AVA ]
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

ANTIDEPRESSIVO EM RATOS COM INSUFICIENCIA AORTICA PODE
MODIFICAR A EXPRESSAO GENICA DE OCITOCINA E VASOPRESSINA
CENTRAIS?

Ana Carolina Mieko Omoto

BOTUCATU -SP
2012



AV ®
AVAYVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

ANTIDEPRESSIVO EM RATOS COM INSUFICIENCIA AORTICA PODE
MODIFICAR A EXPRESSAO GENICA DE OCITOCINA E VASOPRESSINA
CENTRAIS?

Ana Carolina Mieko Omoto
Orientadora: Juliana Irani Fratucci De Gobbi

Co-orientador: Robson Francisco Carvalho

Monografia apresentada ao Ingtituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu, para
obtencdo do titulo de Bachard em Ciéncias
Biomédicas.

BOTUCATU -SP
2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORMAGAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECI DA VICENTE

Omoto, Ana Carolina Mieko.

Antidepressivo em ratos com insuficiéncia adrtica pode modificar a
expressao génica de ocitocina e vasopressina centrais?/ Ana Carolina
Mieko Omoto. — Botucatu ; [s.n.], 2012

Trabalho de conclusdo de curso (bacharelado - Ciéncias
Biomédicas) - Universidade Estadual Paulista, Ingtituto de Biociéncias
de Botucatu

Orientador: Juliana lrani Fratucci De Gobbi

Coorientador: Robson Francisco Carvalho

Capes: 2070200

1. Genética— Expressdo. 2. Insuficiénciaadrtica. 3. Ocitocina. 4.
Vasopressina. 5. Antidepressivos. 6. Rato como animal de laboratério.

Paavras-chave: Expressao génica; | nsuficiéncia adrtica; Ocitocing;
Paroxetina; Vasopressina.




Dedico esta monografia aos meus amados pais, Mario Omoto e Irene Baggio Omoto, por
todo o sacrificio realizado para que eu pudesse chegar até aqui e pelo amor incondicional que
me torna capaz de superar todo e qualquer obstdculo.



Agradecimentos

Durante os 1ltimos sete anos da minha vida, iniimeras pessoas contribuiram de diferentes
maneiras, para a realizagdo de um grande sonho. Sonho este que carrego comigo desde muito
pequena e que hoje com a minha formagdo profissional serei capaz de por em prdtica.

Porém nada disso seria possivel sem antes ter conquistado um amadurecimento pessoal e a
conscientizagdo da importdncia de diferentes profissionais trabalhando em prol de um mesmo
objetivo. Para realizagdo deste projeto contei com a ajuda de muitos profissionais das mais
diversas formagoes.

Agradeco a Lilian Morceli, Luciana A. S. Borgatto, Janete C. Teixeira., Antonio C. B.
Tardivo, Meliza G. Roscani, Leonardo N. de Moraes, Jodo Paulo Cunha e Jason J.
Fernandez por terem contribuido direta ou indiretamente para a realizagdo deste trabalho.
Foi um grande prazer conviver e trabalhar com cada um de vocés.

A Juliana Irani Fratucci De Gobbi, minka mentora e amiga, faltam palavras para descrever
a admiragdo e gratiddo que sinto por vocé. Agradeco, imensamente, por me mostrar a
importdncia e a beleza do trabalho que nds, pesquisadores, exercemos. Obrigada por acreditar
em cada sonho meu e por contribuir para que eles se tornassem realidade. Serd sempre uma
grande referéncia em minha vida profissional e pessoal.

Ao professor Robson Francisco Carvalho, agradeco por ter aceitado colaborar com seu
conhecimento e alegria para a realizagdo deste projeto. Raros sdo dqueles que acreditam nas
pessoas que pouco conhece. Tive o privilégio de té-lo encontrado em meu caminho e agradeco

por ter me dado a chance de conhecer uma drea fascinante e totalmente nova para mim.

Atribuo minhas conquistas a todas as pessoas que, de maneira singular, me ensinaram a
olhar para as dificuldades encontradas durante minha trajetéria, de uma forma especial.
Ndo hd qualquer ditvida de que sem a ajuda de vocés eu ndo teria chegado até aqui.

Assim, agradeco aos meus pais, Mario Omoto e Irene Baggio Omoto, pecas fundamentais na
concretizagdo de cada sonho. Sem vocés meu mundo cairia.

A querida Adriana S. Omoto, a quem tenko a honra de chamar de irmd, agradego por cada
licdo de perseveranga e garra.

Ao meu companheiro e amigo Everton J.G. Estevam, obrigada por ser meu apoio, minha
alegria e minha forca durante os iiltimos cinco anos. Sua compreensdo e sacrificio pessoal sdo
presentes que recebo todos os dias, nada do que conquistei até hoje teria o mesmo significado

sem vocé ao meu lado. Seu amor é fundamental em minha vida.

Aos queridos tios Tereza M. Omoto, Emerson Ludovico, Maria S. Shimizu e Toshio
Shimizu, que me acolheram como filha em um dos momentos mais dificeis da minha
trajetdria, expresso minha eterna gratiddo.



A Camila M. Shimizu, muito mais que prima a considero minha irmd, obrigada por todos os
conselhos, puxdes de orelha e carinho.

As irmds de coragdo, Natalia Claro e Adriane D. Viana, que hd muitos anos me ensinaram o
real significado da amizade e que com pequenos gestos o torna realidade, deixo meu mais
sincero obrigado.

As queridas amigas, Gabriela Garcia, Marilia Império, Raisa Bombardelli e Arina Tavares,
obrigada por me acolherem durante anos dificeis.

A familia ENBM, agradego por todo aprendizado e por partilharem comigo momentos
inesquectveis. A graduagdo ndo seria a mesma sem voces.

As queridas amigas, Priscila Y. Kiyota e Camila M. Tamaki que nunca mediram esforos
para oferecer o que existe de mais bonito em uma amizade, a solidariedade, obrigada por
estarem ao meu lado e se preocuparem comigo durante esses quatro anos.

As minha amadas avés, Yaeko Omoto e Lidia B. Baggio, que me ensinaram com gestos o real
significado das palavras humildade e compaixdo, muito obrigada por serem a base dos meus
ideais humanisticos.

Sdo tantos “obrigada” que ndo seria capaz de reproduzi-los em um espago tdo pequeno.
Assim, expresso minha eterna gratiddo a todos aqueles que passaram por minha vida e que
contribuiram e contribuem para a realizagdo dos iniimeros sonhos que carrego comigo. Se a

felicidade se baseia nos amigos que conquistamos mundo afora, sou imensamente feliz.



A mente ¢ tudo. O que vocé pensa, vVocé se torna.
Sidarta Gautama “Buda”



Antidepressivo em ratos com insuficiéncia adrtica pode modificar a
expressao génica de ocitocina e vasopr essina centrais?

RESUMO

A insuficiéncia adrtica (1Ao) desenvolve uma das maiores respostas de hipertrofia miocérdica
observadas nas doencas cardiacas. No Brasil, a doenga cardiaca valvar ainda é prevalente,
sendo aprincipal causadalAo afebre reumética. Usuamente, o paciente com IAo se mantém
assintomatico por um longo periodo, até que na fase cronica da doenga, ja com o ventriculo
dilatado, o paciente busca pelo tratamento médico. Uma co-morbidade muito comum
associada a doengas cardiovasculares € a depressdo. Entre os antidepressivos mais prescritos
em todo o mundo encontram-se os inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina (ISRS).
Estes inibidores melhoram a funcéo cardiaca de animais submetidos a estressores externos, e
sabe-se que uma via serotoninérgica importante entre mesencéfalo e ponte contribui para
inibir aingestdo de sddio e &gua. A administracdo cronica de ISRS parece alterar os niveis de
vasopressina circulantes. Nosso laboratério mostrou que o tratamento por 4 semanas com um
ISRS, a paroxeting, reduziu a ingestdo de NaCl 0,3M diéria em ratos com |Ao subcronica, ja
com dilatagéo ventricular, e preveniu a maior dilatagcéo ventricular esquerda preservando a
fracdo de encurtamento. Um possivel mecanismo envolvido nesta melhora pode ser o
aumento da atividade central ocitocinérgica. Assim, torna-se necessario investigar melhor os
efeitos do tratamento com paroxetina em ratos com A0 jé estabelecida. Portanto, os objetivos
do presente projeto sdo avaiar os efeitos do tratamento com um antidepressivo ISRS, a
paroxetina, por 4 semanas em ratos com | Ao subcronica sobre a expressao génica de ocitocina
e vasopressina no hipotdamo destes animais.

Palavras-Chave. Expressdo génica; Insuficiéncia adrtica; Ocitocing, Paroxeting;
Vasopressina.
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Would antidepressant treatment in ratswith aortic regurgitation modify
central gene expression of oxytocin and vasopressin?

ABSTRACT

Aortic regurgitation (AR) leads to a left ventricle dilation and hypertrophy in response to a
chronic volume overload. It isstill very frequent in developing countries, for instance Brazil,
and often as secondary to rheumatic fever. Usually, chronic AR is generally well tolerated for
many years, when with the heart dilated the patient searches for treatment. Bidirectional
association with depresson and cardiovascular disease has been described. Selective
serotonin reuptake inhibitors (SSRI) are widely prescribed to treat severa affective disorders,
especially for cardiovascular patients since they decrease arrhythmia probability. These SSRI
improves cardiac function in rats submitted to stress protocols. Preliminary study from our
laboratory showed that following 4 weeks of treatment with one SSRI (paroxetine) in
subchronic AR rats there was a decreased in daily sodium intake and an improvement in
systolic function. An increase in the central oxytocinergic transmission may be involved in
this peripheral improvement to the heart. The investigations about the mechanisms underlying
this improvement are necessary. Therefore the aims of this project isinvestigate the effects of
4 weeks of treatment of paroxetine, a SSRI, in rats with a subchronic AR over the central
central gene expression of oxytocin and vasopressin using a reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR).

Keywords: Gene Expression; Aortic Regurgitation; Oxytocin; Paroxetin; Vasopressn.
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| INTRODUCAO

A insuficiéncia adrtica (IAo), uma situacdo de sobrecarga hemodinémica, é
caracterizada pelo refluxo diastélico do sangue da aorta refluindo para o ventriculo esquerdo
(VE) devido ao mal fechamento das cuspides adrticas. As causas da Ao sdo multiplas, dentre
elas, endocardite, degeneracdo valvar, anormalidades congénitas, dilatacdo adrtica idiopética,
uso de drogas anoréticas e a cardiopatia reumética cronica (BORER et al., 1998; OLSON et
a., 1984; WALLER et al., 1990; TARASOUTCHI et al., 2003). A febre e a cardiopatia
reumaética cronica ainda sdo um grande problema de salde publica, principalmente nos paises
em desenvolvimento como o0 nosso (WHO, 2001). O paciente mantém-se assintomatico por
um longo periodo e, conforme 0 momento da historia natural e do grau de hipertrofia, pode
desenvolver quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva e/ou disfuncéo ventricular esquerda
Entretanto, 0s mecanismos responsaveis que nortelam essas evolugdes permanecem
desconhecidos (TARASOUTCHI et al., 2003). O desenvolvimento desta hipertrofia,
excéntrica, é significativo e a remodelagdo parece ser em resposta a sobrecarga de volume-
presséo (BORER et al., 2002; BONOW et d., 1998). A resposta do coragdo a esta sobrecarga
hemodindmica tem sido bem estudada com relacdo ao remodelamento cardiaco, mas néo
sobre outros aspectos, como 0 comportamento de ingestdo e excrecdo de &gua e sodio,
sensibilidade cardiaca reflexa, e &reas centrais relacionadas a estas alteragfes. Inicialmente a
resposta de hipertrofia tenta compensar a sobrecarga, mas ela torna-se deteriorante, resultando
em disfuncdo cardiaca (BORER et al., 2002; HASEFUS, 1998).

No Brasil, a doenca cardiaca valvar ainda € prevalente acometendo em especia
pacientes jovens (BONOW et al., 1998; TARASOUTCHI et a., 2003). A IAo pode
permanecer como assintomética por longos anos, e na maioria das vezes termina com o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (IC), um problema de saide publica que vém

crescendo em prevaléncia em todo o mundo. A IC é uma sindrome complexa que pode
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resultar de qualquer desordem funcional ou estrutural que prejudique a capacidade do
ventriculo preencher-se com ou getar sangue. Etiologicamente a IC é classificada como
quaquer anormalidade mecénica (sobrecarga de pressdo/volume, doenca pericardica, doenca
restritiva), faléncia miocardica ou arritmias (bradiarritmias, taquiarritmias). Entre os pacientes
com mais de 60 anos a IC é a principal causa de internagédo, respondendo por 19,6% das
internagbes por doengas cardiovasculares, equivalendo a 11,7% do total de admissOes
hospitalares (ALBANESI FILHO, 2005).

Vérios fatores neurohumorais estdo aumentados na IC, entre eles, o de maior
destaque € o sistema renina-angiotensina |l-aldosterona (DIBONA et al., 1995; FELDER et
a., 2003; ZUCKER et al., 1995; ZUCKER, 2004); sendo este sistema o principal avo para
tratamentos medicamentosos na IC (PACKER et a., 1999; GILES, 1990; POOL, 1998).
Nesta sindrome também é observado um aumento da atividade ssimpética (FRANCIS et al.,
2001; ZUCKER et al., 1995), e esse aumento parece ser modulado por receptores subtipo
ATl daangiotensinall (ANG Il, ZHU et al., 2004), assim como mineralocorticoides centrais
(FRANCIS et al., 2001). Tanto a ANG Il quanto a aldosterona séo conhecidas por atuar em
mecanismos cerebrais que conduzem aingestdo de sodio e &gua, tanto em animais quanto em
humanos (FITZSIMONS, 1998; JOHNSON e THUNHORST, 1994; SAKAI et al., 1987,
WEISINGER et a., 1996; TAKAMATA et d., 1994). Estudos preliminares de nosso
laboratério mostraram que com 4 semanas apés a |Ao, caracterizada como uma situagdo
subcronica da doenca, ocorre um aumento da ingestdo de sodio ingerido pelos ratos
submetidos ao tratamento combinando inje¢des do diurético furosemida associado a baixas
doses do inibidor da enzima conversorada angiotensina ll, o captopril.

Uma das co-morbidades associadas & doencas cardiovasculares é a depresséo,
conjunto de transtornos do humor relacionado a estados de ansiedade (GRIPPO e JOHNSON,

2009; PENNINX et al., 2001; VAN DER KOQY et al., 2007). E interessante gue a associacdo
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entre transtornos do humor e doenga cardiovascular sdo independentes dos fatores de risco
tradicionais para as doengas cardiovasculares, como: hipertensdo, sobrepeso,
hipercolesterolemia, ou histérico de doencas cardiacas (GRIPPO e JOHNSON, 2009;
PENNINX et al., 2001). Véios sstemas de neurotransmissores estdo desregulados em
doengas cardiovasculares e estados depressvos, o que culmina com alteraghes
comportamentais e de respostas fisiologicas. Uma das implicagdes na patofisiologia da
depressdo sfo alteragbes no metabolismo dos neurotransmissores de monoaminas e Sseus
receptores, particularmente a norepinefrina e a serotonina (5-HT, BRUTON e PARKER,
2010). O tratamento em ratos por 4 semanas com fluoxetina, um inibidor seletivo da
recaptacéo da5-HT (ISRS), atenua as mudangas cardiovasculares associadas a um modelo de
estresse cronico moderado (GRIPPO et al., 2006).

Entre os antidepressivos mais prescritos em todo o mundo encontram-se 0s
ISRS, que apresentam vantagens sobre os antidepressivos cléssicos, pela seguranga na
posologia e boa tolerabilidade, sendo muito mais seguros em pacientes com doenca cardiaca
por diminuir a probabilidade de arritmias (STAHL, 1997; BRUTON e PARKER, 2010). O
mecanismo de agdo hipotetizado para os ISRS est4 baseado em acfes sobre auto-receptores
pré-sindpticos e receptores pos-sindpticos. Inicialmente os ISRS aumentam a 5-HT na regido
somatodendritica por agirem em auto-receptores somatodendriticos 5-HT1a, regulando-os
para baixo. Assim, o fluxo de impulsos neuronais consegue ativar a liberacéo de 5-HT pelo
terminal axénico (STAHL, 1997). A desinibicdo serotoninérgica ativa a liberagdo de 5-HT
dos nuicleos da rafe, no mesencéfalo, para ganglios da base, cortex limbico e hipocampo, além
de uma via descendente da rafe para ponte, bulbo e medula espinhal (STAHL, 1997).

O envolvimento da 5-HT mediando o comportamento da ingest&o e excregéo
de sodio € bem documentado. Administrac@o intracerebroventricular de agonistas

serotoninérgicos subtipo 5-HT, em ratos aumenta a excrecdo renal de sddio (REIS et al.
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1991). Tratamento intraperitoneal de p-clorofenilalanina, um competidor do triptofano e
inibidor também competitivo da triptofano hidroxilase, aumentou as respostas
natriorexigénica e dipsogénica em ratos induzidas pela administragéo de furosemida associada
auma dieta pobre em sddio (LIMA et al., 2004). Em adi¢&o, lesdes dos nlicleos da rafe (com
&cido iboténico) conduzem a um aumento da ingestdo de sodio (CAVALCANTE-LIMA et
a., 2005), corroborando com outros estudos que postulam que neurénicos serotoninérgicos
da rafe recebendo informagdes viscerosensoriais sobre o volume circulante colaboram para
manter a homeostasia da ingestéo de sddio (FRANCHINI et al., 2002). Em adi¢do, estudos
mostraram que em uma estrutura que se comunica reciprocamente com os nicleos da rafe, o
ndcleo parabraguial lateral, a participagdo de receptores serotoninérgicos € de suma
importéncia para inibir o comportamento de ingestéo de sddio para diferentes protocolos
experimentais (DE GOBBI et al., 2000, 2007; DE LUCA et a., 2003; MENANI e
JOHNSON, 1995; MENANI et a., 2002). O tratamento de animais saudaveis com um ISRS,
sertralina, aumentou os niveis plasméticos de vasopressina (AVP) e ocitocina (OT), o que
pode ser responsdvel pela hiponatremia presente no tratamento com ISRS (DE
MAGALHAES-NUNES et a., 2007). Nosso laboratério demonstrou em estudos preliminares
gue nos ratos com |Ao subcrénica e que receberam tratamento com paroxetina (um ISRS) por
4 semanas ocorreu reducéo do consumo diario de NaCl 0,3M, bem como impedimento da
dilatagdo cardiaca do ventriculo esquerdo. O uso de ISRS para controle de sindrome do
panico em humanos demonstrou efeito benéfico sobre o corag@o, aumentando a variabilidade
da frequéncia cardiaca (TUCKER et al., 1997). Em adi¢8o, jafoi demonstrado que a ativacéo
prosencefélica de receptores subtipo 5-HT 3 exerce ag&o inibitéria sobre o componente pressor
do barorreflexo (URZEDO-RODRIGUES et al., 2011). Assm, a 5-HT central parece

favorecer afuncdo cardiaca.
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Os horménios hipofisarios AVP e OT s8o dntetizados em nicleos
hipotdé@micos e transportados via ax6nios para a neurohipéfise, sendo liberados para a
circulagdo periférica. Administragdo de agonistas da 5-HT induz secrecdo de AVP e OT
(ANDERSON et d., 1992, VAN DER KAR, 1991). Terminais ocitocinérgicos dentro do
complexo vagal do nacleo do trato solitio modulam reflexos cardiacos, facilitando a
atividade vagd para o coracéo (HIGA et al., 2002). Estudos com treinamento fisico mostram
aumentos na expressao de OT em nlcleos hipotaldmicos, e sugerem que este aumento seja o
responsdvel pelos efeitos benéficos de um treinamento sobre o sistema cardiovascular
(CAVALLERI et al., 2011). Portanto, com o conjunto destas informagdes € razoavel
postularmos que a expressao génicade AVP e OT sgja alterada durante o tratamento com um
antidepressivo e alteracdo reflita as mudangas sobre a resposta comportamental e
morfofuncional do coragdo. Desta forma neste projeto nosso objetivo sera avaiar os efeitos
do tratamento com um antidepressvo ISRS em ratos com Ao subcronica sobre a expresséo
génica de OT e AVP no hipotdlamo destes animais. Este projeto também colaborou para a

implantag@o de uma nova metodologia em nosso laboratorio.
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[ OBJETIVOS

Portanto, os objetivos do presente projeto sdo avaliar os efeitos do tratamento
com um antidepressivo ISRS, a paroxetina, por 4 semanas em ratos com |Ao subcronica sobre

aexpressdo génicade OT e AVP no hipotdlamo destes animais.
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1l MATERIAISE METODOS

Animais

O estudo foi realizado utilizando-se ratos Wistar machos fornecidos pelo Biotério
Central do Campus de Botucatu. Os animais foram mantidos gaiolas individuais, em ambiente
com temperatura controlada (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro (12-12 h). As ofertas de ragéo e
&gua foram ad libitum. Os procedimentos experimentais estdo de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal

(COBEA), eforam gprovados com o protocolo nimero 386-CEUA.

Inducéo da I nsuficiénia Adrtica (1 Ao)

O modelo de insuficiéncia aortica (IAo) foi redizado através de uma
modificac8o da técnica descrita por Arsenault e colaboradores (ARSENAULT et al., 2002).
Inicialmente, sob anestesia com cloridrato de cetamina (200 mg/kg, Dopalen®, Vetbrands)
associada a cloridrato de xilazina (100 mg/kg, Anasedan®,Vetbrands) a artéria carétida
comum direita foi dissecada e cateterizada. Um fio guia de aco (proprio do cateter de
anestesia epidural - 0,34mm) foi introduzido através do cateter carotideo de modo a lesar a
valva adrtica com vérias perfuragbes e o processo foi finalizado quanto ndo houve mais
resisténcia com as perfuragdes (PLANTE et al., 2004a, 2004b).

O grupo de cirurgia ficticia foi congtituido de animais submetidos aos mesmos
procedimentos, porém sem a perfuragdo da valva adrtica A presenca e quantificagdo da
gravidade da insuficiéncia adrtica (IAo) foi confirmada por ecocardiograma, ao final de uma

semana apos aindugdo da lAo.
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Figura 1. llustragdo do loca de dissecagdo da car6tida comum direita e introdug&o do cateter
e fio guia (elipses em azul). Figura modificada do livro: “ Principios éticos e préticos do uso
de animais de experimentacio”, UNIFESP, departamento de Psicobiologia, 2004.

Ecocardiograma

O estudo in vivo dos animais foi efetuado por meio de Doppler-ecocardiografia
transtoréacica convencional. O equipamento utilizado foi o Phillips (TDI 5500) dotado de
transdutor eletrénico setorial multifrequéncial (7,5 a 12 MHz), seguindo-se a padronizacdo
descrita na literatura (SANH et al., 1978). Os exames de ecocardiograma foram realizados na
12 42 e 82 semana apds a inducdo de IA0, no sentido de acompanhar a progressdo da IAo.
Estes exames foram realizados por uma médica experiente na andise das imagens e
colaboradora do nosso laboratério, e foram acompanhados pela aluna, que fez as anotagbes
dos parémetros necessarios aos calculos do débito cardiaco e fragdo de gjecdo destes animais,
figura 2.

Animais controles ou com |Ao foram anestesiados com cloridrato de cetamina
(50 mg/kg, Dopaen®, Vetbrands) associada a cloridrato de xilazina (1mg/kg, Dopaen®,
Vetbrands) por viaintraperitoneal. Apds tricotomia da regido anterior do torax, os ratos foram
posicionados em decubito dorsal, em suporte préprio de madeira para permitir discreto

dectbito lateral esquerdo. Foram analisadas imagens monodimensionais obtidas com o feixe
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de ultra-som orientado pela imagem bidimensional, obtida com o transdutor na posi¢éo para-
esterna eixo menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida posicionando o
cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral entre os musculos papilares. As
imagens da aorta e do &trio esquerdo também foram obtidas na posicdo paraesternal eixo
menor com o cursor do modo-M passando pela valva adrtica. As medidas, em milimetros, do
didmetro diastélico do ventriculo esguerdo (DDVE), didmetro sgtodlico do ventriculo
esquerdo (DSVE), espessura da parede pogterior (PP), didmetro do &trio esquerdo (AE) e
didmetro da aorta (AO) foram realizadas diretamente no monitor, por meio do cursor do
préprio equipamento, durante o exame. Trés acinco ciclos consecutivos foram utilizados para
a redlizacdo das medidas, utilizando-se a média aritmética dessas medidas. As imagens dos
registros das camaras ventriculares, modo M, foram arquivadas para eventuais consultas

posteriores.

Figura 2. Foto representativa de um animal do grupo durante a coleta de dados
morfofuncionais (esquerda). Anotagbes das variaveis pela aluna envolvida no projeto
(direita).

O estudo “in vivo” possibilita avaliagdo da funcdo sistélica e diagtdlica do
ventriculo esquerdo aém de permitir acesso aos indicadores de remodelacdo cardiaca como

massa miocérdica e dimensdo das cAmaras (SANH et al., 1978).
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Administracdo do antidepressivo

Cloridrato de paroxetina hemihidratado (parox, revendedora PharmaNostra,
Rio de Janeiro) foi dissolvida em salina, que serviu de controle, imediatamente antes do uso
na dose de 10 mg/kg e foi injetada intraperitonealmente diariamente, pelo periodo de 4
semanas. A paroxetina diluida em &gua estéril foi colocada em um banho de ultrasson por
aproximadamente 10 minutos antes do uso. Para 0 adequado controle da temperatura ou
qualquer outraintercorréncia, a salina dos animais controle também foi colocada pelo mesmo
tempo no banho de ultrasson. O estudo foi dividido entre 4 grupos experimentais: |1Ao +

parox, IAo + controle, controle + parox e controle + controle.

Livre ingesto de &gua e NaCl 0,3M

Os animais de cada grupo foram mantidos em gaiolas metélicas com livre
acesso a &gua, solucdo de NaCl 0,3M eragdo. A ingestéo de &ua e NaCl 0,3M diarias foram
medidas da 42 até a 8° semana ap0s a indugdo da |Ao, enquanto os ratos estiverem sobre

tratamento com p&'OXGti na

Perfusdo transcardiaca e coleta do tecido

Terminado o tratamento, os animais foram profundamente anestesiados com
pentobarbital sddico (50-75 mg/rato) e perfundidos transcardiacamente com salina em tamp&o
fosfato 0,1 M (PBS - pH = 7,4, ~ 250 ml). Os encéfalos foram removidos com uma espétula
previamente mergulhada em solucdo sdina estéril com enzima degradadora de RNA para
evitar contaminagBes (ver abaixo, RNAse Zap, Invitrogen). Apos a retirada do encéfao, o

mesmo foi colocado sobre um papel filtro estéril em cima de uma placa de Petri preenchida
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com gelo seco. Tendo o quiasma Optico como referéncia, foi feito um corte coronal de

encéfalo nesta por¢do para posterior coleta do das amostras de tecido, figura 3.

Figura 3. Fotos representativas de um animal do grupo durante a perfusdo transcardiaca com
solucdo de tampdo fosfato (esquerda), retirada do encéfalo (centro) e preparo do tecido para
coleta da amostra de interesse (direita). A linhatracejadailustra o local do corte corona para
extragdo da amostrade tecido.

Microdissec¢éo para coleta do hipotalamo

As amostras do hipotaldmo foram coletadas por meio de uma agulha estéril de
1,5 mm de didmetro, transferidas para um tubo criogénico estéril, figura 4, e foram
armazenadas em freezer -80°C. Em cada tubo foi colocado o nicleo hipotaldmico (direito e
esquerdo) de apenas um animal. Todos os procedimentos foram redizados em condigoes

livres de RNase (RNAse Zap, Invitrogen).

Figura 4. Foto representativa de um animal do grupo durante a perfusdo transcardiaca com
solucdo de tampéo fosfato, retiradado encéfalo e preparo do tecido para coleta da amostra de
interesse. A linhatracejadailustrao local do corte coronal para extragdo da amostra de tecido.
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Avaliacéo da expressdo génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real apds Transcricdo Reversa (RT-qPCR).

Os experimentos de RT-gPCR foram realizados seguindo as orientagdes do
MIQE: Minimum information for Publication of Quartitative Real-Time PCR Experiment

(BUSTIN et al., 2009).

Extracdo de RNA total

A extragddo do &cido ribonucleotideo (RNA) foi realizada com o Trizol
(Ambion, EUA) segundo as instrugdes do fabricante. As amostras de RNA foram tratadas
com TURBO DNase (Ambion, EUA) para remover a contaminagdo com DNA gendmico. Na
fase de precipitacdo do RNA foi adicionado 2,5 ul de glicogénio de ostra (Sigma) para
formagdo de um pellet agucarado ajudando a impedir que o RNA se perda durante as
proximas etapas do método de extragdo utilizado. O RNA foi quantificado por

espectrofotometria utilizando o equipamento Nanovue (GE Healthcare, EUA).

Analise da qualidade do RNA

A qualidade do RNA foi obtida pelo nimero da integridade do RNA (RNA
Integrity Number, RIN), a partir da andlise dos RNAs ribossomais baseadas em microfluidos,

utilizando-se o sistema 2100 Bioanalyzer (Agilent, EUA; FELIGE e PFAFFL, 2006).

Reacdo de Transcricdo Reversa (MRNA)

A transcricéo reversa dos RNA mensageiros (mRNAS) foi realizada utilizando
o kit High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Life Technologies, EUA), seguindo as

orientagdes do fabricante. Para a reagdo foram utilizados 4 puL de Master Mix para a
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transcricéo reversa ao qual foi adicionado 1 pg de RNA e o volume completado para 20 pL
com &gua livre de nucleases. A mistura foi incubada nas seguintes condi¢fes: 25 °C por 5

min., 42 °C por 30 min seguido dainativagdo da transcriptase reversaa 85 °C por 5 min.

RTg-PCR
Cada amostrade cDNA foi analisada com ensaios TagM an (Life Technologies,

EUA), contendo primers e sondas de hidrolise especificos para os mRNA de ocitocina (OT) e
vasopressina (AVP), Tabela 1. Para cada reagdo, foram utilizados 10 uL de TagMan®
Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (2X) (Life Technologies, EUA), 4 pL do
produto dareacdo de transcri¢éo reversa e o volume final ajustado para 20 uL com égua livre
de nucleases. Foram utilizadas as seguintes condi¢Oes de ciclagem: 95 °C por 10 min.,
seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C por 1 min. As reacdes foram realizadas no
Sistema de PCR em Tempo Real 7300 (Life Technologies, EUA). Na Tabela 2 pode-se
observar a sequéncia dos pares de bases para cada um dos primers. A andise do perfil de
expressdo dos mRNAs foi realizada através do méodo do Cq comparativo utilizando-se o
software DataAssist V3.01 fornecido gratuitamente pela empresa de insumos de laboratorio
Life Tecnhology, cuja configuracéo automética de linha de base é um limiar de 0,2.

O Cq (ciclo de quantificagéo) refere-se ab ponto de encontro entre a curva de
amplificagdo corrigida pela linha de base e o limiar (de acordo com o0 RTg-PCR Data Markup

Language, HTTP://rdml.org). A quantificagdo relativa da expressdo génica foi realizada

através do método do Cq comparativo (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).
Utilizando-se o Ct (cicle treshold ou ciclo limiar) € possivel calcular quantos
ciclos amais s80 necessarios para que o gene alvo emita a mesma quantidade de fluorescéncia

correspondente a quantidade de material genético duplicado que o gene de referéncia ou
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endogeno. A partir dadiferenca dos Cts dos genes enddgeno e alvo obtemos o ACt, pardmetro

utilizado nos célculos aritméticos para atingir um resultado de quantificagdo relativa.

Tabela 1. Primers e sondas de hidrdlise para os mRNA de vasopressina e ocitocina

Gene RefSeq Ensaio
Ocitocina (OT) NP_037128.1 Rn00564446_g1
Vasopressina (AVP) NM_016992.2 Rn00690189 g1

Informacdes extraidas do: http://goo.gl/rAsc2, Apllied Biosystems by Life Technologies.

Tabela 2. Sequéncia dos pares de bases para cada um dos primers, segundo 0s pontos para a
amplicagcdo do cDNA 5 e3'.

Ocitocina (OT) Sequéncia 5’ -3’

Forward CTGCTGTAGCCCGGATGGCTG
Reverse AGCGCTCGGAGAAGGCAGACT
Vasopressina (AVP) Sequéncia 5’ -3’

Forward ATCCGACATGGAGCTGAGAC

Reverse AAAAACCCTCTCGACACTCG

InformagBes extraidas do: http://goo.gl/rAsc2, Apllied Biosystems by Life Technologies:
NM_012996.3 Rattus norvegicus oxytocin, prepropeptide (Oxt), mMRNA e NM_016992.2
Rattus norvegicus arginine vasopressin (Avp), mRNA
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Analise Edatistica dos Dados

A comparagéo dos dados entre 0S grupos experimentais para os exames de
ecocardigrafia foi readlizada utilizando-se teste-t, sendo diferenca de 5% considerada
estatisticamente significativa. Para a ingestdo de liquidos foi utilizado andlise de variangca
ANOVA de uma via. Quanto a andlise para a expressao génica, vide acima, RTg-PCR, que
segue outro padrdo de andlise, fornecido pelo fabricante do gparelho. Em adicdo, os valores
obtidos para cada Cq comparativo através do software fornecido pelo aparelho foram
agrupados em uma planilha do Excel para obtermos os valores da média + erro padréo da
média que foram utilizados para a confecgdo dos gréficos. Andlise de varianga ANOVA de

umaviafoi feita para comparagdo do Cq.



Insuficiéncia adrtica e antidepressivo: expressdo génica 19

IV RESULTADOS

Analise Morfométrica das parametros cardiovasculares — ecocardiogramas

Na 42 semana ap6s a indugdo da IAo os animais apresentaram semel hangas
entre os grupos I1Ao + parox e Ao + contr, bem como 0s grupos contr + parox e contr + cont,
tabela 3. O que € importante para demonstrar que os grupos estavam em condigdes parecidas
antes do inicio do tratamento com parox. Apos 4 semanas do tratamento com parox ocorreu
uma melhora da fungdo cardiaca dos |IAo0 + parox em relagdo aos IAo + controle, figura 5.
Podemos observar que a fragdo de encurtamento dos IAo+ parox foi preservada, sendo

semelhante ao grupo controle, figuras.

Tabea 3. Variaveis morfofuncionais dos grupos estudados na 42 semana ap0s a indugéo da
IAo, antes do inicio do tratamento com parox.

Variaveis - 4 semanas I Ao + parox IAo + controle  contr + parox contr + contr
n=9 n=8 n=9 n=8
DDVE (mm) 8.74+0.31 9.07 £ 0.39 7.01+0.35* 5.85+0.28*
Fragéo de encurtamento % 41.46 + 3.55 44.38 + 4.36 50.90 + 4.27 55.71+2.82
VAE (cm®) 0.180 + 0.020 0.189+0.033 0.075+0.009*  0.080 + 0.019*
Sphericity index 0.81+0.01 0.87 £0.02 0.66 = 0.02* 0.63 £ 0.01*
Relative wall thickness 0.39£0.02 0.35+0.02 0.43+£0.03 0.48+£0.01
DC (ml/min) 15329 +11.79 16354 +15.77  99.69 + 3.87* 93.86 + 12.01*
Peso corporal (g) 3784+12.9 369.3+6.2 371.3+14.3 362.8+9.9

DDVE = didmetro diastélico do ventriculo esquerdo (mm); fragdo de encurtamento % =
DDVE - didmetro sistdlico do ventriculo esquerdo/ DDVEx100; VAE = volume do &trio
esquerdo (cm®); indice de esfericidade = comprimento do eixo menor/comprimento do eixo
maior do ventriculo esquerdo; espessura relativa da parede posterior; DC = débito cardiaco
(ml/min); e peso corporal (g). * diferente de |Ao, p < 0.05, teste—t.
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Figura 5. Variaveis morfofuncionais de funcéo sistélica e diastdlica do VE, na 8% semana,
obtidos por meio de ecocardiografia com Doppler colorido e cursor em Modo-M para os
grupos estudados. Fragdo de encurtamento (%) = porcentagem de encurtamento do VE, dado
pela diferenca entre o0 DDVE e o DSVE; e DDVE (mm) = di@metro diastdlico final do
ventriculo esquerdo. Os dados estéo expressos como média + EPM. Comparagfes entre 0s
grupos feitas através do teste-t.
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A ingestéo diaria de NaCl 0,3M foi menor nos grupos que receberam a paroxetina

em comparagao aos grupas controle, p = 0,041, figura 6. JAaingestéo de agua ndo foi alteradaem

nenhum dos grupos experimentais, figura 6.

—W— |Ao + parox (n = 8) —@— contr + parox (n = 8)
—— IA0 + contr (n =7) —O— contr + contr (n = 9)

20

Ingestao de NaCl 0.3M (ml/24 h)

60

Ingestao de agua (ml/24 h)

x diferente de IAo + contr e contr+ contr

8 10 12 14 16 18 20 22

dias

Figura 6. Ingestéo diéria de NaCl 0,3M (acima) e ingestdo de agua (abaixo) em 24 h
(abaixo) pelo periodo de 4 semanas nos 4 grupos estudados. Os dados estdo expressos
como média+ EPM. Anovaduas vias foi utilizada para comparagdes entre 0S grupos.
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Analise da expressio génica a partir do RTg-PCR

Andlise de varianca ANOV A de uma via ndo mostrou diferencas significativas para a
quantificagdo relativa da expressdo génica tanto paraa OT (p = 0.08) quanto para AVP (p =
0.59), figura 7. Para esta andlise tivemos um ndmero menor de animais por grupo, pois
perdemos agumas amostras durante as padronizagdes para a extragdo do MRNA,
permanecendo cada grupo com o seguinte nimero de animais: Ao + parox = 6, |1Ao +
controle = 5, controle + parox = 4 e controle + controle = 4. Assim, postulamos que se
aumentarmos O grupo conseguiremos uma comparagdo estatisticamente significante para a
expressdo dos neuropeptidios alvos. Uma das possibilidades é que a quantidade de tecido
extraida ndo tenha sido boa o suficiente para as andlises, em adicéo as grandes dificuldades
para a padronizagdo das concentracfes das amostras e 0 método de extragdo que ndo se
mostraram muito eficientes para as condi¢cbes do nosso laboratorio. A utilizagdo do gene
endogeno de escolha para as andlises aqui apresentadas néo foi satisfatdria por