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Efeitos Sexo-Especificos de Estresse Pré-Natal na Expressao
Regiao-Especifica de Monoamina Oxidase A e Receptores
Adrenérgicos B no Coracao de Ratos
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Resumo

Fundamento: Estresse pré-natal pode aumentar os riscos de desenvolver doencas cardiovasculares na idade adulta. Os
efeitos cardiotéxicos de catecolaminas sao mediados pela estimulacao prolongada dos receptores adrenérgicos e pelo
aumento do estresse oxidativo apés sua degradacao pela monoamina oxidase A (MAO-A).

Objetivos: Investigamos os efeitos a longo prazo de estresse pré-natal nos receptores B (1, 2, 3) adrenérgicos e na
expressao do gene MAO-A nos coragbes da prole adulta de ratos.

Método: Ratas prenhes foram expostas a estresse cronico moderado imprevisivel durante a terceira semana de
gestacdo. O RNA foi isolado do apice e da base do ventriculo esquerdo da prole adulta. Utilizou-se PCR quantitativa
em tempo real para medir a expressao génica nas amostras de tecido ventricular coletadas. O nivel de significancia foi
estabelecido em p < 0,05.

Resultados: Foi indetectavel o mRNA do receptor adrenérgico 3 no ventriculo esquerdo dos ratos. O receptor adrenérgico
B1 foi o subtipo mais expresso no miocardio ventricular esquerdo apical e basal nas fémeas controle. A prole masculina
das maes nao estressadas apresentou niveis cardiacos apicais de mRNA do receptor adrenérgico 1 mais altos do que
os de 2. Porém, mRNAs dos receptores adrenérgicos 31 e 32 foram expressos de forma semelhante no miocardio basal
ventricular na prole masculina em geral. Ao contrario da prole masculina, a prole feminina exposta ao estresse pré-natal
exibiu uma expressao diminuida do mRNA do receptor adrenérgico 1 no miocardio apical. O estresse pré-natal nao
afetou a expressao génica de MAO-A cardiaca.

Conclusoes: Coletivamente, nossos resultados mostram que estresse pré-natal pode ter exercido padroes de expressao
regiao- e sexo-especifica dos receptores adrenérgicos B1 e B2 no ventriculo esquerdo. (Arq Bras Cardiol. 2019;
112(1):67-75)

Palavras-chave: Gravidez; Estresse Fisioldgico; Estresse Oxidativo; Coracdo; Catecolaminas; Ratos; Sexo; Feminino;
Cardiotoxicidade; Antagonistas dos Receptores B1 B2.

Abstract

Background: Prenatal stress may increase risk of developing cardiovascular disorders in adulthood. The cardiotoxic effects of catecholamines are
mediated via prolonged adrenergic receptor stimulation and increased oxidative stress upon their degradation by monoamine oxidase A (MAO-A).
Objectives: We investigated long-term effects of prenatal stress on B (1, 2, 3) adrenergic receptors and MAO-A gene expression in the hearts
of adult rat offspring.

Methods: Pregnant rats were exposed to unpredictable mild stress during the third week of gestation. RNA was isolated from left ventricular
apex and base of adult offspring. Quantitative PCR was used to measure gene expression in collected ventricular tissue samples. The level of
significance was set to p < 0.05.

Results: 33 adrenergic receptor mRNA was undetectable in rat left ventricle. 1 adrenergic receptor was the predominantly expressed subtype
at the apical and basal left ventricular myocardium in the control females. Male offspring from unstressed mothers displayed higher apical cardiac
B1 than B2 adrenergic receptor mRNA levels. However, B1 and 2 adrenergic receptor mRNAs were similarly expressed at the ventricular basal
myocardium in males. Unlike males, prenatally stressed females exhibited decreased B1 adrenergic receptor mRNA expression at the apical
myocardium. Prenatal stress did not affect cardiac MAO-A gene expression.

Conclusions: Collectively, our results show that prenatal stress may have exerted region- and sex-specific 1 and B2 adrenergic receptor
expression patterns within the left ventricle. (Arq Bras Cardiol. 2019; 112(1):67-75)

Keywords: Pregnancy; Stress, Physiological; Oxidative Stress; Heart; Catecholamines; Rats; Sex; Female; Cardiotoxicity; Adrenergic betal beta2
Receptor Antagonists.
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Introducao

Dados recentes de estudos epidemiolégicos e experimentais
apontam que distdrbios no ambiente intrauterino estao
relacionados ao aumento do risco de desenvolver patologias
mais tarde na vida. Observou-se um aumento na suscetibilidade
a hipertensao adulta em prole prenatalmente exposta a
nutrigdo materna desequilibrada, ' glicocorticéides sintéticos,*
ou estresse materno.’> Reconhece-se ha muito tempo que
exposigao a estresse pré-natal resulta em aumento na atividade
do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e do sistema
nervoso simpatico (SNS) na idade adulta®’

Atividade desregulada do SNS é uma caracteristica
marcante de distirbios cardiovasculares. Portanto, nao é
surpreendente que os principais alvos farmacéuticos no
manejo desses distirbios sejam principalmente moduladores
da atividade dos receptores adrenérgicos. Os efeitos
cardiotoxicos das catecolaminas sao mediados principalmente
por superestimulacdo persistente ou aguda dos receptores
adrenérgicos B (ADRB).® Sdo presentes trés subtipos de
ADRB no coragao humano saudavel, sendo o ADRB1 o mais
comum e ADRB3 o menos.”'® Na subpopulagdo ADRB1, a
regulacao negativa é uma das caracteristicas moleculares das
patologias cardiacas, como a insuficiéncia cardiaca humana.®"
Além disso, estudos com animais transgénicos demonstram
que os efeitos iniciais da superexpressio do ADRB2 levam
ao aumento da contratilidade cardiaca.’> Porém, mais tarde
na vida esses animais transgénicos desenvolveram disfungao
ventricular.’ Além disso, outra condigao patolégica miocérdica
desencadeada por catecolaminas circulantes elevadas é
definida por uma disfungdo contratil especifica da regiao,
principalmente apical, dentro do ventriculo esquerdo.™

Adicionalmente, a cardiotoxicidade pode resultar da
producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) na
degradacao de catecolaminas pela monoamina oxidase A
(MAO-A) no coragao." Aumenta-se a expressao e atividade de
MAO-A cardiaca em vérios modelos animais de insuficiéncia
cardiaca’®'® e envelhecimento." Estudos epidemiolégicos
mostram que pacientes femininos e masculinos de doenga
cardiovascular apresentam respostas diferenciais a diversos
tratamentos recomendados.?*?" Este fato enfatiza a necessidade
de incluir os dois sexos em pesquisa cardiovascular.

Para entender melhor os mecanismos moleculares pelos
quais o estresse pré-natal pode contribuir ao desenvolvimento
de doengas cardiovasculares na vida adulta, o presente
estudo foi desenvolvido para investigar a expressdo génica
regido-especifica dos subtipos de receptores adrenérgicos
(ADRB1, ADRB2 e ADRB3) e do MAO-A no miocéardio
ventricular esquerdo de prole feminina e masculina.

Métodos

Animais

Ratas Wistar virgens (266 = 11,9 g), com trés meses de
idade, foram alojadas no biotério da Faculdade de Biologia da
Universidade de Belgrado, com livre acesso a alimento e agua,
sob ciclo claro-escuro constante (12/12 h) em condicoes de
temperatura controladas (22 = 1°C). O tamanho da amostra

foi determinado por conveniéncia. Cada um dos seis pares de
ratas foi enjaulado com um rato macho sexualmente experiente
durante o ciclo do estro. Indicou-se o dia 0 da gestagdo com
o aparecimento de espermatozéides no esfregaco vaginal.
Uma rata ndo emprenhou-se. Para evitar viés de selecao,
as fémeas prenhes que acasalaram com o mesmo macho
foram aleatoriamente designadas para o grupo controle
(n = 5) ou estressado (n = 6) e alojadas individualmente.
Conduziram-se todos os procedimentos de acordo com as
normas de cuidados com animais propostos pela Federagao
Europeia das Associagbes de Ciéncia em Animais de Laboratério
(FELASA) e aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade de
Biologia da Universidade de Belgrado.

Protocolo de estresse pré-natal

Durante a terceira semana da gestagdo (dia gestacional
13-20, GD13-CD20), as ratas prenhes foram expostas a
um protocolo de estresse cronico moderado imprevisivel
(ECMI) que incluiu exposigdo aleatéria e intermitente a uma
variedade de estressores. O protocolo detalhado do ECMI
é mostrado na Tabela 1. Resumidamente, os animais foram
expostos aos seguintes estressores em ordem aleatéria duas
vezes ao dia durante 1 h ou durante a noite: cama Gmida,
contengao dentro de um tubo de Plexiglas®, ambiente frio
(4°C), deslocamento da gaiola e barulho, iluminagao durante
a noite e inclinagao da gaiola. Maes de controle nao foram
perturbadas durante a gestagdo, com excegao do manejo
geral. Durante toda a gestagdo, a ingestao de dgua e alimentos
foi registrada.

Exames bioquimicos

Antes da primeira e depois da dltima exposicao aos
estressores, coletou-se o sangue na veia caudal das ratas prenhes
em tubos com EDTA. Os niveis plasmaticos do hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) foram medidos com CLIA e os
niveis de glicose foram medidos com um analisador de glicose
Exac-tech com tiras de reagente Dextrostix, de acordo com as
instrugoes dos fabricantes em todos os casos.

Ninhadas

Ao nascimento, os filhotes foram contados e pesados e as
ninhadas foram ajustadas para oito filhotes com um ntmero
igual de machos e fémeas para evitar os efeitos de tamanho e
distribuicao sexual da ninhada no desenvolvimento. Todos os
filhotes foram criados por suas maes biolégicas. Os filhotes
foram desmamados aos 28 dias, separados por sexo e
alojados em grupos de dois por gaiola, de acordo com o grupo
experimental (C- prole de maes nao-estressadas, PS- prole de
maes estressadas). O peso corporal e o consumo de alimentos
e de 4gua foram registrados durante os perfodos pré- e pos-
desmame. A prole foi sacrificada por decapitagdo aos dois
meses de idade. Para evitar flutuagdes dependentes do ciclo
estrogénico, a prole feminina foi sacrificada em diestro, que
foi verificado por esfregacos vaginais.

Isolacao de RNA

O RNA total das porgbes basais e apicais dos ventriculos
esquerdos foi isolado com o reagente TRI (Sigma, Alemanha)

Arq Bras Cardiol. 2019; 112(1):67-75

68



69

Jevjdovic et al
Estresse pré-natal afeta ADRB1 no coragéo de ratos

Artigo Original

Tabela 1 - Regime de estresse

10:00-11:00 14:00-15:00 18:00-08:00
GD14 Contengéo Cama Umida Inclinag&o da gaiola
GD15 Ambiente frio (4°C) Deslocamento e barulho lluminag&o continua
GD16 Cama Umida Contengéo Inclinagéo da gaiola
GD17 Deslocamento e barulho Ambiente frio (4°C) lluminagao continua
GD18 Contengéo Cama Umida Inclinag&o da gaiola
GD19 Ambiente frio (4°C) Deslocamento e barulho lluminagao continua
GD20 Cama Umida Contengéo Inclinagéo da gaiola

*GD: Dia da gestagéo.

de acordo com as instrucoes do fabricante. As concentragoes
totais de RNA foram quantificadas por medidas de absorvancia
a 260 e 280 nm utilizando um espectrofotémetro (Ultrospec
2000, Pharmacia Biotech, EUA) de acordo com as instrugoes
do fabricante. A qualidade de RNA foi analisada gel de
agarose a 1,5 % com brometo de etidio e observada por
transiluminacao UV (ChemiDoc-It imager, UVP, Alemanha).

Sintese do cDNA e PCR quantitativa em tempo real

Amostras de RNA (2 ug) foram submetidas ao tratamento
de DNase |, utilizando rDNase |, de acordo com o protocolo
do fabricante (DNA-free kit, Ambion, EUA). Esferas Ready-
to-go You-Prime First-Strand (GE Healthcare, USA) foram
utilizadas para gerar cDNA para subsequente PCR quantitativa
em tempo real. Amostras sem transcriptase reversa foram
utilizadas para controlar a possivel contaminagao com gDNA.
Todas as reagoes foram realizadas em duplicado utilizando
TagMan Master Mix (Applied Biosystems) uma vez e TagMan
expression assays uma vez para cada gene (Tabela 2: Adrb1,
Adrb2, Adrb3, MaoA, ActB), com 2 ug de cDNA dentro de um
volume total de 20 ul. Reagdes de PCR em tempo real foram
realizadas no Applied Biosystem 7900 Real-Time PCR System,
utilizando condicbes padrdes de PCR (50°C durante 2 min;
95°C durante 10 min; 95°C durante 15 s e 60°C durante
1 min para 40 ciclos). Os niveis relativos de expressao génica
foram determinados pelo método 2*(- AAC)) de quantificagao
comparativa,? usando beta-actina como gene de referéncia.

Analise estatistica

Realizou-se andlise estatistica utilizando GraphPad Prism
Software-version 6.01 (San Diego, EUA). Os parametros
medidos nas maes e na prole foram expressos como média
+ desvio padrao (DP). Os dados foram analisados pelo teste
t de Student ndo pareado, a menos que indicado de outra
forma. Os dados da prole obtidos por andlise de PCR em
tempo real foram expressos como mediana com intervalo
interquartilico. Utilizou-se analise ANOVA two-way com
teste de comparagao mdltipla de Bonferroni para examinar
os efeitos de estresse pré-natal e de gestagao nos niveis
ACTH no plasma materno e os efeitos do estresse pré-natal
nos padrdes de expressdao dos genes ADRB nas regioes
examinadas do ventriculo esquerdo da prole. Avaliou-se a
significdncia estatistica das diferencas entre os dados de
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Tabela 2 - Ensaios de expressdo TagMan

Gene TaqMan ID de ensaio

Rn00824536_s1
Rn00560650_s1
Rn01478698_g1
Rn01430955_A1
Rn01412977_g1

Receptor adrenérgico beta 1 (Adrb1)
Receptor adrenérgico beta 2 (Adrb2)
Receptor adrenérgico beta 3 (Adrb3)
Monoamina oxidase A (Maoa)

Beta-actina (Actb)

PCR em tempo real obtidos dos grupos experimentais com
o teste U de Mann-Whitney ndo paramétrico. O nivel de
significancia foi estabelecido em p < 0,05.

Resultados

Efeitos do ECMI nos parametros das maes e da prole

Para determinar se o protocolo de estresse aplicado
ativou o eixo HPA nas ratas prenhes, os niveis plasmaticos
maternos de ACTH foram avaliados. Antes do inicio do
protocolo de estresse (GD13), os niveis plasméaticos maternos
de ACTH nao foram significativamente diferentes entre os
grupos experimentais (Figura 1). Ap6s exposicao aleatéria e
intermitente a uma variedade de estressores durante a terceira
semana da gestagao (CD13-21), os niveis plasmaticos maternos
de ACTH aumentaram em comparagao com controle (Figura 1,
p < 0,001, ANOVA two-way com teste de comparagao miiltipla
de Bonferroni). Adicionalmente, no grupo de maes estressadas,
apos a exposicao a diversos estressores, os niveis plasmaticos
de ACTH aumentaram em comparagao com GD13, sugerindo
que o eixo HPA foi ativado neste grupo experimental (Figura 1,
p < 0,001, ANOVA two-way com teste de comparagao miiltipla
de Bonferroni).

A ECMI nao afetou o ganho de peso materno na dltima
semana da gestagao (Tabela 3) ou o consumo de agua e
de alimentos durante a gestagdo (dados ndao mostrados).
Os niveis de glicose materna foram semelhantes nos dois
grupos experimentais antes e depois da aplicagao do
protocolo de ECMI (Tabela 3). O estresse pré-natal nao
acarretou um efeito no tamanho das ninhadas ou na relagao
machos/fémeas na prole (Tabela 3). O estresse materno
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Figura 1 - Concentragdes de ACTH no plasmo materno antes (GD13) e depois (GD21) da exposigdo ao ECMI durante a gestagdo. Os dados séo expressos em média
+ SD, grupo controle (barras brancas, n = 5), grupo estressado (barras pretas, n = 6). No grupo estressado, no GD21, duas amostras foram excluidas devido a hemdlise.

*hk

p < 0,001, ANOVA two-way com teste de comparagdo mdltipla de Bonferroni.

Tabela 3 - Peso materno antes do tratamento, ganho de peso materno durante a ultima semana da gestagao (GD13-GD21), duragao da
gestagao, niveis séricos de glicose antes e depois do estresse, tamanho da ninhada e relagdo machos/fémeas

Variavel Controle (n =5) Estressado (n = 5) p

Peso materno antes do tratamento (g) 347 +37,3 337 +£40,2 0,6646
Ganho de peso materno (g) 62,5+4,43 50,5+ 11,6 0,0872
Duragéo da gestagao (dias) 22,0+0,71 22,2 +0,41 0,6355
Niveis séricos de glicose (mM) antes do estresse (GD13) 544 0,21 5,55 + 1,00 0,8162
Niveis séricos de glicose (mM) ap6s estresse (GD21) 5,30 £ 0,42 5,63 +0,69 0,3737
Tamanho da ninhada 11,2+2,77 11,8+2,32 0,6891
Relagdo machos/fémeas 1,38+0,4 1,18+0,3 0,3805

GD13: dia 13 da gestacdo; GD21: dia 21 da gestagéo; 0s dados sdo expressos como média + desvio padréo (DP)

durante a dltima semana de gestagdo nao afetou o peso
ao nascimento ou o ganho de peso dos filhos durante os
periodos pré ou pés-desmame (Tabela 4).

Efeitos do estresse pré-natal na expressao génica regional
do subtipo ADRB no ventriculo esquerdo da prole feminina
e masculina

Utilizou-se anédlise de PCR quantitativo para examinar
os niveis relativos de ADRB1, ADRB2 e ADRB3 nas regioes
apicais e basais dos ventriculos coletados do controle (C) e
da prole de adultos femininos e masculinos prenatalmente
estressados (PS).

Foi indetectavel o mRNA de ADRB3 nas regides examinadas
do ventriculo esquerdo da prole feminina e masculina.

No apice e na base do ventriculo esquerdo do controle
feminino, detectou-se maior expressao de mRNA de ADRB1
em comparagdo com os niveis de mRNA de ADRB2.
(Figura 2A e 2C, aprox. ADRB1/ADRB2 = 73%/23%,
p < 0,01). Niveis diminuidos de mRNA de ADRB1 apical
foram detectados na prole feminina PS em comparagao com
animais controle (Figura 2A, p = 0,048). Adicionalmente, na
prole feminina PS, observou-se uma tendéncia de aumento
nos niveis de mMRNA de ADRB2 apical em comparagao com
o controle. Visto que estas alteragoes resultaram na perda dos

niveis de expressao diferenciais do subtipo ADRB no miocardio
apical da prole feminina PS, realizou-se a andlise ANOVA
two-way. A andlise ANOVA revelou interagao significativa
entre o tratamento pré-natal e os niveis de expressdao do
subtipo de receptor (F(1,20) = 6,817, p = 0,0167). Vistos em
conjunto, estes resultados indicam que o estresse pré-natal
afetou ADRB1 e ADRB2 diferentemente no miocardio apical
de animais femininos. Além disso, observou-se uma tendéncia
a diminuicao nos niveis basais de mRNA de ADRB1 da
prole feminina PS em comparagdo com controle (Figura 2C
p = 0.3434), de tal forma que o miocéardio basal da prole
feminina PS ndo exibiu padrdo de expressao diferencial de
mRNA de ADRB1 e ADRB2 em comparagdo com animais
de controle. Ndo se pode excluir o efeito do tamanho
limitado da amostra para detectar diferengas significativas
na expressao génica de ADRB entre os grupos controle e
PS. Pesquisas futuras serdo necessarias para alcangar uma
compreensdo mais detalhada dos mecanismos subjacentes
que resultam em um padrao alterado de expressao génica de
receptores adrenérgicos cardiacos basais da prole feminina PS.

A prole masculina das maes nao estressadas, de maneira
semelhante a prole feminina, apresentou niveis de mRNA
de ADRB1T mais altos que de ADRB2 no apice do ventriculo
esquerdo. (Figura 2B, p = 0,0087). Porém, diferentemente
da prole feminina, na prole masculina o estresse pré-natal
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Tabela 4 - Peso da prole ao nascimento, no 28° dia pds-natal 28 (PND28) e no 60° dia pés-natal (PND60)

Variavel c PS p
Peso ao nascimento (g) Grupo 6,67 £0,904 6,39 £ 0,685 0,1562
Grupo %5+ 114 96,9+ 13,2 0,6360
Peso no PND28 (g) Masculina 96,8 +12,3 94,5+10,3 0,7286
Feminina 922+ 111 99,3+ 16,2 0,3924
Grupo 316 +50,9 317+70,5 0,9790
Peso no PND60 (g) Masculina 355+ 29,7 377 £42,7 0,3354
Feminina 277+ 33,6 257 £21,7 0,2454

C: prole de mées ndo estressadas; PS: prole de maes estressadas; PND28: 28° dia pos-natal; PND60: 60° dia pos-natal; nimero de animais (n): n = 5-8 per grupo.
Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo (DP)

A B
Prole feminina - Apice do VE Prole masculina - Apice do VE
0,04 - 0,04
*x *x m C

2 £ mPS
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[ [
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Figura 2 - Efeitos do estresse pré-natal na expressdo do mRNA de receptores adrenérgicos beta 1 (ADRB1) e beta 2 (ADRB2) no épice e na base do ventriculo
esquerdo (VE) da prole. Apresentam-se resultados para prole feminina (A e C) e masculina (B e D) de mées néo estressadas (controle-C) e estressadas (estresse
pré-natal-PS). Dados sdo expressos como mediana com intervalo interquartilico (nimero de animais per grupo, n = 5-8). *p < 0,05; **p < 0,01, teste U de Mann-Whitney.

nao afetou o padrao de expressao apical predominante  ~ de mRNAm de ADRB1 e ADRB2 na base do ventriculo
de mRNA de ADRB1 no ventriculo esquerdo (Figura 2B).  esquerdo na prole masculina prenatalmente estressada e
Por outro lado, detectaram-se niveis similares de expressio  controle (Figura 2D).
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Efeitos do estresse pré-natal na expressao génica regional de
MAO-A no ventriculo esquerdo da prole feminina e masculina

O estresse pré-natal nao afetou significativamente a
expressao de mRNA de MAO-A na regido apical ou basal do
ventriculo esquerdo na prole feminina e masculina (Figura 3).
Com base nos nossos resultados, observa-se uma tendéncia
de maior expressao relativa de MAO-A no miocardio
basal em comparagao com a regido apical do ventriculo
esquerdo na prole masculina (aproximadamente 35 vezes
no controle e 17,5 vezes nos animais do PS, Figura 3B e 3D).
Adicionalmente, a MAO-A cardiaca basal demonstrou uma
tendéncia de maior expressao na prole masculina que na
feminina (Figura 3C e 3D, aprox. 4,7 vezes entres 0s grupos
controle e 5,1 vezes entre grupos PS).

Discussao

As doencas cardiovasculares sao a principal causa de
morbidade e mortalidade no mundo.?* Demonstrou-se que
vérios distlrbios no desenvolvimento fetal podem contribuir

para o desenvolvimento de distrbios cardiovasculares na vida
adulta. Prole de maes que sofrem estresse ou maes submetidas
a terapia com glicocorticéides durante a gestagao apresentam
varias alteragbes neuroenddcrinas e comportamentais
durante a vida adulta.?*** O presente estudo examinou a
expressao de subtipos de ADRB e MAO-A em diferentes
regides do ventriculo esquerdo de prole feminina e masculina
prenatalmente exposta a estresse materno.

Aplicou-se um protocolo de estresse a ratas prenhes que
pudesse imitar o estresse da vida cotidiana ao qual as mulheres
gravidas sdo expostas. Nosso protocolo de estresse envolveu
exposicao cronica a varios estressores moderados. Isto impede
a habituagao que pode ser observada apds exposicao repetida
ao mesmo estressor.”’” Niveis séricos de ACTH sao elevados
nas maes estressadas quando comparadas com ratas nao
estressadas, o que indica que atividade no eixo HPA de
fémeas gestantes foi aumentada pelo protocolo ECMI e isto
é consistente com estudos anteriores.?® > Nao observaram-se
diferencas significativas em parametros metabdlicos, como
ganho de peso materno durante a gestagao, consumo de agua
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Figura 3 - Efeitos do estresse pré-natal no mRNA de monoamina oxidase A (MAO-A) no &pice e na base do ventriculo esquerdo (VE) da prole. Apresentam-se resultados
para prole feminina (A e C) e masculina (B e D) de m&es néo estressadas (controle-C) e estressadas (estresse pré-natal-PS). Dados s&o expressos como mediana com

intervalo interquartilico (nimero de animais per grupo, n = 5-8).
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e alimentos, ou nivel sérico de glicose entre maes estressadas
e sem estresse. O estresse materno durante a Gltima semana
de gestacao também nao afetou o tamanho da ninhada ou
0 peso ao nascimento. Vistos em conjunto, estes resultados
sugerem que nosso modelo de ECMI foi potente o suficiente
para induzir uma resposta de estresse em ratas prenhes, mas
ndo afetou o peso da prole, o qual é conhecido como um
dos fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares em adultos.?

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a relatar
niveis relativos de expressao génica de subtipos de receptores
beta-adrenérgicos em duas regioes diferentes do ventriculo
esquerdo de ratos. Nossos resultados mostram que o ADRB1
é o subtipo predominantemente expresso na populagao de
ADRB cardiaco no miocardio apical e basal do ventriculo
esquerdo da prole de ratas ndo estressadas. Detectou-se
também maior expressao nos niveis de mRNA de ADRB1 em
comparagao com os de ADRB2 na regido ventricular apical na
prole masculina controle. De fato, varios estudos em humanos
e em outros animais demonstraram maior ADRB1 que ADRB2
no ventriculo esquerdo.>*3* Porém, os nossos resultados nao
sdo consistentes com os achados relatados por Paur et al.,*
que usou ensaios de ligagao radioligante. Eles demonstraram
um aumento na relacio ADRB2/ADRB1 nos cardiomidcitos
apicais isolados de ratos Sprague-Dawley machos adultos.
Essas discrepancias podem ser explicadas por diferengas de
método e de sistemas de modelo. Diferentemente da prole
feminina, na prole masculina os niveis de mRNA de ADRB1
e ADRB2 foram expressos de forma semelhante no miocardio
basal do ventriculo esquerdo. Nao detectou-se mRNA de
ADRB3 no ventriculo esquerdo dos ratos.

Os nossos resultados sugerem que ha representagdes de
expressao génica sexo- e regido-especificas de subpopulagoes
de ADRB no miocérdio do ventriculo esquerdo de ratos.
Adicionalmente, os dados do nosso estudo indicam que o
estresse pré-natal pode ter afetado o padrao da expressao génica
de ADRB1 e ADRB2 na regiao apical do ventriculo esquerdo na
prole feminina, mas ndo na prole masculina. A representagao
perturbada de subtipos de receptores adrenérgicos cardiacos
tem sido descrita em patologias cardiovasculares. A insuficiéncia
cardiaca é caracterizada pela alteragao da relagio ADRB1/
ADRB2, em parte devido a diminuicao da proteina ADRB1 e
do mRNA no ventriculo esquerdo."** A reducdo ndo seletiva
de subpopulagoes de receptores beta-adrenérgicos também
observou-se nos coragoes de animais envelhecidos®” e de
pacientes idosos.*"** Nossos resultados indicam que o estresse
pré-natal resultou na diminuigao da expressao apical do mRNA
de ADRB1, sugerindo que a regido do miocardio apical da prole
feminina pode ser sensivel a exposicao ao estresse durante a
vida fetal. E de interesse que, na cardiomiopatia induzida por
estresse, também conhecida por cardiomiopatia de Takotsubo,
descreve-se uma maior sensibilidade na regido apical do
ventriculo esquerdo ao estresse durante a vida adulta.>>8
Além disso, essa sindrome é predominantemente diagnosticada
em mulheres.*®

Outra protefna envolvida na modulagdo simpatica
da funcgdo cardiaca é a MAO-A. Esta enzima catalisa a
oxidagdo de monoaminas durante a qual espécies reativas
do oxigénio sao produzidas e pode contribuir para a
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patogénese das doengas cardiovasculares.' Até onde
sabemos, este é o primeiro estudo a investigar os efeitos de
estresse pré-natal na expressdo génica de MAO-A cardiaca
na prole. O presente estudo nao detectou alteragdes
significativas nos niveis de mRNA da MAO-A no coragdo
pré-natal feminino ou masculino.

Ha& vadrias limitagdes neste estudo. Como mencionado
acima, nao podemos desconsiderar o efeito do tamanho de
amostra limitado na detecgdo de diferencas significativas
adicionais na expressdo génica regido-especifica de
subpopulagées de receptor beta-adrenérgico miocardico.
Desconhece-se o mecanismo responsével pela expressao
diminuida de mRNA de ADRB1 no miocardio apical na
prole feminina prenatalmente estressada, mas nao na
masculina. Podemos apenas formar a hipétese, baseada
na literatura, que hormonios sexuais possam exercitar um
efeito. Seria, portanto, interessante investigar os estagios
iniciais de desenvolvimento da prole prenatalmente
estressada. Além disso, ndo comparamos os niveis de
expressao cardiaca de MAO-A entre a prole masculina e a
feminina. Porém, com base nos niveis relativos de expressao
de MAO-A, podemos supor que nossos resultados sugerem
que a MAO-A cardiaca exibe um padrao de expressao
génica de maneira dimérfica, provavelmente sendo
mais abundante no coragao de ratos machos do que em
fémeas. Considerando que MAO-A é a principal fonte de
peréxido de hidrogénio no coragao, a nossa observagao
seria consistente com a producdo diminuida de peréxido
de hidrogénio relatada em mitocondrias cardiacas de ratos
Wistar fémeas, em comparacao com machos.*

Conclusoes

Em resumo, os nossos dados sugerem que estresse
pré-natal pode exercer, ja na idade adulta jovem, alteragoes
sexo-especificas nas subpopulages de receptores adrenérgicos
cardiacos apicais e basais em prole. Pesquisas futuras
serdo necessdrias para determinar se essas mudangas sdo
correlacionadas com o desempenho cardiaco diminuido
e se essas predispdem organismos a desenvolver doengas
cardiovasculares durante a vida.
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