrana nuclear, pois a partir dos dados obtidos por telemetria,
observou-se um aumento significativo da pressao arterial e frequéncia cardiaca
dos animais experimentais (Figura 11, 12 e 13) condizendo com os dados obtidos
pela eletroporacao (Figura 11) e ja comprovados na literatura para a
eletroporagao de Sry3em ratos Wistar Kyoto (WKY) (ELY et al., 2011; ELY et al.,
2007; Ely et al. 2009a; Milsted et al., 2004). O que também pode ser comprovado
pelas alteracoes fisioldgicas observadas apos a transfeccdo dos plasmideos e
dos siRNAs.
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Diversos estudos em ratos demonstraram a participacao das copias
Sry1 e Sry3 no aumento da pressao arterial de ratos machos, sendo, portanto,
uma das explicagdes pela diferenca da pressao arterial entre os géneros (ELY e
TURNER, 1990; TURNER et al., 2009; ELY et al., 2011; ELY et al., 2007; ELY et
al. 2009a; ELY et al., 2009b; Milsted et al., 2004).

Garcia et al. (2003), demonstraram em humanos, que ha uma relagao
entre hipertensao, infarto do miocardio e polimorfismos no cromossomo Y, mais
precisamente no gene Sry.

Assim como Charchar et al. (2003), também relatam informacgdes
correlacionando o cromossomo Y com a hipertensao e a provavel explicagao para
a maior incidéncia de doencas cardiovasculares nos homens quando comparado
as mulheres.

De acordo com Hilliard et al. (2013), as diferengas sexuais existem na
regulagao da presséao arterial e da funcao renal pelo SRA, sendo nos machos, o
eixo ECA/Angll/AT1 mais pronunciados, ao passo que, no sexo feminino, o
equilibrio é deslocado para o eixo ECA2/ANG 1-7/Mas e AT2.

No presente estudo foi possivel observar apos a transfeccao de Sry3e
Sryh em cardiomiocitos de ratos SD e Wistar machos, um aumento significativo
da expressado de genes relacionados ao eixo ACE/ANG II/AT1 (Figuras 17, 34 e
35), comprovando, a relagao destes genes na regulacdo da pressao arterial em
machos. Também verificou-se que a expressdao de Sry esta diretamente
relacionada ao aumento dos genes responsaveis pela biossintese de ANG IlI.

121



Mullins et al. (2006), relataram que uma das caracteristicas marcantes
dos ratos SHR ¢é a hiperatividade do SRA, a qual resulta em producao aumentada
de ANG II. Ely e Turner (1990), demonstraram a partir de cruzamento entre
linhagens normotensas e hipertensas que a hipertensdo dos ratos SHR estava
relacionada ao cromossomo Y e Turner et al. (2009), verificaram que ratos adultos
machos SHR apresentam maior expressao de Sry quando comparado a WKY.

Dickey et al. (2012), também relacionaram o cromossomo Y as
diferencgas cardiovasculares, enddcrinas e comportamentais observadas entre as
linhagens SHR e WKY.

Até entdo, em humanos, foi descrita apenas uma cépia de Sry, a qual
apresenta grande semelhanca bioquimica com as copias Sry7 e Sry3 encontradas
em Raftus novergicus (PROKOP et al., 2012). Os mesmos autores também
demonstraram /n vifro que a atividade reguladora do Sry humano sobre os
promotores do SRA é bem semelhante a atividade da coépia Sry3 como
demonstrado por Milsted et al. (2010), também /n vitro.

No presente trabalho, demonstrou-se que o Sry3 produziu um aumento
significativo na pressao sanguinea de ratos SD, do mesmo modo como ja foi
demonstrado em ratos WKY (ELY et al, 2009), e pela primeira vez foi
demonstrada a participagdo do Sryh na regulacdo da pressao arterial e na
modulacdo do RAS, semelhantemente a da cépia Sry3 encontrada em ratos, visto

qgue nao houve diferenca significativa entre o aumento de pressao induzida pela
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liberacdo de clones de Sry3 e hSry pelas duas técnicas desenvolvidas neste
estudo.

Assim como sugerido por Prokop et al. (2012), os dados deste estudo
também indicam que as proteinas de rato e humana parecem ter seus dominios
conservados e funcionam como moduladores do RAS, favorecendo a via
constritora deste sistema.

Também foi possivel observar que o Sryh atua na regulagcdo da
pressao arterial via modulagdo dos genes do SRA (Figuras 17, 18, e 35) e por
aumento da via das catecolaminas a partir da modulagao da expressao do gene
da TH, do receptor AT2 e ERK 1/2 (Figuras 17, 18, 31 e 32).

Macova et al. (2009), demonstraram que os receptores AT2 participam
do aumento da expressao de TH e Dorn et al. (1999) observaram que a MAP
quinase ERK 1/2 regula a ativagédo dos receptores de TH. Armando et al. (2004),
em estudos relacionados ao estresse, observaram um efeito sinérgico entre os
receptores AT1 e At2 no aumento da expressado de TH. Milsted et al. (2004); Ely
et al. (2007), e Ely et al. (2009), também observaram aumento de TH em ratos
WKY eletroporados com Sry7.

Czech et al. (2012), relataram que o Sry humano localizado em
neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo regula varios componentes da sintese
de catecolaminas e do metabolismo. Os mesmos autores também demonstraram
que em linhagens de células de neuroblastoma humano, M17 knockdown para
Sry apresentaram reducao de TH e outros componentes da via da dopamina.
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Contudo, a partir dos dados apresentados neste estudo é possivel
determinar que o Sry humano possui atividade fisiolégica semelhante ao Sry7 e
Sry3 de rato, participando da regulagdo da pressao arterial através da modulagao
de genes relacionados ao SRA e modulagao da via das catecolaminas.

Segundo Dorn et al. (1999) e Xiao et al. (2001), a ativagdo dos
receptores de tirosina hidroxilase e adrenérgicos estédo relacionados ao aumento
da hipertrofia cardiaca via ERK 1/2.

Neste estudo, observou-se que apds a transfeccdo de Sryh houve
aumento na expressao de TH provavelmente via AT2, que pode estar relacionada
ao aumento dos niveis de ERK 1/2, condizendo com a hipertrofia observada apos
a transfeccgao dos plasmideos contendo os genes Sryh e Sry3(Figuras 36 e 37).

Diversos estudos demonstram relagdo entre os membros da familia
relacionadas ao Sry e as MAPK quinases: ERK 1/2, JNK e p38.

Perera et al. (2010), em extratos de condrocitos, demonstraram que a
ERK1/2 fosforilada atua na ativagdo da proteina Sox 9 relacionando ao Sry,
induzindo a proliferacdo celular e Mitsugi et al. (2012), também utilizando cultivos
de condrdcitos observaram que a actvina-A inibe a fosforilagdo de JNK e Akt e
suprime a expressdo de Sox9, diminuindo a proliferagado celular. Egea et al.
(2011), realizaram estudos em células mesenquimais e observaram que a inibicao
de ERK 1/2 aumenta a expressao de TNF-a que atua na regulagédo para cima de

SOX2.
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Apos a transfeccdo dos PSryh e PSry3 observou-se aumento
significativo da expresséo das proteinas ERK 1/2 e JNK, assim como a expressao
dos genes relacionados a via vasoconstritora do SRA, como por exemplo, renina,
anglotensinogénio e ECA, que sao precursores da angiotensina Il. Wei et al.
(2014) avaliando o papel da administragdo central de angiotensina Il e do TNF-q,
observaram um aumento dos niveis de ERK 1/2, JNK e p38 fosforiladas.

Apo6s a inibicdo do receptor Mas, observou-se uma diminuicdo da
expressdao de ERK1/2 e JNK (Figura 28); aumento da expressao de Sry (Figura
26) e do tamanho da area dos cardiomiécitos (Figura 37).

Na literatura ja é claro a participagcao do receptor Mas e da ANG 1-7 na
diminuicdo dos niveis de ERK 1/2, JNK e p38, assim como na melhora da
hipertrofia cardiaca e atenuacédo de danos a tecidos renais (Tallant et al., 2005;
Tian et al., 2014; Zhou et al., 2012). Estes dados sugerem que o Mas quando
expresso, através da inibicdo da ERK 1/2 e JNK regula a expressao do Sry para
baixo.

Verificou-se no presente estudo que ao transfectar os cardiomiécitos
com PSryh e PSry3, diminuiu a expressao de p38 e ao silenciar o gene Sry houve
um aumento na expressao de p38. Gazel et al. (2008), ao avaliar as funcdes da
p38 verificou que o Sry é um dos principais alvos destas quinases.

Gierl et al. (2012), demonstraram que em camundongos mutantes para
o gene Gadd45g a expressao de Sry é reduzida e atrasada, ocorrendo uma
completa reversdao sexual masculino para o feminino durante o periodo
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embrionario. O Gadd45g e Srytem um padréo de expressao semelhante na crista
genital, e sdo co-expressos em células somaticas gonadais.

Os mesmos autores também relataram que nestes animais mutantes, a
sinalizacao de p38 MAPK ¢é prejudicada assim como o fator de transcrigao GATA4
dependente de quinase, que € necessaria para a expressao Sry. Sugerindo,
portanto, que ha uma cascata de sinalizacdo, envolvendo GADD45G — p38
MAPK - GATA4 - Sry para a regulagdo da determinagcdo do sexo masculino.
Warr et al. (2012), também relatam que a p38 participa da via de ativagao do Sry
e que sua inibicado também ocasiona inversdo sexual durante o periodo
embrionario. No presente estudo, sugere-se que ha uma retroalimentagéo
negativa entre o gene Sry e os niveis de p38.

Contudo, os resultados apresentados na literatura para a acdo da p38
no sistema cardiaco s&o altamente controversos, alguns estudos relatam que sua
expressao esta ligada a hipertrofia cardiaca (ZECHNER et al., 1997; WANG et al.,
1998) e outros mostram demonstram que sua ativagado nao gera nenhum tipo de
hipertrofia (LIAO et al., 2001), e BRAZ et al. (2003), demonstraram que
camundongos transgénicos knockout para p38 apresentam hipertrofia cardiaca.

No presente estudo verificou-se que a hipertrofia observada nao foi
dependente de p38, visto que quando super expressou o0 Sry Aouve diminuicao
dos niveis de p38 e quando silenciou-se o gene Sry aumentou a p38, mas nao

houve hipertrofia.
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Contudo, neste estudo verificou-se que o Sry interage com o sistema
renina angiotensina, com a via das catecolaminas e sua super expressao induz

hipertrofia cardiaca, provavelmente pelo aumento de ANGII, ERK 1/2 e JNK.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo observou-se que a técnica de transfecgao utilizando
NTCPM apresentou a mesma eficiéncia que a eletroporagdo ja utilizada na
literatura para liberagéo de plasmideos contendo os genes Sry.

Também foi possivel verificar pela primeira vez, que o Srys aumenta a
pressao arterial e a frequéncia cardiaca de ratos transfectados. E possui
atividades fisiolégicas semelhantes as atividades do Sry7 e Sry3 de rato, pois
interage com o sistema renina angiotensina, principalmente com a via
vasocontritora, aumentando a expressdo dos mMRNAs do genes:
anglotensinogénio, renina e ECA; e atua na regulagao da via das catecolaminas,
provavelmente via interagdo com o receptor AT2, mas ainda sdo necessarios
mais estudos para elucidar melhor esta via.

Assim como o Sry3, o Sryh apresentou atividades fisiologicas
conservadas sobre os genes do SRA, nas linhagens estudadas.

A partir dos dados obtidos, observou-se que a expressao do Sry parece
ser dependente da ativacdo das MAP quinases ERK 1/2 e JNK, e provavelmente
€ regulada para baixo pelo receptor Mas, que inibe a via destas quinases.

A super expressdo de Sry induz o aumento de ERK 1/2 e JNK,
provavelmente pelo aumento de ANGII, induzida pelo Sry. Mas ainda sao
necessarios mais estudos para elucidar todas as vias envolvidas nestes

processos.
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Pode-se concluir ainda, que o Sry parece ter uma relagao direta na
regulagdao dos niveis de ANG IlI, pois aumenta a expressao dos genes
relacionados a sintese da mesma.

Os niveis de Sry estao diretamente relacionados a expressao de p38 e
neste estudo foi possivel verificar que a hipertrofia observada, nao foi dependente
de p38.

A super expressao de Sry3 e Sryhinduzem o aumento do tamanho e
granulosidade dos cardiomiécitos, indicando também sua participagdo na

hipertrofia cardiaca, provavelmente pelo aumento de ANG Il, TH, ERK 1/2 e JNK.
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