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RESUMO



No presente estudo avaliamos o efeito de uma pequena molécula de RNA
com sequéncia especifica para silenciar a expressao do gene da enzima conversora
da angiotensina (ECA) em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Para tal, 19
animais SHR machos com 16 semanas de idade foram submetidos sob anestesia a
canulagao de artéria e veia femorais para registro cronico da PA e administragao de
drogas respectivamente. Apds registro basal da PAM e FC em sistema
computadorizado, 09 animais receberam por via endovenosa RNA interferente para
o gene da ECA (grupo RNAI-ECA, dose de 150ug/Kg) e os outros 10 animais
receberam RNA interferente para um gene nao expresso em mamiferos (RNA para o
gene da proteina fluorescente verde — eGFP, dose de 150ug/Kg) os quais
constituiram o grupo controle. A seguir, a cada 12 horas pelos proximos 04 dias,
registros continuos de PA direta por 30 minutos foram efetuados em ambiente quieto
e controlados. Ao final do quarto dia, apds o ultimo registro da PA e quantificagao da
resposta pressora a angiotensina | (100 ng/Kg, i.v., bolus), todos os animais foram
eutanasiados e os pulmdes e rins foram extraidos e submetidos a analise de
“‘Western Blot” e de RT-PCR para verificar o grau de expressao da ECA tecidual. Os
valores basais de PAM e FC prévios ao tratamento nao diferiram entre os grupos
(18213 mmHg e 36610 bpm no grupo RNAI-ECA e 17244 mmHg e 356+16 bpm no
grupo controle, respectivamente, p=ns). Os valores de PAM permaneceram
semelhantes nos dois grupos até a metade do segundo dia de registro, apos o que
iniciaram queda progressiva nos animais RNAi-ECA atingindo os valores mais baixo
no quarto dia de seguimento (1368 mmHg versus 167+4 mmHg no grupo controle,
p<0,02). Os valores de FC bem como a resposta pressora a angiotensina | nao
diferiram entre os grupos. Analise de Western-blot em tecidos revelou uma redugao

de 52,9% na expressao da ECA nos rins dos animais tratados em comparagdo com



o controle, sem modificagdo no nivel de expressdo da ECA pulmonar. A expressao
de RNAm para a ECA nos rins dos animais tratados, avaliada por RT-PCR, nao foi
significativamente diferente daquela observa nos rins de animais controles.

Esses dados sugerem que um pequeno RNA especifico para o gene da ECA,
administrado intravenosamente, pode atuar in vivo atenuando de forma tecido-
seletiva a expressdo da ECA, com grande repercussdo sobre a pressdo arterial
sistémica. A reducdo da expressao da proteina sem modificagdo significativa do
RNA mensageiro sugere que o pequeno RNA administrado pode estar exercendo
um efeito de microRNA, bloqueando a tradu¢do do RNA mensageiro da ECA em
proteina. Tal achado sugere uma potencial aplicagdo de pequenos RNAs
interferentes ou microRNAs como uma promissora estratégia terapéutica no

tratamento da hipertensao arterial sistémica.



ABSTRACT



In the present study we evaluated the effects of a small interfering RNA
(siRNA) targeting angiotensin converting enzyme (ACE) gene in spontaneously
hypertensive rats (SHR). Nineteen male sixteen weeks-old SHR were submitted
under anesthesia to femoral vessels catheterization for chronic recordings of arterial
pressure (AP) and drug administration, respectively. After baseline AP and heart rate
(HR) recordings in a computerized system, nine animals received by intravenous
infusion 150ug/Kg of ACE-siRNA and other ten animals (control group) received also
intravenously siRNA targeting enhanced green fluorescent protein (eGFP) gene, not
expressed in mammalians. Following, each twelve hours for the next four days,
continuous recordings of AP and HR for 30 minutes each one were performed in
quiet and controlled room. At the end of forth day, after last AP recording and
evaluation of angiotensin | (100 ng/Kg, i.v.) pressor response, all animals were
sacrificed and lungs and kidneys were extracted to perform western-blot and RT-
PCR analysis of tissue ACE expression. Baseline values of mean AP (MAP) and HR
did not differ between groups before treatment (182+3 mmHg e 366+10 bpm in ACE-
siRNA group and 172+4 mmHg e 356+16 bpm in control group, respectively, p=ns).
MAP values remained similar in both groups until second day, after which they began
to decrease in ACE-siRNA group reaching the lowest values in the forth day (1368
mmHg versus 167+4 mmHg in control, p<0,02). HR values as well as angiotensin |
pressure responses did not differ between groups. Western-blot analysis of tissue
ACE expression revealed 52,9% of reduction of kidneys ACE expression in ACE-
siRNA group as compared to control group, without changes in lung ACE expression.
Despite of reduction of protein expression in the kidneys of the treated animals, RT-
PCR was not able to demonstrate any change in messenger RNA expression for

ACE in treated animals. These data suggest that a naked small RNA targeting ACE



gene, intravenously injected, may act in vivo attenuating ACE expression in a tissue-
selective way, with marked repercussion on systemic arterial pressure in SHR. Since
the expression of messenger RNA for ACE was not modified, a possible microRNA
effect could be suggested. These findings point out small interferent RNAs or

microRNAs as a promising strategy to treat systemic arterial hypertension.
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INTRODUGAO



A hipertensédo arterial sistémica (HAS) € uma sindrome clinica frequentemente
observada na populacdo adulta, com uma incidéncia média estimada de 15-20%.
Embora inicialmente assintomatica, esta sindrome esta associada a inumeras
alteragcbes em oOrgaos alvos como coragéo, rins, cérebro, vasos sanguineos, etc.
com profundo impacto na morbi-mortalidade dos individuos de populagdes do
mundo ocidental. Embora inumeros avangos tenham sido feitos no entendimento
das bases fisiopatoldgicas desta sindrome, muito ainda falta por ser investigado para
que se conhega bem a patogénese da hipertensdo arterial, reconhecidamente de
origem multifatorial. Por outro lado, um enorme arsenal terapéutico dotado de grande
eficacia no tratamento da HAS e de suas consequéncias esta atualmente disponivel
com grande impacto na melhoria da qualidade de vida e redugcdo da morbi-
mortalidade de individuos hipertensos.

Entretanto, apesar dos avancgos terapéuticos, um tratamento definitivo para a
hipertensdo arterial essencial primaria ainda nao esta disponivel e muita
investigacédo cientifica ainda se faz necessaria para a completa elucidagdo da

fisiopatologia, bem como para a cura definitiva da hipertens&o arterial essencial.

A hipertensao arterial essencial compreende mais de noventa por cento dos
casos de hipertensao arterial humana. Por ser observada em determinados grupos
familiares, ela pode ser classificada como uma doenga de causa genética. Os
fendtipos resultantes podem ser modulados por varios fatores ambientais, assim,
alterando a intensidade da elevacdo da pressao sanguinea.

Muitos fatores tém sido implicados na génese da hipertensdo essencial
humana: aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, talvez relacionado a
exposicdo e resposta ao stress psicolégico; a superexposicdo a hormdnios

retentores de sodio e vasoconstrictores; alta ingestdo de sodio por longos periodos;



ingestdo alimentar inapropriada de potassio e calcio; aumento ou inapropriada
secrecdo de renina com resultante aumento da produgcdo de angiotensina Il e
aldosterona; deficiéncias de vasodilatadores como prostaciclina, 6xido nitrico, e
peptideos natriuréticos; anormalidades na resisténcia vascular periférica, incluindo
lesbes seletivas na microvasculatura renal, diabetes mellitus, alteragbes no
transporte de ions, etc. (Calhoun, 2000).

Evidéncias para a influéncia genética na pressao arterial vém de varias
fontes. Estudos em gémeos relatam maior concordancia no valor da pressao
sanguinea em gémeos monozigoticos que em dizigdticos (Feinleib, 1977). E estudos
populacionais mostraram alta similaridade na pressao arterial entre individuos da
mesma familia, que aquela observada entre familias distintas (Longini et al, 1984). A
ultima observagdo n&o pode ser atribuida unicamente a fatores ambientais desde
que estudos de adogcdo demonstraram maior concordancia da pressao arterial entre
filhos de pais biologicos, que filhos adotivos morando na mesma casa (Biron et al,
1976).

Embora a mutagdo de genes individuais responda por somente pequena
porcentagem dos casos de hipertensao, estudos dessas raras desordens poderiam
elucidar mecanismos fisiopatolégicos que predisporia as formas mais comuns de
hipertensdo e poderia sugerir novos enfoques terapéuticos (Lifton, 2001). Foram
descritas, até o presente momento, mutagdes em dez genes que causam formas
Mendelianas da hipertensdo humana, e nove genes que causam hipotensao (Lifton,
et al 2001). Essas mutagdes reforcam a hipotese de Arthur C. Guyton (Guyton,
1991) de que o desenvolvimento da hipertensdo depende da disfungédo renal,

determinada geneticamente pela retencéo de sal e agua (Calhoun, et al 2000).



Na maioria dos casos, a hipertensao resulta de uma complexa interagao de
fatores genéticos, ambientais, e demograficos. Aprimoramento de técnicas de
analise genética, especialmente analise por “linkage”, tem tornado viavel a busca por
genes que contribuem para o desenvolvimento da hipertenséo arterial primaria na
populagcdo. A aplicagdo dessa técnica tem encontrado ligagédo, estatisticamente
significativa, entre a press&o arterial e varias regides cromossémicas, bem como
regioes ligadas a hiperdislipidemia familiar combinada. Esses achados sugerem que
existem muitos loci génicos relacionados, cada qual exercendo um pequeno efeito
na pressao sanguinea na populacdo em geral. Esses dados mostram que a causa
da hipertensao primaria é multifatorial (Harrap, 2000).

Estudos vém demonstrando o papel de genes relacionados ao sistema renina
—angiotensina-aldosterona, tais como o polimorfismo M235T variante do gene
responsavel pela codificacdo do angiotensinogénio. Essa variante tem sido
associada ao aumento dos niveis de angiotensinogénio circulante e da presséo
sanguinea em muitas populagdes distintas (Jeunemaire et al 1992, Corvol et al
1999, Staessen et al 1999). Variantes comuns no gene da enzima conversora de
angiotensina (ECA) tém sido associadas a elevagdes da pressdo sanguinea em
seres humanos (Fornage et al 1998, O’Donnell et al 1998).

O uso de modelos experimentais de HAS tem contribuido em muito para o
entendimento dos mecanismos envolvidos na elevacéo da presséo arterial e também
no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes para o controle dos
niveis tensionais elevados (Fazan Jr et al, 2001). Neste contexto, um modelo em
especial merece destaque: o modelo de hipertensdo espontanea em ratos (ratos

espontaneamente hipertensos — “spontaneously hypertensive rats” - SHR).



Desenvolvido originalmente a partir de endo-cruzamentos seletivos de ratos
da cepa Wistar em Kyoto no Jap&do em 1963 (Okamoto e Aoki, 1963), este modelo &
talvez o mais estudado na literatura. A sua importancia tem sido creditada a
similaridade da sua patogenia com a HAS essencial humana, embora algumas
ressalvas devam ser feitas (Trippodo e Frohlich, 1981).

Os SHR iniciam o desenvolvimento de HAS com aproximadamente 05
semanas de idade, apresentando niveis tensionais considerados hipertensivos ja
entre a 7% e a 15% semanas, atingindo um platd entre a 20% e a 28° semanas. A partir
desta idade a hipertensao se estabiliza até aproximadamente 1 a 1,5 anos de idade
gquando os animais comecam a desenvolver um quadro de insuficiéncia cardiaca
congestiva, a qual é associada com uma elevada taxa de mortalidade (Yamori,
1984).

Os mecanismos associados aos niveis tensionais elevados sao decorrentes
de uma consideravel elevacdo na resisténcia periférica total acompanhado de um
débito cardiaco normal ou mesmo reduzido. Uma das principais responsaveis pela
elevacdo da resisténcia periférica total € a marcada hiperatividade simpatica, a qual
se constitui numa das caracteristicas mais importantes dos SHR (Judy e cols.,
1976).

Além da hiperatividade simpatica, uma outra marcante caracteristica deste
modelo é a acentuada disfungdo endotelial, caracterizada principalmente por uma
vasodilatacdo dependente de endotélio profundamente deprimida e uma reduzida
biodisponibilidade do 6xido nitrico, provavelmente decorrente de um stress oxidativo
endotelial excessivamente elevado (Kerr e cols., 1999, Touyz, 2004). A disfungéo

endotelial observada no SHR também esta diretamente implicada na elevacédo da



resisténcia periférica total e na lesdo crénica de 6rgéos alvo (Keer e cols., 1999,
Touyz, 2004).

Uma outra caracteristica marcante dos animais SHR, e que diretamente esta
associada a elevagao da pressao arterial, € a hiperatividade do sistema renina
angiotensina, principalmente em nivel tecidual, a qual resulta em produgéo
aumentada de angiotensina Il em varios leitos vasculares, o que seguramente
também contribui para a elevada resisténcia periférica total observada neste modelo
(Mullins e cols., 2006). A elevada atividade do sistema renina angiotensina nos
vasos renais, ao promover vasoconstriccao renal, bem como nos tubulos renais, ao
promover maior reabsor¢cdo de sal e agua, parece desempenhar um papel
fundamental no desenvolvimento e manutengao da hipertensdo arterial sistémica
(Mullins e cols., 2006). A hiperatividade do sistema renina angiotensina observada
na hipertensédo arterial representa um importante alvo da terapia farmacoldgica
moderna baseada no emprego de inibidores da enzima conversora da angiotensina
(ECA) e antagonistas de receptores AT-1 da angiotensina Il, os quais sdo altamente
eficazes em reduzir a presséo arterial sistémica e atenuar lesdo de 6rgéos alvo
(Mullins e cals., 2006).

Dadas as -caracteristicas deste modelo e a sua similaridade com a
hipertensdo essencial humana, estratégias terapéuticas anti-hipertensivas séo
normalmente estudadas nos SHR. Nos dultimos anos, novas modalidades
terapéuticas principalmente baseadas em manipulagcdo génica (terapia génica) tém
sido intensamente estudas em inumeras doencas cardiovasculares, incluindo a

hipertensao arterial (Phillips, 2001).

A medicina moderna vem passando por uma importante revolucdo no que diz

respeito a terapéutica. Drogas farmacoldgicas e intervengdes cirurgicas vém



sendo paulatinamente substituidas por terapias celulares e génicas. Tal fato

coloca a medicina moderna na chamada era da terapia génico-celular.

A introdugcdo de RNA dubla fita dentro de um organismo pode causar
especifica interferéncia na expressdo génica (Fire et al, 1998). Esse fenémeno,
conhecido como interferéncia de RNA (“RNA interference” - RNAI), resulta na
inativacao de um alvo especifico de RNA mensageiro (RNAm) por uma maquinaria
celular presente em plantas, invertebrados e células de mamiferos (Tuschl et al
1999, Montgomery et al 1998).

A interferéncia de RNA (RNAIi) € um processo pos-transcricional ativado pela
introdugcdo de um RNA de dupla fita (“double strand RNA” - dsRNA), o qual leva ao
silenciamento de um gene com uma sequéncia especifica. O RNAIi tem sido relatado
como uma ocorréncia natural em diversos organismos como nematoides, plantas e
fungos. Provavelmente, este processo serve para proteger organismos eucariotos do
ataque de virus, regular atividade de transposons e eliminar produtos de transcrigdes
andmalas (Mello e Conte Jr., 2004; Meister e Tuschl, 2004).

A primeira evidéncia de que dsRNA poderia realizar um silenciamento
eficiente através de RNAi veio de estudos realizado no nematoide Caenorhabditis
elegans (Fire et al.,, 1998). Estudos posteriores em Drosophila melanogaster
indicaram que o RNAi € um mecanismo de duas etapas. Primeiro, longas fitas de
dsRNA s&o clivados por enzimas conhecidas como Dicer em fragmentos de 21-23
nucleotideos (nt), chamados RNAs curtos interferentes (“small interference RNA” -
siRNAs). Os siRNAs s&o recrutados ao complexo de ribonuclease denominado RISC
(“RNA Induced Silencing Complex”), o qual por sua vez regula a clivagem do mRNA

alvo (Mello e Conte Jr., 2004; Meister e Tuschl, 2004).



Portanto, a interferéncia de RNA (RNAi) é um processo que ocorre quando se
introduz em uma célula um RNA dupla fita (dsRNA) correspondente a um
determinado gene. Este dsRNA ira guiar um processo de silenciamento génico
através da degradagdo do mRNA correspondente ao dsRNA introduzido, levando a
uma inibi¢ao especifica (Mello e Conte Jr., 2004; Meister e Tuschl, 2004).

As proteinas que mediam a interferéncia de RNA sao parte de uma via celular
evolutivamente conservada que processa RNAs celulares endogenos para silenciar
genes importantes no desenvolvimento (Grishok et al 2001, Hutvagner et al 2001).
No caso do RNAi, a proteina Dicer, uma enzima RNA polimerase Ill, é
provavelmente responsavel pelo processamento dos RNAs dupla fita em pequenos
RNA interferentes. Testes funcionais conduzidos em plantas e vermes tém
identificado um grande numero de outros genes conservados, 0s quais participam na
via do RNAi. Esses genes incluem um numero de diferentes helicases, uma
exonuclease, proteinas ligantes de RNA dupla fita, RNA polimerase dependente de
RNA e novos genes de fungédo desconhecida (McManus et al 2002, Bernstein e al
2001, Cullen et al 2002, Hannon 2002, Zamore 2001).

RNAi em mamiferos foi primeiramente descrita em embrides de camundongos
usando longas fitas de RNA dupla fita (Svoboda et al 2000, Wianny et al 2000).
Assim, seguindo a analise das estruturas que intermediam esse processo, pequenos
RNAs interferentes (siRNA) foram usados para silenciar genes de tecidos de
mamiferos em cultura (Elbashir 2001, Caplen 2001). A maioria dos genes
descobertos em plantas e vermes relacionados a via do RNAi estdo também
presentes em camundongos e outros mamiferos, o que alicerga a evidéncia de que
vias referentes ao RNAIi foram conservadas ao longo da escala evolutiva e que

devem exercer importante papel funcional na regulagdo da expressao génica. Uma



notavel excegado € o gene da RNA polimerase dependente de RNA, descrito em
Caenorhabditis elegans, e relacionado a amplificagdo das duplas fitas de RNA
interferente (Sijen et al 2001, Lipardi et al 2001), o que garante nesta espécie a
perpetuacado da resposta de RNAIi para os descendentes. A auséncia desta enzima
em mamiferos demonstra que a perpetuacido da resposta do RNAI € inexistente em
mamiferos, o que difere daquela observada nos organismos inferiores.

Com base nas propriedades discutidas acima, o RNAi tem se transformado
numa importante ferramenta para as ciéncias biologicas. Com ela pode-se estudar
desde o papel de um determinado gene especifico dentro do campo integrado da
fisiologia ou fisiopatologia até o uso terapéutico para o tratamento de doengas virais
como o HIV, a hepatite, o cancer, doengas genéticas, etc (Hannon et al, 2004).

A primeira evidéncia de que RNAs interferentes poderiam ser utilizados como
agentes terapéuticos em mamiferos veio a partir de um trabalho publicado em 2002
(Husuwa et al., 2002), em que se demonstrou in vivo que siRNAs purificados
(“naked”) administrados endovenosamente em camundongos e ratos intactos eram
capazes de silenciar um dado gene especifico por um tempo relativamente
prolongado, cerca de uma semana (Husuwa et al., 2002). Apos esta demonstragéo,
varios outros trabalhos tém sido publicados utilizando-se siRNAs dirigidos contra
diversos alvos relacionados a varias doengas e condigdes fisiopatologicas (Hannon
et al., 2004), incluindo varias doengas de origem genética (Hannon et al., 2004).

Nenhum relato na literatura, até o momento, associou a técnica de
interferéncia por RNA ao estudo dos genes relacionados ao desenvolvimento da
hipertensdo essencial. Assim sendo, consideramos a hipotese de que poderiamos
intervir na pressao arterial de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), diminuindo

seus niveis de pressao, inibindo a tradugdo do RNAm responsavel pela codificagao



da enzima conversora de angiotensina (ECA). O gene da ECA foi escolhido como
alvo pelo fato de que alteracdes na expressdao do mesmo tém sido implicados na
génese da hipertensédo arterial e também pelo fato de que inibidores farmacologicos
da ECA sao altamente eficazes em reduzir a pressao arterial tanto em modelos

animais como em seres humanos hipertensos.



OBJETIVOS



2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo averiguar o efeito da interferéncia de RNA
dirigida para o gene da ECA sobre a pressdo arterial sanguinea em ratos

espontaneamente hipertensos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Verificar, por meio do registro direto da presséo arterial, o efeito funcional
do RNAI para sequéncia especifica do RNAmM do gene da ECA sobre os valores da
pressao arterial sistémica em ratos SHR.

2) Avaliar, por meio de analise de variabilidade cardiovascular da frequéncia
cardiaca e da presséao arterial, o efeito funcional do RNAI para sequéncia especifica
do RNAm do gene da ECA sobre os parametros autondmicos cardiacos e
vasculares em ratos SHR.

3) Averiguar, por meio de técnicas moleculares como o Western Blot e RT-
PCR, o efeito em nivel molecular do RNAi para o gene da ECA, quantificando os

niveis de proteina (Western Blot) e expressdo do RNAm (RT-PCR) da ECA.



MATERIAIS E METODOS



3.1. PLATAFORMA PARA DESENHO DO siRNA

A interferéncia de RNA é conhecida como uma ferramenta de knock-down
génico, isto &, elevado grau de inativagéo dos alvos (90 a 99% em estudos in vitro),
mas nao total como observado em ferramentas de knouck-out.

A utilizacdo sistematica de siRNAs revelou que algumas moléculas
direcionadas para diferentes alvos de um mesmo RNA sdo mais eficientes que
outras (Holen et al, 2002). Esses dados sugeriram a existéncia de parametros que
determinariam a eficiéncia de knock-down de um siRNA, entre eles: i) posigcdo no
RNA alvo ii) conteudo de bases GC e estrutura secundaria do siRNA (Reynolds et
al, 2004) e iii) estabilidade termodinédmica das extremidades (Schwarz et al., 2003;
Khvorova et al. 2003).

Varios grupos e empresas comegaram entdo a desenvolver programas
capazes de identificar siRNAs funcionais a partir de um RNA alvo (Yamada e
Morishita 2005; Yuan et al., 2004; Naito et al.,2004; Amarzguioui e Prydz, 2004,
Levenkova et al., 2004; Yiu et al.,2005). Um dos algoritmos mais usados para
desenho de siRNAs é aquele baseado no protocolo definido por Thomas Tuschl e
colaboradores (Elbashir et al., 2001).

No presente trabalho, utilizamos a plataforma denominada Débora, criada e
aperfeicoada e validada durante o projeto de doutorado de Tiago Campo Pereira,
doutor em genética e biologia molecular na area de genética animal e evolugéo pela
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP.

Esta plataforma baseia-se em alguns parametros ja descritos na literatura e
outros identificados durante o projeto de doutorado citado acima. Todos eles s&o

aplicados aos oligonucleotideos guia e passageiro, como apresentado na ordem:



3.1.1. Localizacdo no RNA alvo

O alvo (21-mer) deve estar localizado na regido codificante, excluido os 100
primeiros nucleotideos apos o cédon de iniciacdo (“start cédon”) e os 100 ultimos
nucleotideos antes do codon de parada (“stop cdédon”). Isso devido a possibilidade
dessas regides (de 100 nucleotideos) estarem complexadas a proteinas regulatorias
da traducgédo, dificultando o acesso do siRNA. Regides nao traduzidas 5 e 3’
(“untranslated regions” - UTR) geralmente n&o sdo consideradas devido a mesma
questdo. Contudo os microRNAs- que atuam de uma forma muito similar aos
siRNAs- tém como alvo a 3’'UTR e alguns estudos de RNAi relatam a identificagéo

de bons alvos nessas regides.

3.1.2. Polimorfismos

Varias sequéncias do gene (alvo) sdo compiladas e alinhadas — usando por
exemplo o programa Custal X — excluindo-se regides com presenga de
polimorfismos. O sequénciamento deve ser feito caso n&o haja potenciais

sequéncias de 21-mer sem polimorfismos.

3.1.3. Formato das moléculas

Os siRNAs utilizados neste trabalho foram produzidos por transcrigao in vitro.
Este procedimento exige que o primeiro nucleotideo seja uma guanina e o décimo
nono seja uma citosina (forma molecular 8 GN47 CN2 3’). Uma transcri¢cao in vitro
mais intensa € esperada para moléculas com o formato GaN1CN>. Oligos obtidos
comercialmente podem ser adquiridos em qualquer formato (N21). A procura por tais

sequéncias é conduzida por programa Gene Runner.



3.1.4. Atividade do oligonucleotideo quia

Preferéncia pelos maiores valores de energia livre (AG) gerados pelos

programas Strand Analysis versédo 1.0 ou 2.0

3.1.5. Estrutura secundarias dos oligonucleotideos

Evitam-se siRNAs que apresentem estruturas secundarias (hairpins, duplexes
ou internal loops) cuja temperatura de fusdo seja maior que 0 graus Celsius. Essa
analise é conduzida no programa Gene Runner, subprograma oligo, sempre

trabalhando com o formato RNA da sequéncia.

3.1.6. Conteudo de GC

Preferéncia por conteudos de GC entre 30% e 55% - o que reduz a ocorréncia

de estruturas secundarias.

3.1.7. Extremidade 3’ overhang

Varios estudos observaram que di-nucleotideos de timina nas extremidades 3’

conferem maior estabilidade ao siRNA.

3.1.8. Especificidade

A busca por identidade é realizada através do programa BLAST Search for

Short, Nearly Exact Matches (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), usando sempre o

oligo antisenso do siRNA (que sera a molécula funcional contra o banco EST
(sequéncias expressas) do organismo em questdo. A identidade (em termos de
nucleotideos continuos) maximas permitida entre o oligo antisenso e um alvo

inespecifico é de 15 nucleotideos.



3.1.9. Identificacdo do alvo

Uma sequéncia alvo contra o gene da Enzima Conversora de Angiotensina
(ECA) de ratos foi desenhada de acordo com o algoritmo Débora proposto acima, na

regido codificante (numero de acesso no GenBank: AF201332).

3.1.10. Caracteristicas do siRNA dirigido contra o RNAmM da ECA do rato

Posicédo na sequéncia (AF201332) 2024

Molécula siRNA

Férmula molecular G2N1g (transcric&o in vitro intensificada)
%GC (oligo antisenso) 42,9%

3TT Apenas no antisenso

Atividade do oligo guia Ok

Polimorfismos Nao apresenta

Estrutura antisenso/senso Ok

Especificidade (blast) Ok

Posigcédo no gene da ECA: 2024
siRNA:
senso: 5 GGTGTTGTGGAACGAATACGC 3’

antisenso: 3 TTCCACAACACCTTGCTTATG 5

3.1.11. Sintese do siRNA

O siRNA foi produzido em laboratério por transcri¢ao in vitro (Donze e Picard,

2002).



3. 2. ANIMAIS E CIRURGIA

Foram utilizados dezoito animais SHR (Spontaneously Hypertensive Rats)
machos pareados em peso (aproximadamente 250 gramas) e idade
(aproximadamente 16 semanas).

Esses animais foram submetidos, apds a anestesia por pentobarbital sédico
(40 mg/Kg, intra-peritoneal), a canulagdo da artéria e veia femorais no intuito de se
obter o registro da pressé&o arterial (por meio da artéria femoral) e administragéo de
drogas (por meio da veia femoral). Para a canulag&o utilizaram-se canulas de poli-
etileno (PE-10 fundido com uma extensdo de PE-50) (ClayAdams Brand,
Polvethylene Tubing, Becton Dickinson, Sparks, USA).

Os animais foram alojados em biotério, com ambiente controlado
(temperatura= 23 graus Celsius, umidade = 40-70%, ciclo claro/escuro 12h/12h) e

tiveram livre acesso a ragéo e agua durante todo o periodo experimental.

3. 3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Apos doze horas da canulagdo dos vasos femorais e implantacdo das
canulas, os animais foram conectados ao sistema de aquisicdo de dados por
computador (Agdados, Lynx Tecnol. Eletron. Ltda, SP, S&o Paulo, SP) para
aquisicdo dos sinais de pressao arterial com uma frequéncia de amostragem de
1000Hz. Apos trinta minutos de estabilizagdo, um registro continuo de trinta minutos

de pressao arterial pulsatil foi realizado para medir os valores basais de pressao



arterial e frequéncia cardiaca, os quais foram posteriormente processados para
avaliacao da pressao arterial média, sistdlica e diastdlica.

Ao final dos trinta minutos de registro basal e comprovada a similaridade das
pressdes dos animais, os mesmos foram divididos em dois grupos pareados por
valores de pressao arterial média:

Grupo I: animais que receberam por meio da veia femoral pequeno RNA interferente
(“small interfering RNA’-siRNA) dirigido contra o gene da ECA (total de nove
aniamais)

Grupo II: animais do grupo controle (total de nove animais), que receberam siRNA
para um gene ndo expresso em mamiferos (RNA para o gene da proteina
fluorescente verde —eGFP) também pela veia femoral ja canulada.

A massa de siRNA contra ECA e eGFP utilizada foi de 150 pg/kg
(aproximadamente 45-50ug por animal).

A seguir, a cada doze horas pelos proximos quatro dias, registros continuos
de pressao arterial direta por trinta minutos foram efetuados em ambiente quieto e
controlado. Ao final do quarto dia, apds o ultimo registro da pressao arterial, os
animais receberam uma dose intravenosa de angiotensina |, na dose de 100 ng/Kg,
para a quantificacdo da resposta pressora a angiotensina |. Em seguida, todos os
animais foram sacrificados e pulmdes e rins foram extraidos e submetidos a analise
de western blot para verificar o grau de expressao protéica da ECA tecidual e RT-

PCR, para avaliar o nivel de expressdo de RNAm da ECA.



3. 4. ANALISE DOS DADOS CARDIOVASCULARES

Os valores médios de PA média e FC foram calculados para cada periodo de
30 minutos de registro. As respostas pressoras a angiotensina | foram quantificadas
subtraindo-se os valores de pico de pressdo média observados apés a adminitragao

de angiotensina | dos valores basais médios medidos antes da administragao.

Para o estudo da variabilidade cardiovascular, os sinais de PA, continuamente
registrados ao longo de 30 minutos, no periodo inicial prévio a adminitragdo dos
siRNAs e no ultimo periodo do protocolo (no 4° dia), foram processados por software
(Software PRE 24, gentilmente cedido por Eng. Dr. Alberto Porta, Universidade de
Mil&o, Italia) de modo a gerar séries temporais batimento-a-batimento de intervalo de
pulso (IP) e presséo arterial sistdlica (PAS). A variancia dos valores de IP e PAS
dentro de cada periodo foi tomada como um indice de variabilidade no dominio do

tempo.

A variabilidade do IP e da PAS foi também avaliada no dominio da frequéncia
empregando-se o método de analise espectral autoregressivo. Os procedimentos
tedricos e analiticos estdo completamente descritos em publicagdes prévias (Baselli
et al 1986; Malliani, 1991). Brevemente, séries temporais batimento a batimento de
IP e PAS, coletados durante cada 30 minutos de registro, foram divididas em
segmentos seriados de 200 batimento, sendo que todo segmento sucessivo
sobrepunha-se em 50% (100 batimento) no segmento anterior (método de Welch).
Usando segmentos estacionarios das séries temporais, parametros autoregressivos
foram estimados através do método de Levinson-Durbin e a ordem do modelo foi

escolhida de acordo com o critério de Akaike. Em seguida, sobre cada segmento



estacionario individual de 200 batimentos, a decomposicdo espectral foi realizada
mediante uso de software apropriado (software, LA 24, gentilmente cedido pela
engenheiro Dr. Alberto Porta, Universidade de Mildo, ltalia). Este procedimento
permite automaticamente quantificar a frequéncia central e a poténcia de cada
componente espectral relevante em unidades absolutas bem como em unidades
normalizadas. O procedimento de normalizacdo, aplicado apenas a variabilidade do
IP, foi realizado pela divisdo da poténcia do componente de baixa frequéncia (low
frequency — LF; 0,20-0.80 Hz) ou de alta frequéncia (high frequency — HF; 0.80 -
0.250 Hz) pela poténcia espectral total da qual se subtrai a poténcia da banda de
muito baixa frequéncia (very low frequency — VLF, 0.01-0.20 Hz), multiplicando-se o
resultado por 100 (Baselli, 1986, Malliani, 1991). Os parametros espectrais obtidos
para cada segmento estacionario individual de 200 batimentos foram mediados e
valores médios resultantes de 30 minutos de registro foram obtidos para cada

animal.

3. 5. “WESTERN BLOT”

No final do quarto dia p6s-injecdo de siRNA-ECA ou siRNA-eGFP, os animais
foram anestesiados e rapidamente sacrificados pela abertura da cavidade toracica e
abdominal. Os pulmdes e os rins de cada animal foram rapidamente removidos,
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e posteriormente congelados em
freezer a -80°C para posterior processamento. No processamento dos tecidos, os
mesmos foram banhados em PBS e homogeneizados em 10 volumes de tamp&o de

solubulizagdo (1% Triton-X 100; 100 mmol/L Tris-HCI (pH 7.4); 100 mmol/L



pirofosfato de sédio; 100 mmol/L fluoreto de sédio; 10 mmol/L EDTA; 10 mmol/L
vanadato de sodio; 2 mmol/lL PMSF; e 0.1 mg aprotinina/mL) a 4°C com
homogeneizador polytron operado na velocidade maxima por 30 segundos. Os
extratos foram centrifugados em 10 000g a 4°C por 30 minutos e o sobrenadante foi
usado para o ensaio. A concentracido das proteinas totais no sobrenadante foi
determinada pelo método de Bradford. O sobrenadante foi tratado com tampéao de
Laemmli contendo 100 mmol/L ditiotreitol e aquecido em agua fervente por 4 minutos
e entdo submetido a eletroforese em SDS-PAGE (8% bis-acrylamide) em um
aparelho de eletroforese em miniatura (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories).
Quantidades idénticas de proteinas totais foram usadas para todas as amostras
teciduais. Eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose
foi realizada por 90 minutos em 120 V (corrente continua).

Em seguida a membrana de nitrocelulose foi pre-incubada em tampéo
bloqueador (5% de leite em pd desnatado, 10 mmol/L de Tris, 150 mmol/L de NaCl,
e 0.02% de Tween 20) a 40C "overnight". A membrana foi entdo incubada com
anticorpo policlonal anti-ECA (Santa Cruz Biotechnology) diluido em 10 mL of
tamp&o bloqueador (3% de BSA ao invés de leite em pd desnatado) "overnight" a
4°C e lavada por 60 minutos em tampao bloqueador sem leite em p6 ou BSA. Os
blots foram subseqiientemente incubados com 2 pCi de proteina A marcada com "%
(30 pCi/ug) em 10 mL de tampéo bloqueador por 2 horas em temperatura ambiente e
entdo lavada outra vez por 30 minutos como acima descrito. Proteina A marcada

com '

ligada aos anticorpos especificos foi detectada por autoradiografia.
Intensidade das bandas foi quantifica por densitometria optica a partir das

autoradiografias empregando-se o software Image J (NIH, USA).



3. 6. RT-PCR

RNA total foi extraido de fragmentos teciduais de rins e pulmdées usando um
RNAqueous kit (Ambion Inc.) de acordo com instrugdes do fabricante. Um
micrograma de RNA total foi submetido a transcrigdo reversa usando transcriptase
reversa do virus da leucemia murina de Moloney (SuperScript Il kit; Roche
Diagnostics Corp.). Os produtos da retrotranscricdo foram submetidos entdo a
reacdo em cadeia da Polimerase (“Polymerase Chain Reaction” — PCR) usando Taq
DNA polimerase (Roche Diagnostics Corp.) por quarenta ciclos consecutivos de
amplificagdo. A medida semi-quantitativa da expressdo de RNAm para o gene da
ECA foi calculada com base na expressdao do gene do receptor para o IGF-1
(IGF1R). Os primers de PCR wusados foram: ECA: 5: CCAAGGCTAA
CAGGTTCGTGGAGGAGTATGACCGGACAGC; 3': TATAACACCAACATTACCAT
AGAGGGCAGCAAGATCCTGC e IGF1R: 5: GTGGCTAACACCACCATGTC
CAGCCGAAGCAGGAACACCA; 3': CGAGACAGAATACCCTTTCTTTGAGAGCAG
AGTGGATAAC. Os produtos da RT-PCR foram analisados por meio de eletroforese
em gel de agarose a 1,5% com controles ladder de 100-bp (/nvitrogen Corp.) e

quantificados com um analisador de imagens UV (modelo Eagle Eye II, Stratagene).

3. 7. ANALISE ESTATISTICA

Todos os paréametros foram expressos como média (terro padréo). Os valores
de pressdo arterial média e de frequéncia cardiaca avaliados nos periodos de 30

minutos de registro a cada doze horas durante os quatro dias subsequentes ao



tratamento, bem como os parametros obtidos da analise de variabilidade
cardiovascular foram avaliados por meio de ANOVA "two way" para medidas
repetidas seguida do teste de comparagdes multiplas de Tukey. Para os demais
parametros, teste t de "Student" para medidas independentes ou de Mann-Whitney,
foram empregados quando apropriados. Diferengas foram consideradas

significativas com p<0,05.



RESULTADOS



Os valores basais de PAM e FC prévios ao tratamento néo diferiram entre os
grupos tratado e controle (182+3 mmHg e 366110 bpm no grupo RNAI-ECA e 17214
mmHg e 356+16 bpm no grupo controle, respectivamente, p=ns).

Os valores de PAM permaneceram semelhantes nos dois grupos até a
metade do segundo dia de registro, apdés o que iniciaram queda progressiva nos
animais RNAI-ECA (Figura 1), atingindo os valores mais baixos no quarto dia de

seguimento (1368 mmHg versus 167+4 mmHg no grupo controle, p<0,02).

Figura 1: Efeitos da administracdo endovenosa de siRNA-ECA ou siRNA-eGFP

(controle) sobre a pressao arterial média (PAM) em SHRs. Seta indica 0 momento

da injecao (* p < 0.05 versus controle).
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Os valores de FC ao longo do periodo de observagao (figura 2), bem como a
resposta pressora a angiotensina | ao final do quarto dia de estudo (Figura 3) nao

diferiram entre os grupos.

Figura 2: Efeitos da administragdo endovenosa de siRNA-ECA (150 pg/Kg) ou de

siRNA-eGFP (controle) sobre a frequéncia cardiaca (FC) em SHRs. Seta indica o

momento da injecao.
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Figura 3: Valores médios (terro padrdo) da resposta pressora (APAM) a
angiotensina | (100 ng/Kg) administrada endovenosamente em ratos controles (si-

RNA-eGFP) e em ratos que receberam siRNA-ECA (p=0,293).

controle siRNA-ECA

Os dados obtidos apds a analise de variabilidade da pressao arterial sistolica
(tabela 1) revelaram que o tratamento com siRNA-ECA ndo modificou de forma
significativa a variancia e nem os componentes espectrais VLF, LF e HF da pressao
arterial sistélica. O mesmo pode ser descrito para a analise de variabilidade da

pressao arterial diastdlica (tabela 2).



Tabela 1: Valores médios (+ erro padréo) dos parametros espectrais calculados para
a variabilidade da presséo arterial sistdlica no periodo basal e no 4° dia de

observagao (periodo final), usando analise espectral autorregressiva.

siRNA-ECA siRNA-eGFP P
(n=9) (n=10)

BASAL

Varidncia (mmHg?) 44,3x7,9 43,156 0,999
VLF (mmHg?) 16,8+2,3 21,6426 0,515
LF (mmHg?) 23,0+5,8 16,643, 1 0,777
HF (mmHg?) 4,30,8 3,840,9 0,996
FINAL

Variédncia (mmHg?) 22,1159 32,3+5,1 0,784
VLF (mmHg?) 7,8+1,9 12,4415 0,552
LF (mmHg?) 10,4+3,8 12,442.6 0,991
HF (mmHg?) 4,3x1,0 7,0£2,3 0,538

P quantificado apés aplicagdo de ANOVA de dois fatores seguido do teste t

modificado de Tukey



Tabela 2: Valores médios (+ erro padréo) dos parametros espectrais calculados para
a variabilidade da pressdo arterial diastdlica no periodo basal e no 4° dia de

observagao (periodo final), usando analise espectral autorregressiva.

siRNA-ECA siRNA-eGFP P
(n=9) (n=10)

BASAL

Varidncia (mmHg?) 23,9+3,3 21,2424 0,934
VLF (mmHg?) 10,4+1,1 11,0£1,3 0,985
LF (mmHg?) 11,3+2,6 8,0+1,2 0,712
HF (mmHg?) 1,9+0,3 2,10,2 0,984
FINAL

Variédncia (mmHg?) 13,9+3,3 19,1+2,2 0,688
VLF (mmHg?) 4,8%1,1 8,6+0,9 0,128
LF (mmHg?) 7,142,1 7,1+1,5 0,999
HF (mmHg?) 1,4+0,3 3,1£0.6 0,050

P quantificado apés aplicagdo de ANOVA de dois fatores seguido do teste t

modificado de Tukey

Por outro lado, em relagéo a variabilidade da frequéncia cardiaca (expressa
como intervalo de pulso), alteragdes significativas decorrentes do tratamento com
siRNa-ECA foram observadas no componente VLF da variabilidade do IP, o qual foi
significativamente reduzido nos animais tratado com siRNA-ECA ao final do quarto
dia (3,9+1,1ms? versus 11,7+2,8ms? no grupo tratado com siRNA-eGFP, p<0,05). Os

demais parametros espectrais de variabilidade do IP nao diferiram entre os grupos.



Tabela 3: Valores médios (+ erro padréo) dos parametros espectrais calculados para
a variabilidade do intervalo de pulso no periodo basal e no 4° dia de observacao

(periodo final), usando analise espectral autorregressiva.

siRNA-ECA siRNA-eGFP P
(n=9) (n=10)

BASAL
Variéncia (ms?) 20,0£3,7 24,514 4 0,788
VLF (ms?) 11,6+2,3 16,1+3,0 0,533
LF (ms?) 1,9+0,9 1,9+0.7 0,999
LF (nu) 14,142,2 20,9+4 1 0,429
HF (ms?) 5,4+1,1 6,1+1,2 0,942
HF (nu) 67,6+5,9 77,1443 0,517
LF/HF ratio 0.34+0.07 0,390,11 0,978
FINAL
Variéncia (ms?) 6,7t1,4 17,1+3,8 0,164
VLF (ms?) 3,9+1,1 11,742,8 0,024
LF (ms?) 0,340, 1 0,6+0,2 0,979
LF (nu) 7,9+2,6 9,1+1,4 0,993
HF (ms?) 1,840,3 4,4%0,9 0,181
HF (nu) 68,7+3,3 80,2+3,3 0,355
LF/HF ratio 0,23+0,09 0,15+0,03 0,921

P quantificado apés aplicagdo de ANOVA de dois fatores seguido do teste t

modificado de Tukey.



A analise de “Western-blot” em tecidos revelou uma reducédo de 52,9% na
expressdo da ECA nos rins (figura 4) dos animais tratados em comparagédo com o

controle, sem modificagao no nivel de expressdo da ECA pulmonar (Figura 5).

Figura 4: “Imunoblot” para ECA de rato nos rins (“pool” de 2 a 3 amostras) de 10
animais controles (siRNA-eGFP) e de 09 animais tratados com siRNA-ECA. Note a
menor expressao de ECA nos animais trados com siRNA-ECA (52,9% menor que a

densidade média do grupo controle, quantificado por densitometria éptica, p<0.05).
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Figura 5: “Immunoblot” para ECA de rato nos pulmdes (“pool” de 2 a 3 amostras) de
10 animais controles (siRNA-eGFP) e de 09 animais tratados com siRNA-ECA. Note

o perfil similar de expressao da ECA.
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A analise semi-quantitativa de RT-PCR em tecidos nao foi capaz de revelar
qualquer modificacdo na expressdao de RNAm para a ECA nos rins de animais
tratados com siRNA-ECA em comparagédo com o controle interno (RNAm para

IGFR1) e em comparagao com o grupo de animais controle (siRNA-eGFP) (Figura

6).

Figura 6: RT-PCR para ECA e IGFR1 (controle interno) de extratos teciduais (“pool”
total) de rins de animais do grupo tratado (siRNA-ECA) e do grupo controle (siRNA-

eGFP). Note o perfil similar de expressdo do RNAm para a ECA nos dois grupos.

siRNA-eGFP siRNA-ECA

ECA IGFR1 ECA IGFR1



RESULTADOS



O presente trabalho demonstrou pela primeira vez, para 0 nosso
conhecimento, a agao anti-hipertensiva de um pequeno RNA interferente de dupla
fita (21 pares de base) dirigido contra o gene da enzima conversora da angiotensina
(siRNA-ECA) em ratos espontaneamente hipertensos. A redugao da pressao arterial
induzida pelo siRNA-ECA administrado sistemicamente em uma Unica dose foi
duradoura (a partir do 2° dia até o 4° dia de registro) e acompanhada por freqiiéncia
cardiaca média inalterada e reducdo do componente de muito baixa frequéncia da
variabilidade da FC. O efeito anti-hipertensivo foi associado a uma reducéao tecido-
seletiva da expressdo da ECA renal sem modificacdo na expressdo de RNAm para
ECA, o que sugere um possivel efeito microRNA, atenuando especificamente o
processo de tradugao e formacao da ECA, pelo menos nos rins.

O emprego de agentes anti-hipertensivos que modificam o funcionamento do
sistema renina angiotensina data de cerca de 40 anos quando foram pela primeira
vez isolados peptideos extraidos do veneno da cobra jararaca (Bothrops jararaca),
0S quais eram capazes de bloquear a enzima de converséo da angiotensina | (ECA)
(Ferreira, 1965). O emprego de inibidores da ECA ganhou grande importancia a
partir de 1978, com a sintese do primeiro inibidor da ECA néao peptidico, o captopril
(Cushman et al., 1977). Paralelamente, no inicio dos anos 70, foram sintetizados os
primeiros antagonistas peptidicos ndo seletivos da angiotensina Il, entre os quais, a
saralasina (Pals et al., 1971), a qual foi muito empregada em estudos de avaliagao
do papel do sistema renina angiotensina na patogénese de diferentes formas de
hipertensao (Bumpus et al., 1973). No final dos anos 80, o uso de antagonistas da
angiotensina passou a ser bastante prescrito, apds a sintese dos primeiros
antagonistas seletivos nao peptidicos da angiotensina Il (Wong et al., 1990). Tais

agentes farmacologicos sao hoje uma das principais opg¢des terapéuticas no



tratamento da hipertens&o arterial sistémica tendo um grande impacto na morbi-
mortalidade associada a hipertensdo. Além disso, estas drogas n&o somente
reduzem a pressao, como também apresentam uma grande gama de efeitos
secundarios protetores em érgaos alvo. Vale ressaltar que a eficacia terapéutica dos
agentes que modificam o sistema renina angiotensina vem apenas comprovar de
forma indireta o papel fundamental desempenhado pelo sistema renina angiotensina
na patogénese da hipertensdo essencial humana, bem como na hipertenséo

genética experimental em animais de laboratério (Mullins et al., 2006).

Embora nos dias atuais uma vasta gama de agentes anti-hipertensivos
excelentes estejam comercialmente disponiveis para o tratamento da hipertenséo
arterial, problemas cardiovasculares relacionados a hipertensao continuam a afetar
milhdes de pessoa ao redor do mundo. Além disso, muitas drogas s&o caras e assim
nao disponiveis para os segmentos mais pobres da sociedade. Um outro problema é
a deteccao: a hipertensao arterial € indetectada em cerca de ~30% da populacao
norte-americana, de acordo com o sétimo relatério do Comité Nacional Conjunto dos
Estados Unidos — JNC-VII (Chobanian et al., 2003). Entre os hipertensos
diagnosticados, apenas cerca de 54% dos pacientes recebem tratamento. O
problema se torna ainda maior se levarmos em consideragao que cerca de somente
28% dos pacientes com hipertensado diagnosticada tomam medicagao regularmente

(Chobanian et al., 2003).

Claramente, pode-se observar que existe uma necessidade grande de
repensar a abordagem atual do tratamento da hipertensao essencial. A detecgéo de
novos casos de hipertensdo poderia ser aumentada por educagao dos pacientes.

Tratamento n&o-farmacoldgico, tais como exercicio fisico, perda de peso e dietas de



baixo sal, os quais provéem um tratamento barato, tem provado ser de baixa
aderéncia. Assim senso, para o tratamento da hipertensdo em uma escala mundial,
nos necessitamos desenvolver modos que possam melhorar o controle da
hipertensao por prover efeitos de longo prazo com uma unica dose e com efeitos

colaterais reduzidos, a fim de aumentar a aderéncia ao tratamento.

A terapia génica somatica, que na hipertensdo comecou a ser desenvolvida
no inicio dos anos 90 (Guyrko et al, 1993; Phillips, et al., 2001) pode representar
uma dessas alternativas para se atingir o controle prolongado da hipertenséo
arterial. Duas abordagens tém sido adotadas: uma usada com o intuito de aumentar
atividade de genes vasodilatadores (Chao e Chao, 1997) e outra com o objetivo de
reduzir a atividade de genes vasoconstrictores (Phillips, et al., 2001). Estas duas
abordagens representam os dois lados da transferéncia de DNA para dentro das
células somaticas: a abordagem “sense” (i.e., direcao da sequéncia de DNA normal)

e a abordagem “antisense” (i.e., direcao de seqiéncia de DNA oposta).

Chao e Chao (1997) tém uma série de estudos de transferéncia de genes que
atuam para aumentar proteinas vasodilatadoras. Eles usaram genes tais como
calicreina, peptideo natriurético atrial, adrenomedulina e NO sintase endotelial (Chao
e Chao, 1997). Em diferentes modelos de hipertensao arterial em ratos (SHR,
hipertensao Dahl sal-sensivel, modelo DOCA, etc.) ele mostraram que eles poderiam
atingir efeitos redutores de pressao arterial por 3 a 12 semanas com a hiper-
expressao destes genes. A queda resultante na pressao variou de -21 a -41 mmHg.
Ainda que os efeitos nao fossem prolongados, redugdes em lesdes de 6rgaos alvo
foram também verificadas (Dobrzynski et al., 1999). A transfeccao de DNA pode ser

feita utilizando-se de vetores virais (adenovirus) ou DNA plasmidial. Entretanto, o



uso de vetores adenovirais para o implante de DNA limita a possibilidade de
transportar estas estratégias para seres humanos, ao menos para o periodo atual.O
uso de plasmideos ou DNA “naked”, por outro lado tem a desvantagem de trazer
uma baixa capacidade de incorporagao no genoma e efeitos mais discretos e menos

duradouros.

Para reduzir a hiper-expressao de um dado gene que desempenha um fator
contribuinte critico para a hipertenséo, a terapia génica somatica “antisense” pode
ser adequada. Oligonucleotideos “antisense” provéem uma abordagem biolégica
altamente especifica para produzir atenuacao da expressao “sense” de DNA, o qual
poderia estar produzindo muita proteina com perfil vasoconstrictor (Phillips, 2001). A
terapia génica “antisense” envolve a constru¢ado de um DNA “antisense” para dirigir a
sintese de um RNA “antisense” ou oligonucleotideos “antisense” os quais, por sua
vez, irdo inibir o RNAm desenhado especificamente para reduzir uma proteina hiper-
expressa, que € crucial para o desenvolvimento da hipertensao (Phillips, 2001).
Dado que a hipertensao arterial € uma doenga poligénica, torna-se dificil escolher
um gene candidato para a terapia génica “antisense”. Varios genes tém sido alvo da
terapia com oligonucleotidoes “antisense” (AS-ONs). Uma abordagem a ser adotada
na escolha de genes alvo é concentrar-se sobre aqueles genes que ja tenham sido
mostrados ser alvos bem sucedidos com base na experiéncia com drogas
farmacolégicas (lan Philips, 2001). Estes incluem os [-receptores, ECA, receptors
AT-1 da angiotensina (AT4) e o angiotensinogénio (AGT). Transferéncia de genes
“antisense” para células somaticas pode ser realizada com abordagem in vivo. Pode
também ser adotada uma abordagem ex vivo, no qual células alvo sdo removidas,
transduzidas in vitro e entdo re-implantadas como células geneticamente

modificadas. Entretanto, esta estratégia poderia ndo ter nenhuma aplicabilidade,



uma vez que a causa da hipertensdo encontra-se na hiper-reatividade vascular e
nao num tecido especifico. Ainda que coragdo, rins e cérebro sejam muito
importantes para a patogénese da hipertensao (Phillips, 2001). A abordagem in vivo
é repleta de grandes desafios. Um deles é prover oligonucleotideos “antisense” em
quantidades suficientes, sejam sozinhos (“naked”) ou incorporados a um vetor, para
produzirem uma concentragdo suficiente para serem captados por um grande
numero de células. Até o presente momento, duas estratégias tém sido aplicadas no
contexto da terapia génica “antisense” da hipertensao arterial: (1) oligonucleotideos

“antisense” puros e (2) vetores virais para liberar o DNA “antisense” (Phillips, 2001).

Oligonucleotideos “antisense” sao fitas curtas de DNA sintéticos desenhados
para hibridizar com uma sequéncia especifica de RNA mensageiro. A hibridizagao
tem varios efeitos, entre os quais podemos destacar a estimulacido da RNase H, a
inibicdo do processo de leitura da fita de RNAmM no ribossomo e prevengédo do
agrupamento de subunidades ribossomais responsaveis pela tradugao (Phillips,

2001).

A liberagdo de AS-ONs pode ser realizada com injegao direta de DNA puro
(“naked”), o qual tem sido demonstrada efetiva, porém de baixa magnitude. A
eficiéncia de captagdo do DNA pela célula é enormemente aumentada pela
liberagdo de DNA em lipossomas catidnicas (Zhang et al., 2000). A titulo de
exemplo, o AS-ON-AGT, quando administrado endovenosamente, reduziu a pressao
arterial significativamente quando administrado juntamente com um lopossoma.
Estes resultados mostraram que o AS-ODN-AGT reduz a pressao arterial por até 7

dias com apenas uma unica dose sistémica (Makino et al., 1998).



Desde a descrigdo do fendbmeno da interferéncia de RNA, por Mello e cols,
1997, seguida da descricdo de varios eventos moleculares relacionados, o uso de
pequenos RNA interferente tem sido preconizado como eventual estratégia
terapéutica baseada em RNAi. Administrados na forma pura (“naked”), ou
complexados com lipossomas ou ainda integrados em vetores virais, os siRNAs tém
sido demonstrados muito eficientes em ativar de forma altamente especifica a
destruicdo do RNA mensageiro alvo, reduzindo assim a expresséo da proteina alvo.
Embora algumas tentativas de emprego de siRNA tenham sido feitas contra genes
alvo relacionados ao sistema renina-angiotensina (receptores AT-1) seja in vitro
(Vasquez et al., 2005) ou in vivo (intra-cerebroventricular) (Chen et al., 2006), para o
nosso conhecimento, esta € a primeira vez que um siRNa dirigido contra a ECA esta
sendo testado in vivo como agente terapéutico na reduc¢do da hipertenséo arterial

em SHRs.

A semelhanca dos efeitos observados para AS-ODN contra proteinas do
SRA, a presséo arterial de SHRs comegou a reduzir-se por volta do segundo dia pés
administracdo de dose unica e permaneceu assim até o quarto dia de registro. O
relativo retardo na queda da PA apds a introdugdo do siRNa-ECA (a partir do 2° dia)
deve-se a acgao sobre a expressdo da enzima e n&o sobre a atividade da enzima
pré-formada e também possivelmente a cinética do “turnover” da enzima nos
tecidos. A queda atingida foi moderada, em torno de 30-40 mmHg. Em fungédo do
desenho experimental do presente projeto, no qual, para a coleta de 6rgaos, os
animais foram sacrificados no 4° dia de registro, nés ndao fomos capazes de observar

a duracao do efeito anti-hipertensivo mediado pelo siRNA-ECA.



O mecanismo de acdo anti-hipertensiva pode ser atribuido a reducao da
expressao da ECA, a qual foi demonstrada nos rins. Porém, nao nos pulmdes e
possivelmente nem nos vasos periféricos, onde a ECA encontra-se acoplada ao
endotélio e também dissolvida no plasma. A resposta pressora a administracéo de
angiotensina | foi mantida nos animais tratados com siRNA-ECA, corroborando com
a manutencgao dos niveis de expressdo das ECAs pulmonar, vascular e plasmatica,
as quais sdo as responsaveis diretas pela conversdo plasmatica da angiotensina |

em |l, quando de uma administragdo intravenosa de angiotensina I.

A reducdo da pressao arterial sistémica dos SHRs associada a redugao
parcial da ECA tecidual renal (em cerca de 50%) atesta a importancia da ECA renal
para o desenvolvimento e manutencado da hipertensao arterial sistémica no modelo
do SHR (Mullins et al., 2006). A ECA renal, ao promover a conversao de
angiotensina | em |l intra-renal, desempenha um importante papel na
vasoconstricgdo renal, afetando a taxa de filtragdo glomerular, além de ter efeito
significativo em nivel tubular, ja que a angiotensina |l formada pela ECA da borda em
escova do tubulo contorcido proximal tem uma importante acdo em estimular a
reabsorgao de sal e agua naquela regiao dos rins (lkemoto et al., 1986; Mullins et al.,
2006). A inadequada capacidade renal de eliminar sal e agua € uma das
caracteristicas mais marcantes dos rins de pacientes e modelos experimentais

hipertensos (Guyton, 1991).

Os parametros de variabilidade da PAS e PAD, tanto no dominio do tempo
como no dominio da freqiéncia néo sofreram modificagbes ao longo do periodo de
observacao. Estes resultados contrariam até certo ponto dados da literatura que

mostram um efeito dos inibidores de ECA reduzindo a variabilidade global da PA em



animais SHR cronicamente tratados (Pagani et al., 1993). A razbes para esta
diferenca ndo sido conhecidas, mas poderia decorrer do fato de que em nosso
contexto experimental, a reducao da expressao da ECA foi observada nos rins e néo
nos pulmdes e na ECA sistémica (estimada pela resposta pressora a angiotensina ).
Como a variabilidade da PA ¢é, de forma muito marcada, dependente de mecanismos
moduladores vasomotores periféricos, € possivel que uma mudanca na expressao
da ECA somente em nivel renal ndo consiga reduzir a variabilidade global da PA,
fato que seguramente é verificado com os inibidores de ECA em fungdo da agao

sistémica destes farmacos.

A freqléncia cardiaca nao sofreu modificagbes importantes ao longo dos
quatro dias de observacao apds a administracao do siRNA-ECA. Uma vez que neste
mesmo periodo a presséo arterial a partir do segundo dia comegou a reduzir, seria
esperado que uma taquicardia reflexa fosse observada, mediada pelos
barorreceptores arteriais (Chapleau et al., 1995). Curiosamente, uma caracteristica
marcante da agao anti-hipertensiva dos inibidores de ECA e dos antagonistas de
receptores AT-1 da angiotensina Il € a auséncia de taquicardia reflexa, a qual tem
sido atribuida a uma série de efeitos destes agentes farmacoldgicos em varios
pontos do arco reflexo barorreceptor, inibindo a ativagado simpatica e estimulando a
ativacéo vagal (Montano et al., 1993; Dias da Silva et al., 1994). Pelo fato de que a
taquicardia também foi ausente nos animais tratados com siRNA-ECA, noés
especulamos que talvez o siRNA-ECA tenha tido algum efeito em algum ponto do
arco reflexo barorreceptor. Em apoio a esta hipétese, podemos citar trabalho recente
de (Chen e cols, 2006), os quais demonstraram em camundongos normotensos a
acao de um siRNA dirigido contra o receptor AT-1 da angiotensina Il dentro do

sistema nervosos central.



Uma possivel agao do siRNA-ECA sobre os mecanismos de controle da
freqUiéncia cardiaca também pode ser reforcada pela observacdo de reducido do
componente VLF da variabilidade da frequéncia cardiaca nos animais tratados com
siRNa-ECA. Desde os trabalhos iniciais de (Akselrod et al.,1981), sabe-se que este
componente de muito baixa frequéncia da variabilidade da FC é ao menos
parcialmente mediado pelo sistema renina angiotensina (Akselrod et al., 1981; Taylor
et al., 1998). Uma redugao da expressao de ECA cardiaca poderia explicar a menor
oscilagao observada na faixa de VLF. Porém, experimentos adicionais fazem-se

necessarios para comprovar esta hipétese.

Um achado intrigante deste trabalho € a agao tecido—seletiva do siRNA-ECA,
o qual reduziu a expressdao da ECA nos rins, mas nao nos pulmées. Como no
presente trabalho outros 6rgaos nédo foram investigados, nada podemos dizer sobre
a expressao de ECA nos demais tecidos. Porém, vale ressaltar que em estudos de
cinética e distribuigdo de siRNAs em camundongos (Hasuwa et al., 2002) foi
observado uma redugdo de expressado diferencial de eGFP em camundongos
transgénicos para eGFP, sendo o figado, o bago , os rins 0os érgaos mais afetados.
Nestes experimentos, a via de administragdo foi a veia caudal. Como a mesma €&
tributaria do plexo hemorroidario, que por sua vez drena para o sistema porta
hepatico e a administragdo do siRNA foi feita usando inje¢ao hidrodinamica, pode-se
facilmente entender porque o figado e o bago foram mais afetados. Além disso,
como os rins também recebem cerca de % do débito cardiaco, consideraveis
quantidades de siRNA podem atingir este 6rgéo. Curiosamente, figado e bago sao
orgao hematopoiético e com grande quantidade de células fagocitarias, as quais
poderiam estar incorporando os siRNAs através da maquinaria fagocitaria

intracelular. Os rins também possuem, principalmente nos tubulos contorcidos



proximais um sistema pinocitico importante capaz de pinocitar pequeno peptideos e
também oligonucleotideos (como é o caso dos siRNAs) eventualmente filtrados no
glomérulo. E possivel, que talvez seja dessa forma, que os rins consigam incorporar
siRNAs. Entretanto, para a confirmacao destas hipéteses, mais experimentos sao

necessarios.

Por fim, resta considerar o mecanismo pelo qual o siRNA-ECA
especificamente sintetizado utilizando a plataforma Débora, da UNICAMP, exerce
seu efeito de reducao da expressao da ECA, pelo menos nos rins. O efeito esperado
de acordo com o protocolo de construgado e sintese do pequeno RNA interferente
seria 0 da interferéncia de RNA, que se traduziria em queda na expressao de
proteina (ECA) simultdnea a queda na expressdo do RNAm correspondente.
Entretanto, para a nossa surpresa, os dados de RT-PCR nao demonstraram uma
reducao esperada da expressao de RNAm especifico para a ECA, o que a principio

descarta um provavel efeito de interferéncia de RNA.

Reducgao de expressdo de proteina associada a manutencdo dos niveis de
RNAmM apds administracdo de pequenos RNAs de dupla fita sugerem que estes
pequenos RNAs estariam promovendo modificagcdes no processo de traducdo do
RNAm, um efeito conhecido como microRNA. Este efeito ocorre quando um
pequeno RNA de dupla fita com grande especificidade, porém n&o completa, se
hibridiza com o RNAm alvo especifico. Como a complementaridade de base nao é
total, a regiao sem pareamento de bases acaba formando algas nao hibridizadas
que acabam por modificar a conformacdo espacial do RNAm. Isto tem como
principal consequéncia um acoplamento espacial inadequado do RNAm com o

ribossomo e a consequente inibicdo do processo de traducdo e sintese da proteina



alvo especifica. Em outras palavras, o microRNA reduz a expressao de proteina sem
afetar a quantidade de RNAm especifico. Este fenbmeno parece ser extremamente
importante como um mecanismo fisiolégico de regulacédo da expressao génica
(Ambros, 2004). Varios microRNAs de ocorréncia natural tém sido recentemente
descritos em varias espécies, do verme as plantas, dos insetos aos mamiferos,
incluindo seres humanos (Ambros, 2004). Estes microRNAs de ocorréncia natural
sdo impOrtante por exemplo no controle de expressdo génica durante o

desenvolvimento embrionario (Ambros, 2004).

Se a construcado do siRNA realizado pela plataforma Débora foi baseada na
sequéncia do cDNA obtida de um banco internacional de cDNA para rato (cédigo do
cDNA da ECA do rato Wistar: N01224), o pareamento entre o RNAm e o siRNA
sintetizado deveria ser total e deveriamos portanto observar um efeito de
interferéncia de RNA e ndo de microRNA. Uma possivel explicagdo para o achado
no presente trabalho seria a existéncia na sequéncia de bases do RNAm da ECA de
ratos SHR de um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) exatamente na posi¢cao
entre os nucleotideos 2024 e 2045 do RNAm. Entretanto, a busca de sequéncia
similares usando a base de dados publica BLAST

(www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) mostra apenas a similaridade com a

sequéncia expressa para o gene da ECA do rato Wistar (Rattus norvergicus). Como
os animais SHR de nosso biotério encontram-se em isolamento reprodutivo a pelo
menos 30 geragdes, ndo podemos descartar eventuais mutagdes pontuais, as quais
poderiam explicar os efeitos observados. Entretanto, a comprovacao desta hipétese
seguramente devera passar pela genotipagem do gene da ECA dos animais SHR de

nosso biotério, o que esta sendo programado para um futuro préximo.



Este trabalho possui algumas limitagdes importantes. Entre elas destacamos
o registro da presséo arterial por apenas 04 dias, o que impediu o conhecimento da
duracéao do efeito do pequeno siRNA administrado. Uma outra limitacao importante é
que apenas dois tecidos foram avaliados quanto a expressao de proteina, o que
também impede o conhecimento do nivel de abrangéncia da redugédo de expresséo
da ECA em outros tecidos. Terceiro, em fungao da observagao de um eventual efeito
de microRNA, o sequénciamento do gene da ECA dos animais de nossa colbnia se
faz imperativo, para a adequada explicagcdo do fenbmeno observado. Experimentos
adicionais em nosso laboratério estdo sendo planejados no intuito de suplantar estas

limitacdes.



CONCLUSAO



A analise de Western-blot em tecidos revelou uma reducao de 52,9% na
expressao da ECA nos rins dos animais tratados em comparacdo com o controle
sem modificagdo no nivel de expressdo da ECA pulmonar. Como a expressao de
RNAm para a ECA nao foi modificada, os resultados do presente trabalho sugerem
que um siRNA especifico para o gene da ECA, administrado intravenosamente,
pode atuar in vivo por um provavel efeito de microRNA, atenuando de forma tecido-
seletiva a expressao da ECA, com grande repercussdo sobre a pressao arterial
sistémica, apontando o uso de pequenos RNAs interferentes como uma promissora

estratégia terapéutica no tratamento da hipertens&o arterial sistémica.
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