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RESUMO

A exposicao pré-natal ao alcool (EPA) prejudica o desenvolvimento fetal e no
Sistema Nevoso Central (SNC) pode resultar em inflamacao e morte neuronal.
Assim, pode contribuir para fenétipos de disfuncées neuroldgicas e alteracbes
de comportamento, memoéria e aprendizagem. Estas Ultimas alteracbes séo
controladas pelo hipocampo. A expressdo hipocampal dos componentes dos
sistemas peptidicos Renina-Angiotensina (SRA) e Calicreina-Cininas (SCC) ja
foi descrita, entretanto, uma possivel modulacdo gerada pelo alcool destes
sistemas na EPA ainda é desconhecida. Este estudo exploratorio analisou os
efeitos da EPA na expresséao dos sistemas peptidicos SRA e SCC no hipocampo
de camundongos de ambos os sexos. Assim, camundongos isogénicos C57BI/6
foram expostos ao alcool durante a gestacdo na concentracédo de 10% (v/v). Os
hipocampos dos camundongos, no dia pos-natal 45 (PN45), foram processados
para analise diferencial de expressdo de RNA mensageiro (RNAm) de
componentes dos sistemas SRA e SCC. Além da diferenca de expressao basal
de RNAmM de peptideos dos SRA entre 0s sexos (grupo controle), a EPA modulou
a expressao de RNAm dos componentes dos dois sistemas em machos e
fémeas, evidenciando um possivel papel protetor ao dano gerado pelo alcool no
hipocampo. A elevada expressdo de RNAmM de AT1 e ECA em machos e uma
possivel modulacédo do SRA pelo estrégeno sugere que as fémeas do grupo EPA
possam ser protegidas pelo efeito do alcool. O uso de medicamentos que
regulam estes sistemas pode ser uma estratégia para reduzir os efeitos da EPA

no hipocampo.

Palavras-chave: Exposicao pré-natal ao alcool, sistema renina-angiotensina,

sistema calicreina-cininas, hipocampo.



ABSTRACT

Prenatal exposure to alcohol (PAE) impairs fetal development and can result in
neuronal inflammation and death in the Central Nervous System (CNS). Thus, it
can contribute to phenotypes of neurological disorders and changes in behavior,
memory, and learning. These latter changes are controlled by the hippocampus.
Hippocampal expression of components of the Renin-Angiotensin (RAS) and
Kallikrein-kinin (KKS) peptide systems has already been described, however, a
possible modulation generated by alcohol of these systems in PAE is still
unknown. This exploratory study analyzed the effects of PAE on the expression
of the RAS and KKS peptide systems in the hippocampus of mice of both sexes.
Thus, isogenic C57BI/6 mice were exposed to alcohol during pregnancy at a
concentration of 10% (v/v). On a postnatal day 45 (PN45), mouse hippocampi
were processed for differential analysis of messenger RNA (mRNA) expression
of components of the RAS and KKS systems. In addition to the difference in
baseline mMRNA expression of RAS peptides between genders (control group),
PAE modulated mRNA expression of components of both systems in males and
females, evidencing a possible protective role against damage caused by alcohol
in the hippocampus. The high expression of AT1 and ACE mRNA in males and
a possible RAS modulation by estrogen suggest that females from the PAE group
may be protected by the effect of alcohol. The use of drugs that regulate these

systems may be a strategy to reduce the effects of PAE on the hippocampus.

Keywords: Prenatal alcohol exposure, renin-angiotensin system, kallikrein-

kinins system, hippocampus.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que o uso do alcool ou etanol (EtOH) advém do mesmo periodo
em que surgiu a agricultura e a invengao da ceramica, tendo sua origem a partir
da fermentacgdo natural de frutas e cereais. O consumo de bebidas alcodlicas ja
registrado desde os povos ancestrais, como o0s celtas, babilbnicos, gregos,
egipcios e os romanos. [1] O é&lcool é a droga utilizada hd mais tempo pelo

homem e com maior poder viciante, sendo aceita pela sociedade. [2] [3]

O alcool é consumido em todas as regides do mundo, sendo esse consumo
concentrado em menos da metade da populacdo mundial. Em 2018, a
Organizac¢éo Mundial da Satide publicou o Relatério Global sobre Alcool e Satde
referente ao ano de 2016, indicando que 43% da populacdo com 15 anos ou
mais (15+ anos) consumiu alcool no ultimo ano, registrando a média per capita
mundial de 6,4 L de alcool. No Brasil, 40% da populacdo consume alcool, sendo
a maioria dos consumidores do sexo masculino (44% dos homens e 27,3 das
mulheres), registrando o consumo per capita 7,8 L de alcool. Mesmo sendo maior
que a média mundial (6,4 L de alcool), o indice brasileiro é inferior a média da
regido das Américas (8,0 L) [4] [5]. O consumo brasileiro por homens e total
(quando somados homens e mulheres) tem apresentado diminuicdo nos ultimos
anos. Entretanto, o consumo de alcool por mulheres, embora menor que dos
homens, € o0 Unico que tem apresentado aumento progressivo ao passar dos

anos na ultima década [1].

Os efeitos do etanol dependem do seu metabolismo e concentragcdo no
sangue humano. Sendo uma molécula hidrossoluvel, de baixo peso molecular,

com formula quimica C2HsO (CH3CH:20H), sua absorcdo é facilitada no

estbmago (20%) e intestino delgado (80%). Apds absorcdo, o alcool é



metabolizado pelo figado, seja pela via oxidativa ou ndo oxidativa. O restante do

etanol (menos de 5%) é eliminado através da respiracdo, suor e urina [6] [7] [8]
[9].

O Aalcool, quando consumido moderadamente, € oxidado a acetaldeido
(CH3CHO) em reacéo catalisada pela enzima alcool desidrogenase (ADH) no
citosol dos hepatdcitos e participacdo da forma oxidada da dinucleotideo de
nicotinamida-adenina (NAD"), via fosforilagdo oxidativa (Figura 1) [10] [11]. Se
o consumo de alcool for excessivo, a via microssomal oxidante (MEOS) é ativada
no reticulo endoplasmatico liso (REL) dos hepatdcitos, ajudando na eliminacao
de compostos téxicos pela ativacdo do citocromo P450 IIE1 (CYP2EL). A ADH,
converte o &lcool em acetaldeido por meio de moléculas de fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida-adenina hidrogenado (NADPH) e Oz com gasto
de ATP (Figura 1). Uma terceira via de metabolizacdo do alcool é a via das
catalases nos peroxissomos, tendo a capacidade de oxidar uma pequena
guantidade de alcool na presenca de um gerador de peréxido de hidrogénio
(H202) sem a necessidade de NAD como cofator, formando acetaldeido [12]. O
acetaldeido é convertido em acetato pela acdo das aldeido desidrogenases
(ALDH) nas mitocondrias, possibilitando a sua conversdo em acetil-coenzima A
(Acetil-CoA) por enzimas como a Acil-CoA sintetase. Pela incapacidade dessas
enzimas (ADH) de metabolizar o alcool em individuos com consumo cronico, é

necessario a ativacao dessas duas vias alternativas (Figura 1) [13] [7] [8].
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Figura 1. Vias oxidativas do metabolismo do alcool. As enzimas alcool desidrogenase (ADH),
citocromo P450 2E1 (CYP2E1l) e catalase contribuem para metabolismo do alcool. ADH,
presente no citosol, converte etanol em acetaldeido. Essa reacdo envolve um transportador
intermediario de elétrons, nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*), que é reduzido por dois
elétrons para formar NADH. Catalase, localizada em peroxissomos, requer peroxido de
hidrogénio (H202) para oxidar o alcool. CYP2E1l, presente predominantemente nos
microssomas da célula metabolizam o alcool em acetaldeido em concentracdes de etanol. O
acetaldeido & metabolizado principalmente pelo aldeido desidrogenase 2 (ALDH2) na
mitocOndria para formar acetato e NADH (retirado de AVALOS, MOLINA, 2010 [3]).

1.1 EXPOSICAO PRE-NATAL AO ALCOOL (EPA)

Considera-se exposicdo pré-natal ao alcool o &lcool consumido por
gestantes de forma deliberada ou ndo, ndo importando a quantidade ou
frequéncia. De fato, quantidades pequenas de alcool consumidas durante a
gestacdo podem estar correlacionadas a efeitos neurolégicos e
comportamentais na crianc¢a [14]. A sindrome alcodlica fetal (SAF) e os disturbios
do espectro alcodlico fetal (FASD) resultam da exposi¢éo intrauterina ao alcool
e sdo as causas ndo hereditarias mais comuns de deficiéncia intelectual. Estudos
sobre EPA relatam deficiéncias de crescimento, anormalidades neuroldgicas,
retardo no desenvolvimento e deficiéncia intelectual em criangas que foram

7

expostas ao alcool durante a gestacdo [14] [15]. A SAF €& comumente



diagnosticada erroneamente, impedindo que as criancas afetadas recebam
tratamento e intervencao necessarios em tempo hébil. O diagnoéstico € baseado
na presenca de caracteristicas clinicas como retardo de crescimento pré-natal
e/ou poés-natal, dismorfologia facial, disfuncdo do sistema nervoso central e
deficiéncias neurocomportamentais. A FASD é um diagndstico mais amplo que
abrange pacientes com SAF [16].

Os efeitos toxicos da EPA sdo bem conhecidos e associados a passagem
facilitada do alcool pelas barreiras placentérias e hematoencefélicas, resultando
em dano do desenvolvimento de células fetais. Sabe-se que o alcool pode
modular inimeras moléculas-alvo e multiplos mecanismos em diferentes
estagios de desenvolvimento ou em diferentes limiares de dose de exposi¢ao,
podendo contribuir para os diversos fenotipos observados na FASD [15].

No Brasil, os ultimos dados disponiveis indicam que a EPA é responsavel
por 11,2% de 6bitos de recém-nascidos, sendo considerada a segunda maior
causa de mortalidade infantil, como também 37% de todas as internacdes
pediatricas [4] [5]. De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), no

ano de 2017, 9,8% das gestantes consumiram alcool durante a gestacao [4].

Os efeitos da EPA podem variar consideravelmente, uma vez que
dependem de relacdo com fatores ambientais, genéticos e da saude da gestante
[17] [15]. Essa exposicao pode resultar em alteragdes celulares importantes
como modificacbes na forma, tamanho, posi¢cdo, numero e adesividade celular
e, qualquer perturbacdo ocorrida durante essa etapa, pode induzir
dismorfogénese, modificando o desenvolvimento fetal. Entretanto, muitas
dessas alteragcbes s&o observadas ao nascimento e algumas ocorrem

silenciosamente, predispondo ao longo da vida, a doengas cronicas [15].



Independente da dose, o alcool quando ingerido pela gestante e absorvido,
por meio da circulagdo, chega ao feto em questéo de poucos minutos, podendo
causar intoxicacao no sistema nervoso central (SNC) da mée e do feto. O &lcool
prejudica a atividade cerebral, coordenagdo motora e alterarde o
comportamento. Além disso, foram relatados efeitos do alcool na sintese,
liberagcdo e sinalizagdo de neurotransmissores, incluindo GABA, glutamato e

serotonina [3].

O alcool, no feto, pode produzir diferentes efeitos na neurogénese no
hipocampo. A neurogénese hipocampal implica na formacdo de memdrias
episodicas, aprendizagem, controle comportamental, desempenho emocional e
cognitivo, na atencdo, no humor, em tomada de decisbes, no controle de
impulsos e na depressao. Especula-se que déficits afetivos e cognitivos apos a
ingestao de etanol podem estar ligados a neurogénese hipocampal interrompida.
O comprometimento da neurogénese hipocampal € mediado pela inibicdo da
proliferacdo de células-tronco neurais, causando aumento da morte celular e
diminuindo o numero de células sobreviventes. Experimentos com animais,
incluindo adultos, mostraram que o consumo de alcool pode suprimir a
neurogénese hipocampal [18] [19]. O &lcool pode afetar etapas da neurogénese,
incluindo proliferacdo neuronal, diferenciacdo, migracdo, sobrevivéncia e
integracdo de circuitos. O grau de inibicdo da neurogénese, porém depende da

dose, duracao, padrdes de uso do alcool e da idade do consumidor [20].

1.2 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (SRA)

O papel tradicional atribuido ao sistema renina-angiotensina tem sido o de
manter o equilibrio hidroeletrolitico. Isso € conseguido por meio da liberagdo do

horménio aldosterona, que retém o sal, e pela promoc¢ao da ingestao de liquidos



por meio da inducdo da sede [21]. Quando o fluxo sanguineo para o rim €&
reduzido ou quando a pressdo sanguinea diminui, esses eventos estimulam as
células justaglomerulares do rim a secretar renina. A renina é uma enzima que
retira a extremidade da proteina plasmatica angiotensinogénio para formar o
decapeptideo angiotensina | (ANG [). A enzima conversora de angiotensina
entdo separa dois aminoacidos adicionais para formar o octapeptideo
biologicamente ativo angiotensina Il (ANG II), que estimula a sede e a liberacao
de vasopressina e aldosterona. Todos esses processos promovem a retencéo
de liquidos e eletrélitos e, ao fazé-lo, restauram a homeostase. Embora
dependentes de oOrgdos-alvo para controle da pressao arterial, todos
componentes do SRA foram expressos no cérebro, inclusive no hipocampo,
onde modulam de forma ativa diversas funcdes, entre elas o estresse, a

ansiedade, o aprendizado e aquisi¢cdo de memdria (Figura 2) [22].

Angiotensinogénio
Prorenina @ ——7— Renina\

ECA2
Angic |

g i Angiotensi
NEP, TOP, POP ECA, NEP
ECA
ECA2

Angiotensina Il Angiotensina — (1-7)

MLDAD ‘ \

Angiotensina A J

-(19)

Al dina
ECA2 l

P"“/ AT,R AT,R Mas R MrgD

Figura 2. Diagrama do sistema renina-angiotensina (Adaptado de White et al., 2019)

Os receptores de angiotensina AT1 e AT2 sdo os mais estudados. Estes
tém uma grande afinidade para Ang Il, embora haja diferencas no desfecho de
suas ligacbes. O receptor AT1 é altamente expresso em adultos e medeia a

vasoconstricdo induzida por Ang Il, proliferacdo, inflamacéo e remodelagao da



matriz extracelular. Por outro lado, a ativagcdo do receptor AT2 produz efeitos
opostos, proporcionando uma acgéo protetora [22]. Outro receptor importante do
SRA é o receptor, Mas. Este receptor (com a¢des antagonistas ao receptor AT1)

esta ligado a regulacdo neuronal observada na ansiedade.

O sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) desempenha um
papel central no desenvolvimento e progressao de doencas cardiovasculares

[24].

Porém, sabe-se h&a algum tempo que existe uma relagdo entre 0 consumo
de &lcool e 0 SRA em modelos animais e humanos, inclusive em individuos com

consumo leve de alcool e em alcodlicos [25] [26] [27].

Além disso, a infusao intracerebroventricular de ANG Il aumenta a ingestao
de &lcool [28]. A administracdo intracerebroventricular de ANG Il, um dipségeno
potente em camundongos BALB/C, foi utilizado para avaliar o funcionamento do
mecanismo da sede [29]. Os resultados desses experimentos revelaram que o
consumo prolongado de solucao de etanol ndo influenciou a eficacia da ANG I
para estimular a ingestdo de agua. Surpreendentemente, no entanto, observou-
se que a infusdo de ANG Il ndo estimulou a ingestdo de solucédo de etanol,
mesmo nos camundongos sensibilizados que estavam acostumados a beber
solucdo de etanol para satisfazer suas necessidades diarias de agua. A
incapacidade de ANGII de estimular a ingestdo de solucdo de etanol foi
devidamente relacionado ao sabor aversivo da solucéo de etanol [30]. Weisinger
et al. [29] relataram que a infusdo de ANG Il causa aumento na ingestao de
solucédo de etanol de camundongos C57BI/6, em contraste de estudo anterior

com camundongos BALB/C [28].



Fitts [31] demonstrou que a administragdo central de ANG Il ou
administrac@o periférica de baixa dose do inibidor da enzima conversora de

angiotensina, captopril, causou um aumento na ingestéo de solucdo de etanol.

A ingestdo de solucédo de etanol causada pelo captopril foi reduzida por
lesdo cerebral, sugerindo que a conversdo de ANG | para ANG Il em regides
circunventriculares, e ndo alteracbes nos niveis séricos de ANG Il, medeia o
aumento na ingestédo de solucéo de etanol. Grupp e colaboradores [21] [32] [33]
mostraram que tratamentos que aumentam a angiotensina sanguinea, por
exemplo, administracéo periférica de ANG Il, desativavam a ingestéo de solucdo
de etanol, enquanto os tratamentos que diminuem os niveis sanguineos de ANG
Il provocaram o inicio da ingestdo da solucdo de etanol. Paradoxalmente,
Robertson e colaboradores [34] relatam que a administracdo periférica de
captopril ou enalapril, outro inibidor da enzima conversora de angiotensina,
também diminuiu a ingestdo de etanol. Nenhuma dessas alteracdes foi
bloqueada pela administracdo central de antagonistas da enzima renina-
angiotensina ou no caso de administracéo periférica de ANG II, lesdo da area
postrema [35]. Entretanto, na EPA, ainda ndo estd relatada uma possivel

modulacao da expressdo de componentes do SRA.
1.3 SISTEMA CALICREINA CININA (SCC)

As cininas sao os efetores vasoativos deste sistema, sendo geradas pelas
calicreinas teciduais e plasmaticas no plasma e em outros fluidos biologicos,
sendo a calicreina tecidual a cininogenase mais potente [35]. A acdo das cininas
€ mediada pela ativacdo dos receptores de cininas B1 e B2, pertencentes a
familia de receptores acoplados a proteina G. O receptor B1 apresenta alta

afinidade para os metabdlitos das cininas des-Arg®-bradicinina e des-Arg'®-



calidina, que sao liberados pela acao das carboxipeptidases (Carboxipeptidase
N — encontrada no plasma — e M — encontrada nos tecidos). O receptor B2 é
constitutivo e apresenta alta afinidade pela bradicinina e baixa afinidade pelo seu
produto de clivagem C-terminal des-Arg®-bradicinina. As calicreinas agem em
dois substratos, o cininogénio de alto peso molecular e baixo peso molecular [35]

[36].

No sistema nervoso, o receptor B1, mesmo sendo geralmente um receptor
induzido, é expresso de forma constitutiva em neurbnios do tdlamo, medula
espinhal e hipotdlamo. O receptor B2 € expresso no cortex cerebral, talamo,
hipotalamo, tronco cerebral, nlcleos basais, epéndimados e ventriculos laterais.
A expressdo de ambos os receptores pode ser estimulada por lesédo tecidual
causada por estimulos pré-inflamatérios, estresse oxidativo, exposicdo a

citocinas como IL-1 e TNF-alfa [37].

O sistema Calicreina-cininas (SCC) compf6e um sistema de resposta
inflamatoria que exerce uma série de fungdes pleiotropicas na permeabilidade
vascular e inflamacédo, bem como trombose e coagulacdo do sangue [38].
Enquanto o SCC tem um papel importante na manutenc¢éo no ténus do masculo
liso vascular, sua disfuncao prejudica varios 6rgaos [39]. A ativacdo do SCC tem
sido associada a varios disturbios, incluindo nefropatia diabética e retinopatia
[40] [41], doencas cardiovasculares [42] e doencas renais [43]. Ademais, 0S
componentes do SCC também foram identificados no sistema nervoso e
influenciam a integridade da unidade neurovascular e participam na progressao

de doencas neuroldgicas [44] [45] [46] [47].

As cininas s&o um grupo de oligopeptideos com caracteristicas quimicas e

farmacoldgicas semelhantes [48]. No ambiente cerebrovascular, esses



polipeptidios possuem funcgfes autdcrinas e/ou parécrinas devido a sua curta
duracdo [49]. Além disso, foi demonstrado que a expressdo de ambos o0s
receptores de cininas B1R e B2R é modulada em condi¢8es de leséo tecidual
gerada por estresse oxidativo, estimulos pré-inflamatérios como
lipopolissacarideo, endotoxinas, exposicao a citocinas (IL-1 e TNF-alfa) [37] [50]

Gouveia et al., 2014).

Entretanto, até o presente momento ndo ha descrito na literatura se ha
efeito da EPA sobre o SCC e poucos relatos do SRA e respectivas associacfes
com danos no SNC. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo analisar
os efeitos da EPA na modulacdo da expressdo de peptideos vasoativos dos
sistema renina-angiotensina e calicreina-cininas em hipocampo de

camundongos.



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo principal

Analisar o efeito da exposicao pré-natal ao &lcool em peptideos vasoativos
dos sistema renina-angiotensina e calicreina-cininas em hipocampo de

camundongos.

2.2 Objetivos especificos

Em hipocampos de camundongos isogénicos machos e fémeas da
linhagem C57BI/6 submetidos a exposicdo pré-natal ao alcool seréo

guantificados, no dia pos-natal 45 (PN45):

e a expressdao de RNA mensageiro de componentes do Sistema Renina-
Angiotensina: receptores AT1 e AT2, pré-renina, enzima conversora de
angiotensina ECA1 e ECA2;

» aexpressdo de RNA mensageiro de componentes do Sistema Calicreina-

Cininas: receptores B1 e B2 de bradicinina e calicreina tecidual.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Modelo Animal

Para a obtencao da prole, objeto de estudo deste projeto, foram utilizados
20 camundongos isogénicos (15 fémeas e 5 machos) da linhagem C57BI/6 com
mesma idade e pesos de 20 (+ 2) gramas. Os animais foram obtidos no Biotério
Central da Universidade Nove de Julho, Campus Vergueiro, e foram mantidos
em mesmo local, confinados em caixas plasticas apropriadas com maravalha,
ciclo de luz (ciclo claro/ escuro de 12h/12h) e temperatura (21 = 2 °C) e umidade
controlados, bem como alimentacdo e agua ad libitum [51] [52]. Todos os
procedimentos foram conduzidos em conformidade com o “Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals” (NRC, 82 Ed., 2011) e recebeu a aprovacao da
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/

UNINOVE) com o nimero de protocolo 3145230522 (ID 000309).

A exposigdo pré-natal ao alcool foi executada usando solugdes adogadas
com sacarina [53] [54] [55]. Foi comprovado que agua adocada aumenta o
consumo entre os roedores. N&o so isso, foi mostrado também, que a quantidade
ingerida metabolizada pelo organismo € menos de 12%, tendo o restante

eliminado pela urina [15] [51] [56] [57].

As fémeas foram separadas em grupo Controle — CT (n = 4) e grupo de
Exposicdo pré-natal ao alcool — EPA (n = 11), entretanto, os machos foram
utilizados como reprodutores. Todos o0s progenitores foram eutanasiados com
altas doses de anestésicos (cetamina 300 mg/kg e xilazina 90 mg/kg) apés o
desmame dos filhotes (PN30), ndo sendo utilizados para as demais analises. O

descarte das carcagas dos progenitores foi realizado em sacos plasticos



apropriados, armazenados em freezer e, posteriormente, encaminhados a

empresa especializada [58].
3.1.1 Protocolo grupo controle e Exposicao pré-natal

As fémeas do grupo Controle (n = 4) e Exposic¢ao pré-natal ao alcool — EPA
(n =11) foram acondicionadas unitariamente em caixas plasticas com maravalha
e com livre acesso a racdo e dgua e tiveram seus pesos e consumos de agua

aferidos diariamente até o final do protocolo (PN45).

Camundongos fémeas do grupo controle e exposicdo pré-natal ao alcool,
receberam 24 horas de livre acesso a 400ml de 4gua com 1g de sacarina sodica
— P.A. (Sac) (C7TH503NS - 2H20) (PolyStar, Sao Paulo, Lote: 18071801) por 2
semanas, sendo realizada a troca a cada dois dias para evitar o amargor

decorrente da degradagéo da sacarina. (Figura 3).

Periodo de Cépul Periodo Periodo
sensibilizagdo (1) gestacional (PG) pas-gestacional (PN)
=17 I8 =115 (= 3 dias) PG1 - PG19/21 PN1 - PN10 PN11 - PN3D
10 I8 115 PG1 PN1 PN10 PN30
Agua
Filtrada Solugao Sac. 0,1% Agua Filtrada
Pesagem Nascimento Desmame
Inicial dos filhotes dos fithotes
Figura 3. Protocolo grupo Controle. | — Periodo introdutério; PG — Periodo gestacional; PN —

Periodo pos-gestacional. Observa-se a linha do tempo evidenciando o tipo de solucao
disponibilizada em cada etapa do protocolo. (arquivo pessoal).

As fémeas do grupo etanol, ap6s duas semanas, receberam alcool na
solucéo de sacarina, enquanto o grupo controle continuou recebendo apenas a
sacarina (Figura 4). A concentracéo de etanol foi aumentada gradualmente para
evitar a desnutricdo materna pelo consumo excessivo. Sendo assim, a cada 2

dias, foi administrado 2% de etanol, depois para 5% e finalmente para 10% (p/v)



preparadas no volume de 1000 ml com adi¢céo de 0,1% de Sac [52] de acordo

com a Tabela 1.

Tabela 1. Calculo de diluicdo para obtencdo de 1L da solu¢cdo de EtOH em relagdo a
porcentagem desejada.

89,5 2 20,1005 979,8995 1000
89,5 5 50,2513 949 7487 1000
98,5 10 100,5025 899,4975 1000

Observacgbes: utilizagdo de alcool etilico 99,5% (P.A.). 0,1% de sacarina sodica correspondeu a
adigdo de 1g no volume final da solugio, ndo sendo considerado para calculo de diluigio.

Apds 2 semanas, o macho foi introduzido na caixa da fémea. Confirmada a

gestacdo o macho foi retirado.

Periodo de Periodo
i e ol [ ion

; PG PN PM PN PN PM

|”'4| woe I'?'a |'5"5|*£”J| 1-19/24 |1-1o|11-12||3-14|15-21|22-3u|
o 14 16 18 115 PG1 PN1 PN10 PN12 PN14 PN21 PN30
Solugdo Solugio Solugdo Solugdo Solugdo Solugdo

Sac. alcodlica alcodlica alkeoadlica alcodlica Sac. Agua

01% 2%EtOH 5%EwOH 5%EOH 2%EWH 01%  Fitrada
Pesagem Nascimento Desmame
Inicial dos fithotes dos fithates

Figura 4. Protocolo grupo Exposi¢éo pré-natal ao alcool (P.A.E.). | — Periodo introdutério; PG —
Periodo gestacional; PN — Periodo pés-gestacional. Observa-se a linha do tempo evidenciando
o tipo de solucéo disponibilizada em cada etapa do protocolo. (arquivo pessoal)

As fémeas continuaram a beber de forma estavel durante a gravidez. 11
dias ap6s o nascimento, as concentragfes de alcool e sacarina foram reduzidas
pela metade a cada 2 dias, até que os camundongos consumissem apenas agua.
Do mesmo modo, as fémeas do grupo controle pararam de consumir a agua
adocicada. Os filhotes foram desmamados aos 30 dias e mantidos em gaiolas
alojadas do mesmo sexo, com agua e racao a vontade. Os filhotes (tanto macho

quanto fémeas) com 45 dias de vida foram usados em nosso estudo de



expressdo génica. A administragdo de alcool através de agua, foi realizada para
reduzir o estresse materno e dos filhotes, que poderiam ser causados se o alcool

fosse administrado por meio da canulag&o ou injecéo géastrica [56] [51].

Resumindo, o protocolo de exposicdo pré-natal ao alcool (EPA) foi
realizado usando uma solucédo com gradiente alcodlico crescente (2, 5 e 10%) e
solucédo de sacarina a 0,1% dissolvidos em 400 mL de agua. Os progenitores
tiveram acesso a solucdo 10% durante o acasalamento (ambos), gestacao e
aleitamento (somente as fémeas). O gradiente decrescente de alcool foi
realizado apés 10 dias do nascimento dos filhotes (5 e 2% até agua pura) para
nao causar estresse nas fémeas progenitoras, como sinais de abstinéncia de

alcool [52].

3.2 Coleta dos materiais biolégicos

Apds o desmame, os filhotes machos e fémeas foram acondicionados em
caixas, separados por género, recebendo agua filtrada e racdo ad libitum. Quinze
dias ap6s o desmame (PN45), os animais foram anestesiados com 1 mL de
isoflurano por inalacdo por 1 minuto e decapitados [58]. Esse método de
eutanasia se fez necesséario em fungdo das demais técnicas induzirem aumento
de estresse oxidativo pela acdo de anestésicos administrados por vias,
intravenosa (i.v.), intragastrica (i.g.) ou intraperitoneal (i.p.), por exemplo [59]
[60]. O nimero de animais por grupo experimental (controle e EPA) foi de 5
animais por grupo (n = 5), sendo que os animais excedentes também foram
eutanasiados e seus oOrgdos coletados e congelados para analises né&o

pertinentes a este estudo.



O hipocampo foi retirado apds craniotomia e brevemente lavado em
solucéo fisiologica, para retirada do excesso de sangue. Os hipocampos foram
pesados, imersos em nitrogénio liquido para congelamento e, armazenados a -
80 °C para analise posterior. O descarte das carcacas dos animais foi realizado
em sacos plasticos apropriados, armazenados em freezer e, posteriormente,

encaminhados a empresa especializada [61].

3.3 PCR quantitativo

A técnica que foi empregada é a Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR
em tempo real combinada com “array”, que permite quantificar a expressao de
multiplos genes simultaneamente (Custom TagMan® Array Plates — Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Ao se comparar tal técnica com o PCR em
tempo real (QPCR) convencional, verifica-se a possibilidade de determinacao
simultanea, em larga escala, da expressao génica, diminuindo o custo do estudo
e 0 tempo com a experimentacdo, permitindo também, a customizacdo das

placas de acordo com os genes selecionados.

a) Extracdo do RNA

As amostras de hipocampo dos dois grupos foram pesadas e
homogeneizadas em 1 ml de Trizol® Reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA) a 15 °C e incubados por 5 min em temperatura ambiente para a
dissociacdo completa dos complexos nucleoproteicos. Em seguida, foi
adicionado 200 pL de cloroférmio refrigerado aos homogenatos, agitados em
vortex por 15 seg., e incubados em temperatura ambiente por 10 min. Apos o
periodo de incubagéo, as amostras foram centrifugadas por 15 min, (12000 xg a

4 °C).



A fase aquosa resultante de cada amostra foi retirada e transferida para
tubos Eppendorf de 1,5 ml estéril, adicionados 500 pL de isopropanol refrigerado,
para a precipitacdo do RNA, mantidas em temperatura ambiente por 10 min, e
novamente centrifugadas (12000 xg/ 4 °C/ 10 min). Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e os pellets de RNA lavados com 1 ml de etanol 75% refrigerado
(preparado com &gua tratada com dietilpirocarbonato, DEPC, 0,01%). As
amostras foram novamente centrifugadas (7500 xg/ 4°C/ 5 min) e o
sobrenadante descartado. Finalmente os pellets secaram ao ar livre, onde
ficaram ressuspendidos com 15 uL de agua DNAse I/ RNase Free — (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e armazenados a -80 °C até a realizacdo da Transcricdo

Reversa.

b) Tratamento do RNA total e Integridade das amostras

As quantificagbes de RNA total foram obtidas utilizando o
espectrofotometro NanoDrop ND-2000 (NanoDrop Products, Wilmington, DE,
USA), sendo que 1U A260 corresponde a 40 ug de RNA/ ml. Foram utilizadas
apenas amostras livres de contaminantes (A260/A230 ~1,8) e de proteinas
(A260/A280 = 1,8 — 2,0). Para eliminacédo da contaminacdo de DNA genbmico
das amostras, 1ug de RNA total (8 uL) foi incubado com 1 unidade (1 L) de
DNAse I/RNase Free — (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), na presenca 1 pL de
solucéo contendo 20 mM Tris-HCI, pH 8.4 e 2 mM MgCI2 por 15 min a 37 °C,

seguido de incubacao a 65 °C durante 10 minutos para inativacdo da DNAse |I.

Ap6s o tratamento descrito anteriormente, as amostras foram
normalizadas para 2.000 ng/ pL, utilizando-se como solvente DNAse I/RNase
Free — (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), e armazenadas a -20 °C até o inicio da

reacao de transcricao reversa (RTqPCR) para sintese do cDNA.



c) Transcricdo reversa

Para esta reacéo foi utilizado o Kit SuperScript® IV Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Inicialmente, 10 pL de RNA de cada amostra,
transferido para Eppendorf de 100 pL e adicionada a esta 3 puL de solucéo
contendo, 1 pL de 50 uM Oligo d (T)20 Primer, 1 uL 10 mM dNTP mix e 1 pL de

DNAse I/RNase Free (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Em seguida, as amostras foram incubadas em termociclador por 5 min a
65 °C, incubadas em gelo por 1 minuto e, adicionados 7 pL de solugdo contendo,
1 pL de Ribonuclease Inhibitor, 1 pL de SuperScript® IV Reverse Transcriptase
(200 U/ pL), 1 pL 100 mM DTT e 4 pL de 5x SSIV Buffer (Invitrogen, Carlsbad,

CA, EUA).

A solugéo resultante foi submetida a dois ciclos de incubag&o: 10 minutos
a 55°C e 10 min 80°C., adicionado 1 pL de E. coli RNAse H (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) e novamente incubada por 20 minutos a 37 °C, para a remogao do
RNA residual. Apds a reacao, as amostras de cDNA foram mantidas a -20 °C até

a realizacao da qPCR.

d) Reacéo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) em tempo real — qPCR

A amplificacdo e aquisicdo dos dados ocorreu com o uso de sonda
Tagman em equipamento Quantstudio™ 5 System (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA) como descrito previamentew. Nesse processo de excitacdo
a captacdo de fluorescéncia é realizada em cada ciclo de amplificacdo do PCR,
fornecendo uma quantificacdo em tempo real das sequéncias dos genes de

interesse.



O design da placa foi customizado para conceder a analise de 2 amostras
simultaneamente, utilizando-se 48 pogos para cada amostra, demandando para
a reacao de gPCR o seguinte protocolo: em 15 pL de cDNA, adicionados a 250
pL de Solugdo Tagman® Universal Fast Master Mix 2X (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA) e 235 pL de 4gua DNAse I/ RNase Free — (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) por amostra, permitindo o volume de 10 pL de reagdo em
cada poco da placa com 96 pocos. As amostras serdo aplicadas em duplicata e
incubadas a 95 °C por 20 s, e passaram por 40 ciclos térmicos a 95 °C por 3 s e
60 °C por 30 s. Foram utilizados os primers dos componentes do SCC:
receptores B1 e B2 de bradicinina e calicreina tecidual. Para o SRA, os primers
foram para receptores ATl e AT2, prbé-renina, enzima conversora de

angiotensina ECA1 e ECA2.

Os genes diferencialmente expressos foram normalizados pelo nivel de
expressdo do gene housekeeping subunidade 18S do RNA ribossomal, da qual
a expressao mostra-se praticamente inalterada nas condi¢cfes experimentais. O
“software” QuantStudio™ Design & Analysis verséo 1.3.1 (Applied Biosystems,

Carlsbad, CA, EUA) foi utilizado para o processamento dos dados.

Os valores de ACT das amostras foram determinados pela subtracdo do
valor de CT médio do mRNA do gene alvo a partir do valor médio de CT do gene
housekeeping 18S rRNA. O parametro 2-AACT foi utilizado para representar os

dados de expressao relativos.

3.4 Analise estatistica

Os resultantes das analises de expressao génica foram tabulados e

classificados. Os céalculos estatisticos e a confecgéo de todos os gréaficos foram



realizados utilizando a aplicacado de GraphPad Prism verséo 8.0.1 for Windows,
GraphPad Software (San Diego, CA. USA). O teste de Shapiro-Wilk foi usado

para verificar a normalidade e variancias de erro.

Para comparacgéo da expressao dos genes entre o grupo Controle e grupo
EPA foi feito o Teste t de Student para amostras independentes e, quando
necessario, complementado com o teste de corre¢cdo de Welch. Um valor de p
<0.05 sera considerado como significativo e o0s resultados seréo expressos como

meédia + erro padrdao da média (EPM).

4. Resultados

As amostras de hipocampo coletadas de animais de ambos 0s sexos com
45 dias de vida dos dois grupos experimentais (controle e EPA) foram
processadas para extracdo de RNAmM. Foram analisadas a expressao génica de
8 genes componentes do sistema renina-angiotensina (SRA): receptores AT1 e
AT2, pré-renina, ECA, ECA2; e do sistema calicreina-cininas (SCC): receptores

Bl e B2 e KLK.

A expressdo de RNAmM do gene do receptor de angiotensina AT1
apresentou, nos grupos EPA, aumento significativo quando comparado aos
respectivos controles de ambos os sexos (Figura 5A). Mesmo assim, a
expressdo de RNAmM de AT1 mostrou-se menor em fémeas que em machos dos
grupos EPA. A expressao basal de AT1 também se mostrou diminuida em
fémeas controle quando comparada com machos controle (Figura 5A). Em
relacdo a expressdo do gene do receptor de angiotensina AT2, foi observada
diminuicdo nos grupos EPA em relagcdo aos grupos controles (Figura 5B).

Todavia, fémeas do grupo EPA apresentaram maior expressao de RNAm de AT2



guando comparadas com machos EPA. Curiosamente, nos grupos controle, a

expresséo basal de RNAm de AT2 foi maior em fémeas que em machos (Figura

5B).
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Figura 5. Expressao relativa de RNAm dos receptores AT1 (A) e AT2 (B) de angiotensina no
hipocampo de camundongos C57BI6 em dia pos-natal 45 (PN45) dos grupos amostrais controles
machos (CtM) e fémeas (CtF) e com exposicdo pré-natal ao alcool (EPA) machos (EtM) e fémeas
(EtF). A. * em relacéo ao grupo CtM; # em relacéo ao grupo CtF; & em relagdo ao grupo EtM; ¢
em relacéo ao grupo CtM; B. * em relagcdo ao grupo CtM; & em relagdo ao grupo EtM; ® em relagdo
ao grupo CtM;

A EPA néo alterou a expressdao de RNAm do gene da pro-renina (Ren) nos
grupos Controle ou EPA de ambos os sexos. Entretanto, a expressao basal de
RNAmM de renina em fémeas mostrou-se menor que em machos independente

da EPA (Figura 6).
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Figura 6. Expressao relativa de RNAm de pré-renina no hipocampo de camundongos C57BI6
em dia pés-natal 45 (PN45) dos grupos amostrais controles machos (CtM) e fémeas (CtF) e com
exposicdo pré-natal ao alcool (EPA) machos (EtM) e fémeas (EtF). & em relagéo ao grupo EtM;
$ em relacéo ao grupo CtM;



A EPA induziu aumento da expressdo de RNAmM do gene da enzima
conversora de angiotensina (ECA), quando comparados aos grupos Controle,
tanto em machos como em fémeas EPA (Figura 7A). A expressdo de ECA
mostrou-se diminuida em fémeas EPA em relacdo aos machos EPA (Figura 7A).
Em relagdo a expressdo de RNAm do gene da enzima conversora de
angiotensina Il (ECA2), a EPA induziu diminuicdo de expressdo em animais do
grupo EPA de ambos os sexos quando comparados com seus respectivos
controles (Figura 7B). Entretanto, em relagéo aos controles, a expressao basal

de ECAZ2 foi menor em fémeas quando comparadas com os machos (Figura 7B).
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Figura 7. A. Expressao relativa de RNAmM de enzima conversora de angiotensina (ECA) no
hipocampo de camundongos C57BI6 em dia p6s-natal 45 (PN45) dos grupos amostrais controles
machos (CtM) e fémeas (CtF) e com exposicdo pré-natal ao alcool (EPA) machos (EtM) e fémeas
(EtF). * em relacdo ao grupo CtM; # em relacdo ao grupo CtF; & em relagdo ao grupo EtM; B.
Expressao relativa de RNAm de enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) no hipocampo de
camundongos C57BI6 em dia p6s-natal 45 (PN45) dos grupos amostrais). *em relacdo ao grupo
CtM; # em relacéo ao grupo CtF; ® em relacdo ao grupo CtM;

A expressédo de RNAm dos receptores de cininas B1 e B2 apresentaram
padrdo similar, sendo observado aumento de expressdo nos grupos EPA,
independente do sexo (Figura 8A e B). Entretanto, a expressao do receptor B1

foi fortemente induzida pela exposicdo ao alcool em ambos 0s sexos quando



comparados com o0s grupos Controles (Figura 8A). Foi também verificado
aumento significativo de expressdo de RNAm do receptor B2 em machos EPA
comparados com fémeas EPA (Figura 8B). A expressao de calicreina tecidual
(KLK) também foi estimulada pela EPA tanto em machos como em fémeas,

guando comparados aos respectivos controles (Figura 8C).
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Figura 8. Expressao relativa de RNAm dos receptores de cininas B1 (A) e B2 (B) no hipocampo
de camundongos C57BI6 em dia p6s-natal 45 (PN45) dos grupos amostrais controles machos
(CtM) e fémeas (CtF) e com exposicao pré-natal ao alcool (EPA) machos (EtM) e fémeas (EtF).
A. * em relacdo ao grupo CtM; # em relacdo ao grupo CtF; B. * em relacdo ao grupo CtM; # em
relacdo ao grupo CtF; & em relacdo ao grupo EtM; (C) Expressao relativa de RNAm de Calicreina
tecidual no hipocampo de camundongos C57BI6 em dia pods-natal 45 (PN45) dos grupos
amostrais. *em relacdo ao grupo CtM; # em relacdo ao grupo CtF.



5. Discussao

Apresentamos neste estudo diferencas significativas na expressao de
MRNA de componentes dos sistemas renina-angiotensina (SRA) e calicreina-
cinina (SCC) no hipocampo de animais de ambos 0s sexos expostos ao alcool
durante a gestagdo em comparacdo com seus controles. Observamos, no
hipocampo, a expressao diferencial de mMRNA dos componentes SRA de machos

e fémeas controles.

Varios estudos relataram a influéncia do SRA na ingestdo de alcool. Em
1993, [62] observou que a administracdo periférica de baixas doses do inibidor
da ECA captopril induziu aumento na ingestao de solucao de etanol. Grupp et al.
[28] coletaram evidéncias de que a ingestdo de alcool estd inversamente
relacionada a atividade do SRA. No entanto, poucos estudos associam a EPA e
a modulacao de expressdo de SRA. Zhu et al. [63] observaram aumento no nivel
sérico de Ang Il e na expressdo génica da enzima renal ECA em animais com
EPA. No mesmo estudo, a expressdo do receptor AT2 foi significativamente
inibida [63]. Particularmente, no hipocampo, até o momento ndo encontramos

estudo exploratério entre EPA e SRA, ponto forte de nosso estudo.

Nossos dados mostram diferengas sexuais na expressao hipocampal do
RNAm dos componentes do SRA em animais submetidos & EPA. Observamos
aumento na expresséo dos genes AT1 e ECA em camundongos do grupo EPA,
independentemente do género, em relacdo aos controles. Analisando o
hipocampo apoés a inducéo de epilepsia em ratos, que resulta em lesédo tecidual
e morte celular, Gouveia et al. (2012) observaram aumento na expressao de AT1
na fase cronica do modelo. Esta fase é caracterizada por crises epilépticas

espontaneas e recorrentes devido a formagédo de esclerose hipocampal.



Segundo os autores, a expressdo de AT2 aumentou nas fases aguda e
silenciosa, sendo esta ultima uma fase latente, sem convulsfes, onde ocorre a
plasticidade hipocampal. Uma maior expressao de RNAm de AT2 foi observada
em nosso estudo no grupo fémeas PAE em relagdo ao grupo macho EPA,
embora inalterada em relacéo aos seus controles. De fato, Chakrabarty et al. [64]
mostraram que o estradiol induz a expressdao do RNAmM do receptor AT2 em
neurdnios de ratos e que esse receptor € necessario para a neurogénese.

Em conjunto, nossos dados sugerem que o aumento dos RNAs
mensageiros de AT1 e ECA pode refletir o aumento da disponibilidade e ativacao
da Ang Il, contribuindo para uma possivel neuroinflamacao gerada pela EPA. Liu
et al. [41] relataram que uma dieta alcodlica de 5% provocou aumento na
concentragdo de Ang Il no miocéardio e maior indice apoptético. Em fémeas EPA,
a diminuigéo da expressdo do RNAm de AT1 e a restauragao da expressao do
RNAmM de AT2 apontam que a EPA pode ser menos prejudicial para as fémeas
do que para os machos. A expressdo aumentada observada de RNAmM de
receptores AT1 ap6s EPA, observada em machos, estd em consonéancia com
dados que observaram aumento de RNAmM de AT1 apos infarto do miocardio e

hipertrofia cardiaca [65] [66].

Em condices fisiologicas, também observamos diferencas na expressao
génica dos componentes do SRA entre 0s animais controle. Esse dimorfismo
sexual ja foi observado por outros autores. Zimmerman e Sullivan [67] mostraram
gue ratos tém maior expressao do receptor AT1 no miocéardio, enquanto as
fémeas apresentam maior expressdo do receptor AT2 (para revisdo, consulte:
Hilliard et al, [68]). Observamos, no hipocampo dos grupos controle, que a

expressdo de RNAm para o receptor AT1 da angiotensina foi menor nas fémeas



do que em machos. Wang et al [69] encontraram expressao diferencial do
receptor AT1 em rins de camundongos. Esses autores também observaram, nos
rins, maior expressao de AT2 em animais controles fémeas em relagdo aos

controles machos.

No hipocampo, ndo detectamos diferencas na expressdao do RNAmM de
ECA em machos e fémeas controles, entretanto, alguns autores relataram
dimorfismo sexual na expressédo do gene da ECA em humanos e animais em
condic0es fisiolégicas. Em criancas, por exemplo, a atividade da ECA foi maior
em meninos e menor em meninas apos a puberdade [70]. Em adultos jovens
saudaveis, a atividade da ECA foi maior nos homens [71]. Um aumento da
expressdo do RNAmM da ECA no hipocampo apés a EPA foi detectado em nosso
estudo, no entanto, observamos uma diminuicdo da expressdo do RNAmM de ECA
em fémeas EPA quando comparadas com machos EPA. Zhu et al. [63],
analisando ratos com EPA, ndo detectaram diferenca na expressdao do RNAm
de ECA nos rins, porém, a expressao da ECA2 diminuiu em relagcéo ao controle.
Quando comparada com os controles, a expressdo do RNAm de ECA2 em
animais PAE machos e fémeas diminuiu no hipocampo em nosso protocolo
experimental. Gembardt et al. [72] relataram que a distribuicdo da ECA2 € menor
gue a da ECA, sendo mais expressa no coracao, rins, pulmao, cérebro, intestino,
testiculos, baco e tecido adiposo em roedores. A expressao diferencial da ECA2
entre 0os géneros foi observada por Grupte et al [73]. Camundongos machos
C57BL/6 alimentados com baixo teor de gordura apresentaram maior expressao
de RNAmM de ECAZ2 no rim e tecido adiposo em comparagcao com camundongos

fémeas [73]. Nossos dados, analisando a mesma linhagem de camundongos,



mostraram menor expressdo do RNAmM de ECA2 no hipocampo das fémeas do

grupo controle em relacéo aos machos.

A expressdo do RNAm de renina humana foi detectada em diversos
orgaos, como nos rins, musculos, coracao e cérebro [74]. Camundongos adultos
apresentaram expressao de RNAm de renina no cortex, talamo e hipocampo
[75]. Muitos estudos sugerem que o estrogénio € responsavel por reduzir a
secrecdo de renina pelas células justaglomerulares renais, diminuindo a
concentracdo plasmatica de renina em humanos, enquanto a testosterona
aumenta a concentracao sérica de renina [76]. As medicfes de renina mostraram
niveis mais baixos nas mulheres do que nos homens [77]. Animais hipertensos
exibiram diferencas sexuais na expresséao de renina [78]. Os autores observaram
gue ratos machos apresentavam concentracdes séricas de renina maiores que
as fémeas. Outro estudo, analisando a glandula submandibular, encontrou que
0s niveis de renina aumentaram apo6s a puberdade para se tornarem maiores em
homens do que em mulheres, e que a castragcéo reduziu os niveis de renina [79].
Em geral, a maioria dos estudos sugere que as concentracdes plasmaticas de
renina séo diminuidas por efeitos estrogénicos e aumentadas por androgenos

[80].

Assim, nossos dados sugerem menor expressdo de RNAm de renina no
hipocampo de camundongos fémeas. In vitro, o alcool aumenta a expressao do
RNAmM da renina de maneira dependente da concentracdo em fibroblastos
cardiacos [81]. Estes autores observaram aumento da expresséo de renina em

coracdes de ratos induzida pelo consumo de éalcool.

Gallagher et al. [82] observaram que o tratamento com estrogénio reduziu

a expressao e a atividade do RNAm de ECA em rins, aorta e pulmdes de ratas



ooforectomizadas. Assim, os niveis de Ang Il sdo diminuidos pela supresséo da
renina e da atividade da ECA pelo estrogénio, reduzindo a ativagédo da via Ang
[I-ECA-AT1 [80] [83]. Em contraste, diferencas relacionadas ao sexo na
fisiopatologia da doenca cardiovascular sdo impulsionadas por andrdégenos,
como a testosterona, por meio da estimulagéo do eixo Ang II-ECA-AT1 para
induzir vasoconstricdo, disfuncéo vascular e hipertrofia e fibrose cardiacas (Para
revisdo, Medina et al., [84] e Regitz-Zagrosek & Kararigas, [85]). Detectamos a
inducdo do eixo Ang II-ECA-AT1 no hipocampo, sugerindo uma resposta

inflamatéria relacionada a EPA.

Com relacéo ao sistema calicreina-cininas (SCC), dados sobre a EPA e a
modulacdo desse sistema sdo mais escassos. Ao contrario do SRA, nao
encontramos diferencas na expressdo do RNAm de receptores de cininas entre
animais controles machos e fémeas. No entanto, Madeddu et al [86] observaram
aumento na expressdo do RNAm do receptor B2 nos rins, glandula adrenal, aorta
e ventriculo esquerdo de ratas Wistar em comparacdo com machos. Entretanto,
0s autores nao analisaram as expressdes destes receptores em hipocampo ou

outras estruturas cerebrais.

Perosa et al. [87] observaram aumento da expressdo do receptor B2 no
hipocampo humano. Usando o mesmo modelo de inducéo de epilepsia [88], os
autores observaram aumento na expressao de RNAm de receptores de cininas
em animais epilépticos. No miocardio, os niveis de RNAmM de B2 aumentaram de
maneira dependente do tempo apds o infarto do miocardio [89]. Os autores
propuseram que o aumento de B2 esta relacionado a cardioprotecdo exercida
pela geracao e liberacao de cininas no tecido. A expressao do receptor de cininas

B1 é induzida em condi¢8es patologicas [35]. Marceau et al [90] relataram que a



expressdo do receptor B1 é aumentada apds leséo e inflamacdo. Uma expressao
elevada do receptor B1 ap0s infarto do miocardio foi observada na fase aguda
em ratos machos [91]. Os autores relataram que a expressao do RNAmM do
receptor B1 diminui gradualmente apos o infarto do miocéardio. Flores-Monroy et
al. [92] detectaram diferencas na expressdo do RNAm dos receptores de cininas
durante as fases aguda e cronica pos-infarto em ratos Wistar de ambos 0s sexos.
Em nosso estudo, mostramos que a EPA induziu aumento significativo nos niveis
de expressdo de RNAmM dos receptores B1 e B2 em ambos os sexos.
Particularmente em relag&o ao receptor B2, os machos EPA apresentaram maior
expressdo de RNAm deste receptor do que as fémeas EPA. Esse aumento pode
sugerir que o sexo feminino € menos afetado pela EPA, possivelmente por

neuroprotecao exercida pela agdo hormonal.

Iwadate et al. [93] relataram a expressao da calicreina tecidual no cérebro
de ratos em desenvolvimento, com pico de expressao no primeiro dia pés-natal.
A expressdo de KLK manteve-se elevada até o 10° dia pds-natal e, a partir dai,
diminuiu gradativamente. A infusdo de calicreina no miocardio atenuou a
inflamacédo e reduziu o estresse oxidativo em ratos apés IM [94]. Os autores
observaram que a ativacdo da calicreina e dos receptores B2 induziu a
supressdo do estresse oxidativo apés o IM. Os mesmos autores, em trabalho
anterior (2000) reportaram que o conteudo de proteina KLK no cérebro de ratos
diminuiu continuamente apds o nascimento até PN49. Nossos achados sugerem
gue a EPA induziu aumento na expressao do RNAm de calicreina tecidual em
animais de ambos 0s sexos expostos ao alcool durante a gestacdo observado
no dia PN45. Um estudo com hipocampo humano observou que a expressao da

calicreina tecidual foi aumentada pela inflamagé&o presente na epilepsia refrataria



do lobo temporal [95]. Outros autores observaram diferengcas na expressao da
calicreina entre 0s sexos em outros 6rgdos, como nos rins. A expressado do
RNAmM da calicreina tecidual foi maior em ratas do que em machos, porém, no

coracéo, nao foi detectada diferenca entre os sexos [86].

Em resumo, a EPA alterou a expressdo de RNAm de varios genes
analisados do SRA e do SCC e, embora ndo tenhamos verificado a expressao
neste estudo, os dados obtidos até o momento sugerem uma possivel
neuroprotecao contra o alcool e a ativacdo desses sistemas peptidérgicos. O uso
de inibidores da ECA, cuja eficacia na neuroprotecdo foi evidenciada por
diversos autores [96] [97] poderia ser indicado para diminuir os efeitos da EPA,

seja no hipocampo ou em outras estruturas cerebrais no futuro.



6. CONCLUSAO

A EPA modulou a expressao de genes dos sistemas peptidérgicos renina-
angiotensina e calicreina-cininas. Diferencas sexo-especificas de expressao de

RNAmM foram encontradas com ou sem EPA.
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