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RESUMO



RUGINSK, S.G. Efeitos da expansao do volume extracelular sobre a
ativacao neuronal e secrecao hormonal: modulacao pelo eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de

Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2006.

A manutencdo constante do volume e da composicao dos liquidos corporais,
definida como homeostase hidreletrolitica, € essencial para a sobrevida dos
organismos. Quando ocorre alguma alteracdo no meio interno, o organismo
promove ativagcdo de mecanismos e vias neurais seletivas para o controle da
ingestao e excrecdo de agua e eletrdlitos, visando manter a composicao e o
volume dos liquidos corporais compativeis com a adequada manutencao das
fungbes orgénicas. Os neurdnios magnocelulares, localizados nos nucleos
paraventricular (NPV) e o supra-éptico (NSO) do hipotalamo, estdo
sabidamente envolvidos nos mecanismos que controlam a homeostase
hidreletrolitica. Estes nucleos hipotalamicos sdo responsaveis pela sintese e
liberacdo dos hormdnios vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) que, juntamente
com o peptideo natriurético atrial (ANP), estdo envolvidos nas respostas renais
a alteragbes do volume ou da osmolalidade do liquido extracelular (LEC). Além
disso, estudos desenvolvidos anteriormente em nosso laboratério sugeriram
que essas alteracbes sado estimulos potencialmente estressores, capazes de
levar a ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA). Portanto, o
presente trabalho visou avaliar o padrdo de resposta hormonal e ativagdo dos
neurdnios magnocelulares do NPV e NSO no modelo experimental que utiliza
a expansao do volume extracelular (EVEC), procurando destacar a

participacdo do eixo HHA na mediacdo destas respostas. Os resultados



apresentados mostram que a EVEC isotdnica (NaCl 0,15M, 2ml/100g p.c., e.v.)
promoveu aumento na secrecao de OT, ANP e corticosterona, e diminuicdo na
secrecao de AVP, enquanto que a EVEC hipertdnica (NaCl 0,30M, 2m|/100g
p.c., €.v.) promoveu aumento nas concentragbes plasmaticas de AVP, OT,
ANP e corticosterona. Ambos os tipos de EVEC também promoveram aumento
na ativagao de neurdnios magnocelulares ocitocinérgicos localizados no NPV e
NSO. O pré-tratamento com dexametasona (1mg/kg i.p.), um glicocorticéide
sintético, foi capaz de inibir a secrecdo de OT, bem como a ativagdo neuronal
desencadeada pela EVEC isotonica e hiperténica. A adrenalectomia prévia (5-
7 dias antes do experimento), contudo, foi capaz de potencializar a secrecéao
de OT observada em resposta a ambos os tipos de EVEC. Os resultados
mostram ainda que a administracdo prévia de dexametasona nao alterou a
secrecao de AVP em resposta a EVEC isotdnica ou hiperténica, apesar de ter
exercido um efeito aparentemente inibitério sobre a ativacdo dos neurénios
magnocelulares vasopressinérgicos do NPV e NSO. A adrenalectomia
preveniu a queda na secrecao de AVP normalmente observada em resposta a
EVEC isotbnica, ndo alterando os valores observados em resposta a EVEC
hipertbnica. Por sua vez, a secrecdo do ANP ndo foi modificada pelo pré-
tratamento com dexametasona ou pela adrenalectomia prévia. Em conjunto,
esses dados sugerem que a ativacdo do eixo HHA exerce um controle
diferenciado sobre a sintese e secrecao dos horménios neuro-hipofisarios OT
e AVP e que esta ativacdo néao influi no controle da secrecdo de ANP em
resposta a EVEC.

Palavras-chave: Ativacdo Neuronal, Secrecao Hormonal, Expansao do Volume

Extracelular, Eixo Hipotalamo-hipofise-adrenal.



ABSTRACT



RUGINSK, S.G. The hypothalamic-pituitary-adrenal axis modulation of
neuronal activity and hormone secretion induced by blood volume
expansion. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao

Paulo, Ribeirao Preto, 2006.

Plasma volume and electrolytic composition must be maintained into straight
ranges of variation, a state known as homeostasis. When fluid or osmolality
disturbances are detected, the organisms selectively activate neural pathways
in order to promote appropriate changes in water and sodium ingestion and
renal excretion. Many studies have been demonstrating the integrative actions
of several hypothalamic nuclei, such as the paraventricular (PVN) and the
supraoptic nucleus (SON), in the control of drinking behavior and
hidroeletrolytic balance. These are the major sites of production of the
neurohypophyseal hormones, vasopressin (AVP) and oxytocin (OT), secreted
from magnocellular neurons in response to appropriate stimuli. The atrial
natriuretic peptide (ANP) is also known to be involved in the maintenance of
sodium balance, playing an essential role in peripheral control of diuresis and
natriuresis. Furthermore, there are recent and strong evidences for the
participation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis in the modulation
of these responses. So, the present study aimed evaluate the involvement of
the HPA axis in the activation of vasopressinergic and oxytocinergic neurons of
hypothalamic nuclei and in the plasma levels of AVP, OT, ANP, and
corticosterone in response to both isotonic and hypertonic blood volume
expansion (BVE). Results show that isotonic BVE (NaCl 0,15M, 2mI/100g b.w.,

i.v.) increased OT, ANP, and corticosterone concentrations, and decreased



AVP secretion. On the other hand, hypertonic BVE (NaCl 0,30M, 2ml/100g
b.w., i.v.) enhanced AVP, OT, ANP, and corticosterone plasma concentrations.
Both hypertonic and isotonic BVE induced increases in the number of
oxytocinergic neurons activated in PVN and SON. Pre-treatment with
dexamethasone (1mg/kg, i.p.), a synthetic glucocorticoid, was able to inhibit OT
secretion and cellular activation in response to both types of BVE, while
previous bilateral adrenalectomy (5-7 days before the experiment) exerted an
additive effect on OT secretion induced by both stimuli. Results also show that
previous administration of dexamethasone did not altered the secretion of AVP
in response to isotonic or hypertonic BVE, although it was observed an
inhibitory effect of this pre-treatment on vasopressinergic neuronal activation
induced by the hypertonic stimulus in PVN and SON. Adrenalectomy prevented
the decrease on plasma AVP normally induced by isotonic BVE, but no
alterations were observed on the secretion of this hormone in response to
hypertonic BVE. Finally, the experiments show that the secretion of ANP was
not altered by dexamethasone administration or adrenalectomy. In conclusion,
these data suggest that the activation of the HPA axis exerts a differentially
modulated effect on AVP and OT synthesis and secretion from posterior
pituitary terminals. These results also suggest that the HPA axis may not
directly control ANP secretion induced by BVE.

Key words: Neuronal Activation, Hormone Secretion, Blood Volume Expansion,

Hypothalamic-pituitary-adrenal Axis.



LISTA DE SIGLAS

ACTH | Hormdnio Adrenocorticotréfico

ADX Adrenalectomizado

ANP Peptideo Natriurético Atrial

AP Area Postrema

AVP Arginina Vasopressina

AV3V | Regiao antero-ventral do 3° ventriculo
CA Porcéao comissural anterior do NPV
CRH Horménio Liberador de Corticotrofina
DBB Banda Diagonal de Broca

EM Eminéncia Mediana

EVEC | Expansao do Volume Extracelular
GABA | Acido gama-aminobutirico

GR Receptor de Glicocorticéide

HHA Eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal

LC Locus Coeruleus

LEC Liquido Extracelular

LM Porcéo lateral magnocelular do NPV
MM Porgcédo medial magnocelular do NPV
MnPO | Nucleo Pré-éptico Mediano

NPV Nucleo Paraventricular

NSO Nucleo Supra-6ptico

NTS Nucleo do Trato Solitario

oT Ocitocina

OVLT | Orgao Vasculoso da Lamina Terminal
PF Paraformaldeido

PRL Prolactina

RNAm | Acido Ribonucléico (mensageiro)
SFO | Orgao Subfornicial

SNC

Sistema Nervoso Central
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A manutencdo constante do volume e da composicdo dos liquidos
corporais, definida como homeostase hidreletrolitica, € essencial para a
sobrevida dos organismos. Nesta condi¢cdo, o volume total dos liquidos
corporais e a quantidade e concentracdo dos ions permanecem relativamente
constantes. A homeostase hidreletrolitica € notavel, visto que ocorrem trocas
continuas de liquidos e solutos entre os diferentes compartimentos. Quando
alguma alteragdo no meio interno é detectada por sistemas especificos, o
organismo promove a ativacdo de mecanismos e vias neurais seletivas para o
controle da ingestdo e excrecdo de agua e eletrélitos, visando manter a
composicao e o volume dos liquidos corporais compativeis com a adequada
manutenc¢ao das funcdes organicas.

As alteracoes osmoticas e volumétricas s&o detectadas por dois
diferentes tipos de receptores: os osmorreceptores, sensiveis as alteracées na
osmolalidade plasmatica e concentracdo de sédio, e os barorreceptores,
sensiveis a alteragdes no volume e pressao sanguinea.

Os osmorreceptores estdo localizados em vérias regides do Sistema
Nervoso Central (SNC), principalmente no érgao vasculoso da lamina terminal
(OVLT), 6rgao subforniclal (SFO) e area postrema (AP) (Sibbald et al, 1988;
Arima et al, 1998). A lamina terminal é uma estrutura do prosencéfalo que
contém o SFO, o OVLT e o nudcleo pré-6ptico mediano (MnPO). A regido
antero-ventral do 3° ventriculo (AV3V) inclui a parte ventral do MnPO, o OVLT
e as porcodes periventriculares do 3° ventriculo. A regido AV3V e o SFO contém
neurdnios sensiveis as variacdes da osmolalidade plasmatica e do liquido
cefalorraquidiano. Estas células neuronais s&o ativadas por aumento da

osmolalidade do liquido extracelular (LEC) e, inversamente, inibidas por
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reducado nessa osmolalidade. Alteragcdes conformacionais nestas células levam
a ativacdo de neurbnios localizados nos nudcleos supra-optico (NSO) e
paraventricular (NPV), relacionados a secrecdo de vasopressina (AVP) e
ocitocina (OT) (Oliet e Bourque, 1993). Sabe-se também que lesdes da regiao
AV3V, envolvendo a porcao ventral do MnPO, determinam adipsia e
hipernatremia, reforcando a hip6étese da participacdo dos 6rgaos
circunventriculares no controle do balanco de agua e eletrélitos, como sugerida
anteriormente por Antunes-Rodrigues e Covian (1963 e 1965). A estimulacéo
osmdtica local (NSO) e sistémica apds lesdo da regiao AV3V mostrou que a
integridade das aferéncias provenientes desta regido é essencial nas
respostas a um estimulo osmético periférico (Ludwig et al, 1996).

Diferentemente dos osmorreceptores, 0s barorreceptores sao
estimulados pelo seu estiramento, sendo abundantes no seio carotideo, na
parede do arco adrtico, nas arteriolas renais e na regiao cardiopulmonar. O
aumento da pressdo sanguinea ativa receptores localizados nestas estruturas,
0S quais geram impulsos que atingem o nucleo do trato solitario (NTS),
localizado na area bulbar do tronco cerebral; desta regido, os impulsos séo
enviados, por via multissinaptica, as estruturas hipotalamicas e a regiao AV3V.
Foi demonstrado que a estimulacao elétrica do NPV provoca a ativagao de
projecoes descendentes para o NTS bem como a secrecao de OT e AVP por
esta regiao (Landgraf et al, 1990). Ha evidéncias de que a AVP esteja
relacionada com o controle da funcao cardiovascular, modulando a atividade
dos neurdnios do NTS (Michelini, 1984).

A OT e a AVP sao horménios sintetizados e secretados pelos neurénios

magnocelulares do hipotalamo, permanecendo armazenados na neuro-
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hipofise, de onde séo liberados para a circulagao sistémica. Os axdnios destes
neurdnios partem em direcao a neuro-hipéfise organizando-se em dois grupos
adjacentes: um grupo medial (MM), que apresenta predominio de neurdnios
ocitocinérgicos e localiza-se na por¢ao antero-medial deste nucleo, e um grupo
lateral (LM), primariamente vasopressinérgico, com formato arredondado
(Hatton et al, 1976). Além disso, tem sido descrita a existéncia de neurdnios
ocitocinérgicos na por¢ao externa do grupo LM, formando uma borda ao redor
da porcao vasopressinérgica. Podem ser ainda descritos dois grupos
acessorios, o grupo periventricular e o grupo comissural anterior (CA),
localizados mais rostralmente (Swanson e Kuypers, 1980; Swanson et al,
1986). Por sua vez, os neurbnios magnocelulares ocitocinérgicos presentes no
NSO estéo dispostos antero-dorsalmente, enquanto que os vasopressinérgicos
localizam-se na porcao pdstero-ventral. Estudos também sugerem que a
distribuicdo destes hormdnios possa ser estimulo-dependente (Mezey e Kiss,
1991).

A OT é um nanopeptideo que teve suas principais acdes inicialmente
descritas relacionadas ao trabalho de parto (acao uterotbnica) e a ejecao de
leite. Os efeitos natriuréticos da OT demonstrados anteriormente (Brooks e
Pickford, 1958) envolvem a ativacdo do sistema GMPc, que determina sua
acao natriurética nos tubulos renais, (Soares et al, 1999).

Experimentos realizados por Huang et al (1995) demonstraram que a
OT promove um aumento dose-dependente na natriurese. Entretanto, a
elevacao das concentracoes plasmaticas de OT nao explica por si s6 o
aumento na natriurese observado em resposta a infusao intravenosa de salina

hipertbnica. Estudos mais recentes demonstraram que a OT exerce
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adicionalmente uma acao sobre o atrio, estimulando a liberacdo do peptideo
natriurético atrial (ANP) (Soares et al, 1999). Desta forma, o aumento da
osmolalidade do LEC eleva a concentracdo plasmatica de OT que estimula
diretamente a liberacdo deste peptideo do atrio direito (Antunes-Rodrigues et
al, 1991), bem como sua agéo direta no tdbulo renal. Estes achados sao
consistentes com os experimentos “in vitro” realizados por Favaretto et al,
(1997). A partir destes estudos foi levantada a hip6tese de que a OT nao sé
exerceria suas acbes no coracdo, mas seria sintetizada por este érgdo. A
comprovacao dessa hipétese veio por meio de técnicas de hibridizagédo “in situ”
e PCR, demonstrando que receptores para OT eram transcritos neste érgao
(Jankowski et al, 1998). Além dos efeitos ja descritos sobre a secrecédo de ANP
e controle hidrossalino, a OT tem efeitos cronotrdpicos e inotropicos negativos
sobre o coracdo, influenciando sua forca de contracdo e freqiéncia cardiaca
(Favaretto et al, 1997).

A AVP, por sua vez, € mais conhecida por seu efeito antidiurético e
vasoconstritor; porém também possui acdo termorreguladora. Seus efeitos sao
mediados por dois tipos de receptores da familia dos receptores ligados a
proteina G: receptores V4, subdivididos em Vi, € Vyp, € receptores V.. Os
receptores Vi, estdo envolvidos no controle da pressao arterial e nos efeitos
centrais da AVP, enquanto que os receptores Vi, localizados na adeno-
hipofise, sdo responsaveis pela liberacdo de ACTH. Ja os receptores V,
localizam-se predominantemente nas células principais dos dutos coletores
renais, tendo sido encontrados também no hipocampo e no cerebelo. Suas
funcdes estao ligadas ao efeito antidiurético da AVP e, quando ativados, levam

a fosforilagdo da porcao carboxiterminal da proteina aquaporina 2 nas células



22

tubulares do néfron distal, promovendo a reabsor¢cdo de agua. Injecdes
intravenosas (Mukoyama et al, 1987) e intracerebroventriculares (Elias et al,
2000) de AVP provocaram, em ratos, um aumento, dose-dependente, nas
concentracdes plasmaticas de ANP, mostrando que a AVP tem uma acao
estimulatéria sobre a secrecao desta substancia.

Como descrito acima, a hipovolemia e a hiperosmolalidade do LEC
aumentam, em ratos, a secrecdo de AVP e OT. Os dois estimulos exercem
efeitos aditivos quando aplicados simultaneamente, entretanto, quando ocorre
uma diminuicdo de 3 a 6% da osmolalidade plasmatica verifica-se diminuicéo
da secrecdo de OT e AVP, mesmo em presenca de uma reducédo de volume
plasmatico de 30%, mostrando ser o estimulo osmético preponderante sobre
as alteracbes de volume nestas condi¢cdes experimentais (Stricker e Verbalis,
1986).

Com o proposito de compreender os mecanismos que modulam a
secrecdo de horménios envolvidos no equilibrio hidreletrolitico, foi
desenvolvido um modelo experimental baseado na expansado do volume
extracelular (EVEC). Demonstrou-se que a expansdo do volume do
compartimento extracelular com salina isotbnica interfere nos mecanismos
hemodinamicos de regulagéo, por meio do estimulo sistémico para a liberagéao
de ANP dos cardiomiécitos e da ativacao, por via neuroenddcrina, de terminais
hipotalamicos responsaveis pela liberacdo central deste peptideo. Estudos
recentes mostraram que a reducdo na secrecao de AVP por neurdnios
vasopressinérgicos do NSO e NPV ¢ influenciada pela ativagdo dos neurénios
GABAEérgicos presentes na porcao perinuclear do NSO e na banda diagonal de

Broca (DBB) (Grindstaff e Cunningham, 2001; Renaud et al, 1988). Por outro
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lado, a EVEC realizada com salina hipertbnica promove um aumento na
concentracao plasmatica de AVP, OT e ANP (Haanwinckel et al, 1995; Ventura
et al, 2002; Durlo et al, 2004), mostrando ser este um modelo experimental
bastante pratico para o estudo dos mecanismos envolvidos na secre¢ao destes
hormonios nestas condicées experimentais.

Também vem sendo considerada uma possivel participacdo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) na modulacao da liberagcdo de AVP e OT
(McCann et al, 2000), uma vez que o estimulo osmético/volumétrico, por si s0,
ja é considerado um fator estressante, ou seja, capaz de alterar a homeostase
do organismo e mobilizar mecanismos de correcdo. Dadoun et al (1999)
mostraram que ocorre uma diminuicdo na liberacdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) e cortisol em resposta a hipoosmolalidade e/ou
hipervolemia, sugerindo uma possivel participacdo desta via nos mecanismos
decorrentes de altera¢des no volume e osmolalidade plasmatica.

Estudos realizados em nosso laboratério utilizando o modelo de EVEC
hipertbnica, em animais previamente tratados com dexametasona (um
glicocorticdide exdégeno) apresentam diminuicdo das concentragdes
plasmaticas de OT, sugerindo que o0 aumento da liberagdo deste hormbénio em
resposta ao estimulo osmoético estaria sendo influenciado pela ativagcéao
concomitante da via HHA, e/ou do sistema a/B-adrenérgico, ambos envolvidos
nas respostas adaptativas ao estresse. Da mesma forma, varios autores tém
sugerindo que esse peptideo esteja contribuindo para a resposta de adaptacao
ao estresse (Kasting et al, 1988).

Além da OT, a AVP também parece estar envolvida em respostas que

medeiam o estresse. Sua integracdo com o eixo HHA foi demonstrada por
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meio de estudos “in vitro” incubando-se a hipdéfise posterior com extratos da
eminéncia mediana (EM) de ratos; estes estudos levaram a descoberta da
acao sinérgica da AVP sobre a liberacdo de ACTH (McCann e Brobeck, 1954).
Demonstrou-se posteriormente, que a producdo de AVP e CRH (hormdnio
liberador de corticotrofina) encontra-se co-localizada em neurénios do NPV e
NSO (McCann et al, 2000).

Tendo em vista os dados obtidos por Durlo et al (2004), torna-se
evidente que, nas respostas neuroenddcrinas desencadeadas pela EVEC
isotbnica e hipertbnica, ocorre a ativagdo do eixo HHA, determinada
experimentalmente pelo aumento da corticosterona plasmatica. Dessa forma,
partindo dos dados ja conhecidos, este trabalho procurou avaliar, entre outros
fatores, os efeitos do pré-tratamento com dexametasona na ativacéo de grupos
neuronais hipotalamicos sabidamente envolvidos no controle da homeostase
hidreletrolitica.

Assim, o uso atual de técnicas de imuno-histoquimica permite
considerar a ativacao neuronal em areas restritas do SNC como uma medida
direta da atividade de sintese peptidica da area cerebral estudada. A técnica
de expressao da proteina c-fos é um método bastante difundido para a analise
da ativacdo neuronal em resposta a um estimulo especifico, indicando as
areas envolvidas na ativagdo de determinado mecanismo fisioldgico. Com a
utilizacdo desta e de outras técnicas, este trabalho visou contribuir para o
delineamento tanto de respostas comportamentais e hormonais, como também
vias neuronais envolvidas no controle neural e na ativacdo do eixo HHA

mediante um estimulo hiper ou isoosmético.
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2. OBJETIVOS
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O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a modulacdo exercida pelo

eixo HHA sobre a ativacdo neuronal e secrecdo de AVP, ANP, OT e

corticosterona observada em resposta a EVEC isotdnica e hipertonica.

De maneira mais especifica, este trabalho objetivou:

Avaliar os efeitos da administracao intraperitonial (i.p.) prévia de
dexametasona (glicocorticéide sintético) sobre as concentracdes
plasmaticas de corticosterona, OT, ANP e AVP em resposta a EVEC
isotbnica e hipertdnica;

Avaliar os efeitos da adrenalectomia sobre as concentracdes
plasmaticas de corticosterona, OT, ANP e AVP em resposta a EVEC
isotbnica e hipertdnica;

Avaliar os efeitos da administracdo i.p. de dexametasona sobre a
ativagdo neuronal no NPV e NSO em resposta a EVEC isotonica e
hipertbnica, pela expressdo da proteina c-fos e de sua co-localizacao

fenotipica com OT e AVP.
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MATERIAL E METODOS
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3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 220-280g,
provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto — USP. Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas no Biotério do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina (FMRP — USP), em ambiente com
temperatura (22+2°C) e luz controlada (das 7 as 19 horas). Apds a habituacao
dos animais por, pelo menos, 72 horas, os mesmos foram submetidos aos
procedimentos cirurgicos e divididos em diferentes grupos experimentais.

Em todos os experimentos os animais foram submetidos a
procedimentos experimentais aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal, sob o protocolo n® 039/2004.

3.2. CIRURGIAS

3.2.1. Adrenalectomia:

A adrenalectomia bilateral (ADX) ou ficticia (Sham) foi realizada sob
anestesia por 2,2,2-tribromoetanol (Sigma, 2,5%, 1ml/100g de peso corporal).
Os animais foram primeiramente submetidos a tricotomia e, em seguida, uma

incisdo da pele e do tecido subcutaneo foi realizada na regido dorsal para
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permitir a visualizagcdo da musculatura dorsal do abdémen e do angulo
formado pela ultima costela toracica. Neste angulo, fez-se a perfuragdo da
musculatura abdominal para visualizacdo da adrenal, posicionada na face
renal anterior. No grupo de animais adrenalectomizados, a gordura peri-renal
foi exteriorizada e seccionada juntamente com a adrenal, enquanto que, no
grupo submetido somente a cirurgia ficticia, foram realizados os mesmos
procedimentos cirirgicos sem a extragdo da glandula. Apés a adrenalectomia,
os animais foram mantidos em gaiolas individuais por 5-7 dias antes da
realizacdo do protocolo experimental. Ao grupo de animais
adrenalectomizados foi oferecida, além de agua, solu¢do de NaCl 0,15M, a fim
de permitir ao animal a reposicdo das perdas eletroliticas em fungdo da

auséncia de mineralocorticoides.

3.2.2. Canulacao da veia jugular:

No dia anterior ao experimento, os animais foram submetidos a
canulacao da veia jugular direita, seguindo-se a técnica descrita por Harms e
Ojeda (1974). Sumariamente, ap6s a anestesia com 2,2,2-tribromoetanol
(Sigma, 2,5%, 1mI/100g de peso corporal), a canula de silastico foi introduzida
na veia jugular externa e, a seguir, exteriorizada na regido cervical dorsal,
através de trajeto subcutaneo feito com a ajuda de um trocater. Apds sua
fixacdo na pele, a canula foi lavada com solugéo isoténica contendo heparina

na proporcao 1:40 (Liqguemine, Roche), a fim de evitar obstrucdo da mesma. A
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recuperacdo dos animais foi realizada em gaiolas individuais, com agua e

comida ad libitum.

3.3. EXPANSAO ISOTONICA OU HIPERTONICA DO VOLUME

EXTRACELULAR

No dia do experimento, antes de se iniciar o procedimento de expansao
do volume, as céanulas foram lavadas com um volume minimo
(aproximadamente 100ul) de salina isoténica contendo heparina (1:40), a fim
de testar se estavam corretamente posicionadas e pérvias. A EVEC foi
realizada por meio de infusdo endovenosa (volume de 2ml/100g de peso
corporeo) de solucado de NaCl hipertbnica (0,3M) ou isotdnica (0,15M), mantida
a 37°C, a qual foi administrada durante o periodo de um minuto. Foram
considerados controles os animais nos quais foram realizados 0s mesmos

procedimentos, porém sem EVEC.

3.4. DOSAGENS HORMONAIS

Para a determinacao das concentracdes plasmaticas de AVP, ANP, OT
e de corticosterona, o sangue foi coletado do tronco, ap6s a decapitacao, em

tubos de plastico, mantidos sob gelo, contendo heparina (Liquemine, Roche,
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10ul/ml de sangue) ou inibidores de proteases (EDTA, pepstatina A e PMSF,
10ul/ml de sangue cada). A coleta foi realizada no tempo 5 minutos apés a
aplicacao do estimulo (EVEC isotdnica ou hipertdnica) ou da manipulagdo sem
EVEC (animais controle). O plasma foi separado por centrifugacdo (20
minutos, 1,099, 4°C) e armazenado a -70°C até o momento do processo de
extracdo e das dosagens hormonais, que foram feitas utilizando-se técnicas
especificas de radioimunoensaio descritas por Hussain et al, (1973),

Gutkowska et al, (1984), Vecsei (1979) e Castro et al (1995), respectivamente.

3.5. IMUNO-HISTOQUIMICA

Noventa minutos apdés a indugdo da EVEC e conforme os protocolos
estabelecidos, os animais foram anestesiados com tribromoetanol 2,5%
(Sigma, 1ml/100g de peso corporal) e, a seguir, perfundidos através de puncgéo
intracardiaca com solugdo de NaCl 0,15M contendo heparina (Liquemine,
Roche, 500Ul/1), seguida de uma solucao de tampao fosfato (pH 7,2) contendo
paraformaldeido (PF) 4%. A seguir, os cérebros foram removidos e
mergulhados novamente em PF 4%, para pds-fixacdo. Depois de 4 horas, eles
foram colocados em solucdo de sacarose a 30% em tampéao fosfato a 4°C,
onde permaneceram durante, no minimo, 12-14 horas. A seguir, os tecidos
cerebrais foram seccionados em cortes de 30um de espessura, utilizando-se
um criostato (Microm). Imediatamente apo6s foi realizado o bloqueio da

peroxidase enddégena com solugcdo de metanol e H.O, 0,03% e também o
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bloqueio das ligacdes inespecificas utilizando-se soro normal de cavalo (10%)
ou albumina bovina (5%).

Posteriormente, para visualizacdo da expressdao de c-fos, os cortes
foram incubados em temperatura ambiente por 12-14 horas com o anticorpo
primario anti-c-fos (Ab-5, Calbiochem, 1:10000, n® cat. PC38) e, a seguir,
incubados com o segundo anticorpo biotinilado (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA) a concentracdo de 1:200 por um periodo de 1 hora.
Para a coloracao, foi utilizado o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA), empregando diaminobenzidina (DAB,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), sulfato de niquel 1% e cloreto de
cobalto 0,5% como cromdgenos, cuja reagdo conferiu ao nucleo das células
neuronais uma coloracao de violeta escuro a preto.

Logo apdés a imunomarcacdo para c-fos, foram realizados os
procedimentos imuno-histoquimicos para o estudo de sua possivel co-
localizacdo com AVP e OT. Para tanto, os cortes foram primeiramente
incubados com anticorpos anti-AVP (rabbit, 1:10000, n® cat T4563/IHC 8103,
Peninsula, San Carlos, CA, USA), ou anti-OT (rabbit, Peninsula, 1:10000, n®
cat T4084/IHC 8152, San Carlos, CA, USA) por mais um periodo de 48 horas a
4°C e, em sequida, incubados com o segundo anticorpo biotinilado respectivo
(anti-rabbit). Apds este procedimento, os cortes foram incubados por mais uma
hora na solucdo ABC. A coloracdo foi realizada utilizando-se somente o
complexo DAB como cromogeno, cuja reacao conferiu ao citoplasma da célula
uma coloragao marrom.

Ao término dos procedimentos acima descritos, os cortes foram

montados utilizando-se gelatina de Albrecht (1,5% gelatina/alcool 80%) e a
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seguir secados a temperatura ambiente, desidratados com xileno e cobertos
com o meio de montagem. A visualizacao microscépica do tecido permitiu a
analise do padrdao espacial de imunomarcacdo por meio de um sistema de
videomicroscopia. As imagens foram capturadas por meio de uma camera de
video de alta resolucao, acoplada a um microscépio Leica, e transmitidas a um
computador dotado de um programa digitalizador e quantificador de imagens
(IM50, Videoblaster/Scionlmage, NIH), de forma a determinar o niumero de
neurdnios imunorreativos a c-fos bem como aqueles que apresentam dupla
marcacao com AVP ou OT. A contagem de células duplamente marcada foi
feita manualmente com base em critérios individuais de contagem (intensidade
da coloracao nuclear ou citoplasmatica, visualizagdo no mesmo plano,
delimitacdo dos componentes celulares) sendo que os valores encontrados
foram comparados com aqueles obtidos por um software analisador de
imagens (Scion Image PC). Os dados apresentados constituem a média
destes dois tipos de contagem.

A delimitacao dos nucleos cerebrais de interesse foi realizada com base
nas coordenadas descritas por Paxinos e Watson (1997), representadas na
figura em Anexo. O NPV foi analisado em trés sub-areas distintas, partindo da
regiao rostral em direcdo a caudal: porcdo comissural anterior (CA: -0,92 mm
em relacdo ao bregma), porcao medial magnocelular (MM: -1,3 mm em relacao
ao bregma) e porcdo lateral magnocelular (LM: -1,8 mm em relacdo ao
bregma). O NSO foi analisado na altura de sua porcdo medial (-1,3 mm em

relagéo ao bregma).
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3.6. DROGA

Para os experimentos que avaliam a participacdo do eixo HHA na
secrecao hormonal e ativacao neuronal foi utilizada dexametasona (Dexazona,
Bunker), para administracdo intraperitonial, na dose de 1mg/kg, administrada

2h antes da EVEC.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como médias £ SEM. Os testes
estatisticos utilizados foram: “one way ANOVA”, seguido do teste de Newman-
Keuls para analise de dados imuno-histoquimicos e hormonais dentro do
mesmo grupo (veiculo ou dexametasona) e teste t, seguido do teste de Mann-
Whitney para comparagdo entre os dois grupos. O nivel de significancia

adotado foi de p<0.05.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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Protocolo Experimental 1 - Efeitos da EVEC (isoténica e
hiperténica) sobre as concentracoes plasmaticas de corticosterona, OT,

ANP e AVP.

Foram utilizados neste experimento animais que tiveram a veia jugular
canulada, 24 horas antes. Cinco minutos apds a indugdo ou ndo da EVEC
hipertbnica ou isotdnica, os animais foram decapitados e o sangue coletado
em tubos, mantidos sob gelo, contendo heparina ou inibidores de proteases
(PMSF, Pepstatina A, EDTA) para determinacdo das concentracoes
plasmaticas de AVP, OT, ANP e de corticosterona. O numero de animais
utilizados em cada grupo encontra-se expresso entre parénteses acima das
barras correspondentes nos graficos. Os valores individuais das concentracées
plasmaticas de AVP, OT, ANP e corticosterona, bem como as médias e 0s
erros padroes de cada grupo, encontram-se expressos em forma de tabela nos

Anexos.
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Protocolo Experimental 2 - Efeitos da administracao intraperitonial
prévia de dexametasona sobre as concentracées plasmaticas de
corticosterona, OT, ANP e AVP em resposta a EVEC (isoténica e

hipertonica).

Os animais utilizados nestes experimentos estiveram sob as mesmas
condicbes experimentais descritas no protocolo experimental 1. Eles foram
divididos em grupos pré-tratados com veiculo ou com dexametasona,
administrados por via i.p. 2h antes da EVEC. Os valores individuais das
concentragdes plasmaticas de AVP, OT, ANP e corticosterona, bem como as
médias e os erros padroes de cada grupo, encontram-se expressos em forma

de tabela nos Anexos.

Protocolo Experimental 3 — Efeitos da adrenalectomia sobre as
concentracoes plasmaticas de corticosterona, OT, ANP e AVP em

resposta a EVEC (isoténica e hipertonica).

Os animais utilizados neste protocolo foram submetidos a
adrenalectomia bilateral (ADX) ou cirurgia ficticia (Sham) de 5 a 7 dias antes
da realizacao dos experimentos. Na véspera do experimento, os animais foram
submetidos também a canulagdo da veia jugular externa. No dia do

experimento, eles foram divididos em grupos e submetidos a EVEC isotbnica
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ou hiperténica. Os valores individuais das concentracdes plasmaticas de AVP,
OT, ANP e corticosterona, bem como as médias e os erros padrées de cada

grupo, encontram-se expressos em forma de tabela nos Anexos.

Protocolo Experimental 4 — Efeitos da administracao intraperitonial
prévia de dexametasona sobre a expressao da proteina c-fos nos nucleos
hipotalamicos (NPV e NSO), em resposta a EVEC (isoténica ou

hipertonica).

Na realizacdo deste protocolo experimental foram utilizados animais
portadores de canulas na veia jugular externa. Noventa minutos apés a EVEC,
eles foram anestesiados, perfundidos e processados segundo a técnica
descrita anteriormente para a imunomarcacao da proteina c-fos e sua eventual
co-localizacado com AVP e OT. O numero de animais em cada grupo
experimental, os valores individuais das contagens para cada area, bem como
as médias e os erros padrdes de cada grupo, encontram-se expressos em

forma de tabela nos Anexos.



39

5. RESULTADOS
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Protocolo Experimental 1 - Efeitos da EVEC (isoténica e

hiperténica) sobre as concentracoes plasmaticas de corticosterona, OT,

ANP e AVP.

Corticosterona

De acordo com a figura 1.1, pode-se observar que houve elevacao
significativa nas concentracbes plasmaticas de corticosterona quando
comparados o0s grupos controle (ndo expandido) e expandido, tanto para a
EVEC isotbnica (5,86+0,79 vs 13,43%£1,96, p<0,001) quanto hipertbnica

(5,86+0,79 vs 29,55+1,28, p<0,001).
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Figura 1.1 — Efeito da EVEC isotbnica e hipertdnica sobre a secre¢ao de corticosterona.

Valores expressos em médias = EPM. *** p< 0,001 em relagéo ao grupo ndo expandido.
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Ocitocina

Os dados apresentados na figura 1.2 mostram que a EVEC promoveu
elevacao significativa nas concentragcdes plasmaticas de OT quando
comparados o0s grupos controle (ndo expandido) e expandido, tanto para a
EVEC isotbnica (2.2320.34 vs 4.491+0.61, p<0,05) quanto hipertdnica

(2.23+0.34 vs 51.73+6.97, p<0,001).
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Figura 1.2 — Efeito da EVEC isotbnica e hipertonica sobre a secre¢ao de ocitocina. Valores

expressos em médias = EPM. * p< 0,05 e *** p< 0,001 em relagdo ao grupo nao expandido.
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Peptideo Natriurético Atrial

De acordo com o que pode ser observado na figura 1.3, a EVEC
isotbnica promoveu elevacdo significativa nas concentracdes plasmaticas de
ANP (67.77+5.18 vs 356,76+28.83, p<0,001). O mesmo padrdo de resposta &

observado em relacdo a EVEC hipertbnica (67.77£5.18 vs 483.25 = 27.50,

p<0,001).
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Figura 1.3 — Efeitos da EVEC isotdnica e hipertdnica sobre a secre¢ao de peptideo natriurético

atrial. Valores expressos em médias £ EPM. *** p< 0,001 em relagéo ao grupo ndo expandido.

Vasopressina

Os experimentos realizados mostram ainda que a EVEC isotbnica
promoveu uma diminuicdo na secrecdo de AVP (2,08+0,13 vs 1,41+0,12,
p<0,05), enquanto que a EVEC hipertbnica promoveu um aumento na

concentracdo plasmatica deste horménio, quando comparamos 0S grupos
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controle (sem EVEC) e expandido (2,08+0,13 vs 4,42+0,24, p<0,001) (figura

1.4).
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Figura 1.4 — Efeito da EVEC isotbnica e hipertonica sobre a secrecao de vasopressina. Valores

expressos em médias £ EPM. *** p< 0,001 e * p< 0,05 em relag@o ao grupo nao expandido.
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Protocolo Experimental 2 - Efeitos da administracao intraperitonial
prévia de dexametasona sobre as concentracées plasmaticas de
corticosterona, OT, ANP e AVP em resposta a EVEC (isoténica e

hipertonica).

Corticosterona

Como pode ser observado na figura 2.1, o pré-tratamento com
dexametasona diminuiu significativamente os valores de corticosterona
observados em resposta a EVEC isotbnica (13,43%1,96 vs 2,46+0,67, p<0,001)
e hipertbnica (29,55+1,28 vs 5,23%1,49, p<0,001), mostrando que a dose
utilizada promoveu um recrutamento dos mecanismos de retroalimentacao
negativa sobre a secrecao enddgena de glicocorticoide. Pode-se observar
ainda que a administragdo de dexametasona diminui significativamente a
concentragdo plasmatica de corticosterona dos animais ndo submetidos a

EVEC (5.86+0.79 vs 0.89+0.13, p<0,001).
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Figura 2.1 — Efeito da administragéo i.p. de dexametasona sobre a secrec¢ao de corticosterona
induzida pela EVEC isotbnica e hipertonica. Valores expressos em médias = EPM. *** p< 0,001
em relagao ao basal (veiculo sem EVEC) e +++ p< 0,001 em relagao ao grupo nao tratado

correspondente.

Ocitocina

De acordo com os dados apresentados na figura 2.2, o pré-tratamento
com dexametasona diminuiu significativamente as concentracdes plasmaticas
de OT quando comparados os grupos veic + EVEC e dexa + EVEC para a
solugéo isotdnica (4.49+ 0.61 vs 1.81+0.27, p<0,001) e hipertbnica (51.7316.97

vs 19.69+2.20, p<0,001). A administracdo da droga nao alterou os valores do

grupo nao submetido a EVEC.
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Figura 2.2 — Efeito da administrag&o i.p. de dexametasona sobre a secre¢éo de ocitocina

induzida pela EVEC isotbnica e hipertdnica. Valores expressos em médias £ EPM. * p< 0,05 e

*kk

p< 0,001 em relagédo ao basal (veiculo sem EVEC) e +++ p< 0,001 em relagdo ao grupo

n&o tratado correspondente.

Peptideo Natriurético Atrial

Os efeitos da administracdo de dexametasona sobre a secrecdo de
ANP induzida pela EVEC isotbnica e hipertonica estao representados na figura
2.3. Como pode ser observado, o pré-tratamento com dexametasona néo
alterou os valores normalmente observados nos animais controle (sem EVEC)

e nos animais submetidos a EVEC isoténica ou hiperténica.
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Figura 2.3 — Efeito da administragao i.p. de dexametasona sobre a secre¢édo do peptideo
natriurético atrial induzida pela EVEC isotbnica e hipertonica. Valores expressos em médias *

EPM. *** p< 0,001 em relacédo ao basal (veiculo sem EVEC).

Vasopressina

A prévia administracdo de dexametasona nao alterou os valores de AVP
observados em resposta tanto a EVEC isoténica quanto hipertonica, de acordo
com o que esta demonstrado na figura 2.4. Os dados mostram ainda que a
administragdo do glicocorticéide ndo exerce nenhum efeito sobre a secrecao

basal de AVP.



48

= 7
£ 6
ES)) —1sem EVEC
2 (8) .
< 5+ EVEC iso
:‘f—‘_: 4] EVEC hiper
& 3
(1]
-
o
2
0

veiculo dexametasona

Figura 2.4 — Efeito da administragdo i.p. de dexametasona sobre a secre¢ao de vasopressina
induzida pela EVEC isotbnica e hipertdnica. Valores expressos em médias + EPM. * p< 0,05 e

*** p< 0,001 em relagédo ao basal (veiculo sem EVEC).
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Protocolo Experimental 3 — Efeitos da adrenalectomia sobre as
concentracoes plasmaticas de corticosterona, OT, ANP e AVP em

resposta a EVEC (isoténica e hipertonica).

Corticosterona

Para assegurar a eficacia da adrenalectomia, foi realizada a dosagem
da corticosterona plasmatica dos grupos ADX e Sham. Como pode ser
observado na figura 3.1, os animais ADX submetidos a EVEC apresentaram
valores significativamente menores que os encontrados no grupo Sham
expandido, tanto em resposta a EVEC isotbnica (4.80+£0.64 vs 0.22+0.03,
p<0,001) quanto hipertbénica (12.73£0.86 vs 0.24+0.07, p<0,001). Da mesma
forma, a adrenalectomia reduziu significativamente os valores basais de

corticosterona (1.31+0.31 vs 0.15+0.01, p<0,05).
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Figura 3.1 — Efeito da adrenalectomia sobre a secrecao de corticosterona induzida pela EVEC
isotonica e hiperténica. Valores expressos em médias + EPM. *** p< 0,001 em relagéo ao
basal (Sham sem EVEC); +++ p< 0,001 e + p< 0,05 em relagao ao grupo Sham

correspondente.

Ocitocina

Os dados obtidos indicam que a adrenalectomia ndo altera a secregéo
basal de OT nem a liberacdo deste horménio em resposta a EVEC isotdnica.
Ao contrario disso, a adrenalectomia aumentou significativamente as
concentracdes plasmaticas de OT observadas em resposta a EVEC

hiperténica (29,72+2,51 vs 33,25+2,79, p<0,01) (figura 3.2).
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Figura 3.2 — Efeito da adrenalectomia sobre a secregao de ocitocina induzida pela EVEC
isotonica. Valores expressos em médias = EPM. *** p< 0,001 em relagdo ao basal (Sham sem

EVEC); ++ p< 0,01 em relagéo ao grupo Sham correspondente.

Peptideo Natriurético Atrial

Os dados mostram que a secrecdo basal de ANP nao foi alterada pela
adrenalectomia. Da mesma forma, nao houve diferenca estatistica na secrecao
de ANP quando comparados os grupos adrenalectomizado e Sham tanto para
a EVEC isotbnica quanto hipertdnica, de acordo com o que pode ser

observado na figura 3.3.
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Figura 3.3 — Efeito da adrenalectomia sobre a secregao do peptideo natriurético atrial induzida
pela EVEC isotdnica e hipertbnica. Valores expressos em médias £ EPM. *** p< 0,001 em

relacédo ao basal (Sham sem EVEC).

Vasopressina

Os resultados apresentados mostram ainda que a adrenalectomia néo
alterou os valores basais de AVP, porém impediu a queda na secrecao de AVP
normalmente observada em resposta a EVEC isotbnica (2.20+0.28 vs
4.05%0.27, p<0,05), ndo alterando os valores induzidos em resposta a EVEC

hipertonica (figura 3.4).
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Figura 3.4 — Efeito da adrenalectomia sobre a secre¢ao de vasopressina induzida pela EVEC
isotdnica e hipertdnica. Valores expressos em médias + EPM. * p< 0,05 em relagdo ao basal

(Sham sem EVEC) e + p< 0,05 em relagédo ao grupo Sham correspondente.
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Protocolo Experimental 4 — Efeitos da administracao intraperitonial
prévia de dexametasona sobre a expressao da proteina c-fos nos nucleos
hipotalamicos (NPV e NSO), em resposta a EVEC (isoténica ou

hipertonica).

4.1 — Ocitocina

Os dados obtidos nestes estudos mostram que tanto a EVEC isotbénica
quanto hiperténica promovem aumento do niumero de duplas marcacdes fos-
OT na maioria das regides analisadas do NPV e NSO, de acordo com o que
pode ser observado nas figuras de 4.1.1 a 4.1.8. A administracdo de
dexametasona nao alterou os valores de dupla marcacdo em animais nao
submetidos a EVEC em nenhuma regido analisada.

Na porcdo Comissural Anterior (CA) do NPV, tanto a EVEC isotbnica
quanto hipertdnica ndo induziram aumento significativo no numero de células
duplamente marcadas para fos-OT em relagcdo ao grupo ndo submetido a
EVEC (1.3310.66 vs 7.66+2.90 para a EVEC isot6nica; 1.33+0.66 vs 3.80+0.96
para a EVEC hipertdnica). A administracao prévia de dexametasona diminuiu
estes valores para a EVEC isoténica (7.66+2.90 vs 0.20+0.20, p <0,05), porém

néo alterou os dados obtidos para a EVEC hiperténica (figuras 4.1.1 e 4.1.2).
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Figura 4.1.1 — Efeito da administracao prévia de dexametasona sobre o nimero de células
duplamente marcadas (ir fos-OT) na porcao CA do NPV. Os valores sdo expressos como

médias + EPM. + p < 0,05 em relagao ao grupo ndo tratado correspondente.
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Figura 4.1.2 - Fotomicrografias de sec¢des coronais mostrando ir-Fos-OT no Nucleo
Comissural Anterior (CA) do NPV. A: veiculo + veiculo; B: dexametasona + veiculo; C:
veiculo + EVEC isotbnica; D: dexametasona + EVEC isotbnica; E: veiculo + EVEC
hipertdnica; F: dexamatasona + EVEC hipertonica. As figuras encontram-se em
aumento de 20X. As duplas marcagdes ou marcagbes citoplasmaticas encontram-se
em destaque no canto superior direito (aumento de 100X).
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Nas figura 4.1.3 e 4.1.4 encontra-se expresso o numero de neurdnios
ativados na porcao Medial Magnocelular (MM) do NPV, indicando que houve
um aumento no numero de duplas marcagdes em resposta a EVEC isoténica
(1,00£1,00 vs 6,85%1,42, p<0,05) e hipertbnica (1,00£1,00 vs 9,00+1,94,
p<0,01). A administracdo prévia de dexametasona promoveu diminuicao
significativa nestes valores (6,85+1,42 vs 0,20+0,20, p<0,01, para a EVEC
isotbnica; 9,00%£1,94 vs 2,60+0,92, p<0,01, para a EVEC hipertonica),

trazendo-os préximos aos valores basais.
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Figura 4.1.3 — Efeito da administragao prévia de dexametasona sobre o nimero de células
duplamente marcadas (ir fos-OT) na porcao MM do NPV. Os valores sao expressos como
médias + EPM. * p < 0,05 e ** p < 0,01 em relagéo ao grupo basal (veiculo sem EVEC); ++ p <

0,01 em relagéo ao grupo nao tratado correspondente.



Figura 4.1.4 - Fotomicrografias de sec¢des coronais mostrando ir-Fos-OT no Nucleo
Medial Magnocelular (MM) do NPV. A: veiculo + veiculo; B: dexametasona + veiculo;
C: veiculo + EVEC isotbnica; D: dexametasona + EVEC isotonica; E: veiculo + EVEC
hipertdonica; F: dexamatasona + EVEC hipertonica. As figuras encontram-se em
aumento de 20X. As duplas marcagdes ou marcagdes citoplasmaticas encontram-se
em destaque no canto superior direito (aumento de 100X).
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As figuras 4.1.5 e 4.1.6 representam o numero de neurénios ir-fos-OT
na porcao Lateral Magnocelular (LM) do NPV. Os dados mostram que, tanto a
EVEC isotbnica (1,33x0,66 vs 7,14%1,71, p<0,01) quanto hipertdnica
(1,33+0,66 vs 8,66+0,95, p<0,01) aumentaram estes valores, e que a
administragdo prévia de dexametasona diminuiu significativamente esta
resposta celular (7,14%£1,71 vs 0,40+0,24, p<0,01, para a EVEC isotbnica;

8,66+0,95 vs 1,20+0,58, p<0,001, para a EVEC hiperténica).
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Figura 4.1.5 — Efeito da administragao prévia de dexametasona sobre o nimero de células
duplamente marcadas (ir fos-OT) na porcao LM do NPV. Os valores sdo expressos como
médias + EPM. ** p < 0,01 em relagdo ao grupo basal (veiculo sem EVEC); ++ p < 0,01 € +++

p < 0,001 em relagdo ao grupo ndo tratado correspondente.



Figura 4.1.6 - Fotomicrografias de sec¢des coronais mostrando ir-Fos-OT no Nucleo
Lateral Magnocelular (LM) do NPV. A: veiculo + veiculo; B: dexametasona + veiculo;
C: veiculo + EVEC isotbnica; D: dexametasona + EVEC isotbnica; E: veiculo + EVEC
hipertdonica; F: dexamatasona + EVEC hipertonica. As figuras encontram-se em
aumento de 20X. As duplas marcagdes ou marcagdes citoplasmaticas encontram-se
em destaque no canto superior esquerdo (aumento de 100X).
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Ambos os tipos de EVEC também promoveram aumento nas duplas
marcacdes observadas no NSO (0,66+0,66 vs 8,57+2,01, p<0,01, para a
EVEC isotbnica; 0,66+0,66 vs 13,40+1,98, p<0,001, para a EVEC hipertonica).
O pré-tratamento com dexametasona reduziu estes valores aos basais, tanto
para a EVEC isoténica (8,57+2,01 vs 0,40%0,40, p<0,001) quanto hipertonica

(13,40%1,98 vs 2,6+0,67, p<0,001) (figuras 4.1.7 € 4.1.8).
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Figura 4.1.7 — Efeito da administragao prévia de dexametasona sobre o nimero de células
duplamente marcadas (ir fos-OT) no NSO. Os valores sdo expressos como médias £ EPM. ** p
< 0,01 e *** p < 0,001 em relagao ao grupo basal (veiculo sem EVEC); +++ p < 0,001 em

relagédo ao grupo nao tratado correspondente.



Figura 4.1.8 - Fotomicrografias de sec¢bes coronais mostrando ir-Fos-OT no NSO. A:
veiculo + veiculo; B: dexametasona + veiculo; C: veiculo + EVEC isot6nica; D:
dexametasona + EVEC isotbnica; E: veiculo + EVEC hipertdnica; F: dexametasona +
EVEC hipertbnica. As figuras encontram-se em aumento de 20X. As duplas marcagdes
ou marcacgoes citoplasmaticas encontram-se em destaque no canto superior direito
(aumento de 100X).

62



63

4.2 — Vasopressina

Nas figuras de 4.2.1 a 4.2.8 estdo representados os efeitos da
administragdo prévia de dexametasona sobre o numero de neurbnios
magnocelulares vasopressinérgicos ativados no NPV e NSO em resposta as
EVEC isotonica ou hipertbnica. Os resultados obtidos mostram que a EVEC
isotbnica mantém em valores basais 0 numero de células duplamente
marcadas em todas as porcdes do NPV analisadas. A administracdo de
dexametasona diminuiu ainda mais estes valores na por¢cdo MM do NPV
(1,40+0,50 vs 0,25%0,25, p<0,001) (figuras 4.2.3 e 4.2.4) e nao alterou em
nenhuma regido analisada os valores de dupla marcacdo observados em
animais nao submetidos a EVEC.

Ao contrario, a EVEC hiperténica promoveu um aumento significativo
nestes valores na maioria das regides analisadas (porcao CA: 0,33+0,33 vs
9,00£3,02, p<0,05 (figuras 4.2.1 e 4.2.2); porcao MM: 1,33+0,66 vs 9,40+1,93,
p<0,05 (figuras 4.2.3 e 4.2.4); NSO: 1,66+0,33 vs 14,80£1,93, p<0,01 (figuras
4.2.7 e 4.2.8). O pré-tratamento com dexametasona diminuiu significantemente

estes valores no NSO (14,80+1,93 vs 3,66+1,17, p<0,001).
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Figura 4.2.1 — Efeito da administragao prévia de dexametasona sobre o nimero de células
duplamente marcadas (ir fos-AVP) na porgdo CA do NPV. Os valores sdo expressos como médias +

EPM. * p < 0,05 em relagédo ao grupo basal (veiculo sem EVEC).
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Figura 4.2.2 - Fotomicrografias de secgdes coronais mostrando ir-Fos-AVP no Nucleo
Comissural Anterior (CA) do NPV. A: veiculo + veiculo; B: dexametasona + veiculo; C:
veiculo + EVEC isotbnica; D: dexametasona + EVEC isotbnica; E: veiculo + EVEC
hipertdonica; F: dexamatasona + EVEC hipertonica. As figuras encontram-se em
aumento de 20X. As duplas marcagdes ou marcagdes citoplasmaticas encontram-se
em destaque no canto superior direito (aumento de 100X).



66

154
m 1sem EVEC
% EVEC iso
B 0 EVEC hiper
o <
T h
o098
GE, = 5
=]
=

0

veiculo dexametasona

Figura 4.2.3 — Efeito da administracao prévia de dexametasona sobre o nimero de células
duplamente marcadas (ir fos-AVP) na porcao MM do NPV. Os valores sdo expressos como
médias + EPM. * p < 0,05 em relagdo ao grupo basal (veiculo sem EVEC) e +++ p < 0,001 em

relagédo ao grupo nao tratado correspondente.



Figura 4.2.4 - Fotomicrografias de secgdes coronais mostrando ir-Fos-AVP no Nucleo
Medial Magnocelular (MM) do NPV. A: veiculo + veiculo; B: dexametasona + veiculo;
C: veiculo + EVEC isotbnica; D: dexametasona + EVEC isotonica; E: veiculo + EVEC
hipertonica; F: dexamatasona + EVEC hipertonica. As figuras encontram-se em
aumento de 20X. As duplas marcagdes ou marcagdes citoplasmaticas encontram-se
em destaque no canto superior direito (aumento de 100X).
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Figura 4.2.5 — Efeito da administracao prévia de dexametasona sobre o nimero de células
duplamente marcadas (ir fos-AVP) na porgcdo LM do NPV. Os valores sdo expressos como médias +

EPM.



Figura 4.2.6 - Fotomicrografias de sec¢bes coronais mostrando ir-Fos-AVP no Nucleo
Lateral Magnocelular (LM) do NPV. A: veiculo + veiculo; B: dexametasona + veiculo;
C: veiculo + EVEC isotbnica; D: dexametasona + EVEC isotdnica; E: veiculo + EVEC
hipertonica; F: dexamatasona + EVEC hipertonica. As figuras encontram-se em
aumento de 20X. As duplas marcagdes ou marcagdes citoplasmaticas encontram-se
em destaque no canto superior esquerdo (aumento de 100X).
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Figura 4.2.7— Efeito da administragédo prévia de dexametasona sobre o numero de células
duplamente marcadas (ir fos-AVP) no NSO. Os valores sao expressos como médias + EPM. ** p <
0,01 em relagdo ao grupo basal (veiculo sem EVEC); +++ p < 0,001 em relagéo ao grupo nao tratado

correspondente.



Figura 4.2.8 - Fotomicrografias de sec¢des coronais mostrando ir-Fos-AVP no NSO. A:
veiculo + veiculo; B: dexametasona + veiculo; C: veiculo + EVEC isoténica; D:
dexametasona + EVEC isotonica; E: veiculo + EVEC hipertonica; F: dexamatasona +
EVEC hipertbnica. As figuras encontram-se em aumento de 20X. As duplas marcagdes
ou marcacgoes citoplasmaticas encontram-se em destaque no canto superior direito
(aumento de 100X).
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6. DISCUSSAO
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Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que ocorreu uma
diminuicao significativa nas concentracbes plasmaticas de AVP em resposta a
EVEC isotbnica, e aumento nestes valores quando o animal foi submetido a
EVEC hiperténica. Dessa forma, quando um aumento do volume extracelular é
detectado, o0 organismo mobiliza diversos sistemas que visam, de uma forma
geral, restabelecer o volume circulante pelo controle sobre a ingestao e
excrecao de eletrolitos e agua. Estas respostas homeostaticas visam restaurar
o volume circulante por ativagdo de mecanismos neurais, humorais e
comportamentais. Porém, na EVEC hiperténica, o sistema torna-se menos
sensivel, priorizando a correcao do fator mais limitante, que corresponde a
osmolalidade, como proposto anteriormente por Stricker e Verbalis (1986).
Estes dados confirmam a acdo da AVP sobre o balangco de agua entre os
diferentes compartimentos em situagdes de alteracdo osmética e/ou de volume
plasmatico.

Observou-se também que, tanto a EVEC isoténica quanto a hipertdnica,
promoveram aumento significativo nas concentracdes plasmaticas de OT e
ANP, dados ja demonstrados anteriormente por estudos realizados em nosso
laboratério (Haanwinckel et al, 1995; Ventura et al, 2002; Durlo et al, 2004).

Sabe-se que a EVEC isotbnica ativa receptores especializados
localizados em determinadas regides do sistema cardiovascular, os quais
levam impulsos via nervos vago e glossofaringeo até a regidao do NTS, de onde
partem conexdes multissindpticas que alcancam o NPV e NSO, promovendo a
ativacdo dos neurbnios hipotaldamicos e secrecdo dos horménios neuro-

hipofisarios (AVP e OT). Uma vez secretados para a circulagdo sistémica,
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esses peptideos irdo atuar promovendo o0s ajustes necessarios para a
manutencdo homeostatica do LEC.

Como ja foi descrito anteriormente, a EVEC também promove liberacao
de ANP n&o s6 dos cardiomiécitos, mas também do hipotalamo. O ANP
produzido centralmente estimula a secrecdao de OT pela hipbfise posterior.
Esta, uma vez presente na circulagdo sistémica, estimula diretamente o
coracao para a producao e liberagcdo de ANP periférico, principal responsavel
pelos efeitos renais observados, e em menor proporcao, age também sobre os
tubulos renais, promovendo natriurese.

Os dados obtidos mostraram que a EVEC promoveu um aumento nas
concentragdes plasmaticas de corticosterona, sugerindo que o eixo HHA esteja
envolvido na regulacdo do equilibrio hidreletrolitico. Varios estudos tém
demonstrado que os horménios neuro-hipofisarios apresentam concentragdes
plasmaticas aumentadas mediante diferentes estimulos estressores, como
imobilizacéo, hipoglicemia e natacao forcada (Lang et al, 1983).

Durlo et al (2004) mostraram que a secrecado de prolactina (PRL) em
resposta a EVEC é também modulada pelo eixo HHA, sem, no entanto,
influenciar diretamente a liberagdo de ANP e OT no modelo experimental de
EVEC. Esses autores também sugeriram que a secrecdo de ANP neste
modelo experimental nao seria diretamente modulada pelos glicocorticoides.

De fato, os dados apresentados mostraram que a administracdo de
dexametasona, que possui acao estimulatoria sobre a liberagdo de ANP dos
cardiomiécitos (Fink et al, 1992), ndo altera a secrecdo deste hormdnio
observada em resposta a EVEC. Estudos in vitro desenvolvidos em nosso

laboratério apontam para uma regulagcédo central dos glicocorticéides sobre a
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secrecao de ANP, uma vez que a incubacao prévia do hipotalamo médio-basal
proveniente de ratos pré-tratados com dexametasona reduziu a secrecao de
ANP em resposta ao aumento da osmolalidade do meio de incubacao.

O presente trabalho mostrou ainda que a administracdo do
glicocorticbide sintético dexametasona diminuiu significativamente as
concentragdes plasmaticas de OT em resposta a EVEC isotdnica e hipertbnica.
Em ratos previamente adrenalectomizados, a secrecao de OT induzida pela
EVEC hipertbnica foi potencializada, sugerindo que o eixo HHA esteja
modulando negativamente a secrecao deste hormdnio nesta situacéo.

Outros autores mostraram que a EVEC isotdnica induz aumento no
namero de células ativadas (Randolph et al, 1998) e duplamente marcadas
para fos-OT no hipotalamo (Godino et al, 2005). O presente trabalho confirmou
estes achados, mostrando ainda que a EVEC hiperténica promoveu aumento
na ativagdo dos neurénios ocitocinérgicos do NPV e NSO. Além de modular a
secrecdo de OT induzida pela EVEC, o eixo HHA também parece estar
envolvido na ativagdo dos neurbdnios ocitocinérgicos, uma vez que o pré-
tratamento com dexametasona diminuiu significativamente o nuamero de
células duplamente marcadas para fos-OT no NPV e NSO, reforcando a
hip6étese de uma acéo inibitéria do glicocorticide sobre a ativacao neuronal
ocitocinérgica desencadeada tanto pela EVEC isotbnica quanto hipertdnica.

Por outro lado, o eixo HHA parece néao interferir diretamente na
secrecdo de AVP induzida pela EVEC, uma vez que a administracdo aguda de
dexametasona nao alterou as concentracdes plasmaticas deste horménio.
Esses dados confirmam resultados obtidos in vitro por outros autores,

mostrando que este tratamento ndo altera a liberagdo nem o conteudo de AVP
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da neuro-hipéfise e EM (Verbalis et al, 1986). Os experimentos mostraram
ainda que a adrenalectomia reverteu a queda na secrecdo de AVP
normalmente observada em resposta a EVEC isoténica. Estudos ja mostraram
que esta resposta pode ocorrer devido ao surgimento de um mecanismo
compensatério de sintese de AVP, desencadeado frente a inexistente
responsividade do eixo HHA ao CRH no modelo de adrenalectomia. Portanto,
a AVP secretada atuaria, juntamente com o CRH, como secretagogo de ACTH
na adeno-hipéfise, agindo via receptores do subtipo V1, (Whitnall, M.H., 1988).
Verbalis et al (1986) mostraram que a liberacdo de AVP induzida in vitro por
despolarizacao dos terminais da camada externa da EM é aumentada em ratos
adrenalectomizados. Segundo os autores, esse aumento se deve
primariamente a liberagdo vasopressinérgica de feixes neuronais que partem
da porcao parvocelular do PVN, sugerindo a participagdo da AVP produzida
por este grupo neuronal neste mecanismo compensatério observado em
animais adrenalectomizados.

Recentes estudos sugerem ainda que ocorra uma regulacdo intra-
hipofisaria e intra-hipotalamica da secrecao de AVP (Sperlagh, B. et al, 1999),
envolvendo células da glia como elementos capazes de modular a secrecao
dos horménios neuro-hipofisarios por meio da liberagdo de neurotransmissores
ja conhecidos (como GABA, glicina e 6xido nitrico), bem como outros de acéo
ainda nao definidas sobre o equilibrio hidreletrolitico, como a taurina, um
neurotransmissor que parece estar envolvido na dissociagéo entre a liberagéao
central e periférica de AVP em resposta a diferentes estimulos estressores

(Engelmann, M. et al, 2001; Rosso, L. et al, 2003).
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Com relacdo a atividade neuronal, os dados imuno-histoquimicos
mostraram que o pré-tratamento com dexametasona nao alterou o padrao de
ativacdo dos neurbnios vasopressinérgicos observado em resposta ao
estimulo isotdnico, porém diminuiu a resposta celular a EVEC hiperténica.
Esses dados sugerem que a secrecdo de AVP induzida pelo estimulo
hipertbnico em animais pré-tratados com dexametasona seja mantida,
predominantemente, pela liberacdo de estoques neuro-hipofisarios e nao pela
sintese hormonal “de novo” nos neurénios magnocelulares do NSO e NPV.

O efeito inibitorio exercido pelos glicocorticdides sobre os genes que
controlam varios tipos de respostas, notadamente as que envolvem o sistema
imune, vem sendo amplamente estudado devido ao interesse nas aplicacoes
clinicas deste conhecimento. O principal mecanismo de acdo, denominado
transcricional, envolve o controle de sitios regulatorios, presentes nestes
genes, para os fatores de transcricdo Kappa B (NFxB) e para a familia de
proteinas AP-1, a qual pertencem os produtos c-fos e c-jun.

Gonzélez et al (2000) mostraram que os glicocorticoides antagonizam a
ligacdo dos membros da AP-1 ao DNA por meio da inibicdo da fosforilacdo de
uma MAP Kinase da cascata intracelular de ativacdo da transcricdo. Também
foi demonstrado que um desvio nesta via intracelular de sinalizagao é capaz de
conferir resisténcia em células imunes (Tsitoura et al, 2004). Os dados imuno-
histoquimicos apresentados mostram que, em animais tratados com
dexametasona, assim como nos controles, ocorre a ativagdo de células em
diferentes sitios de expressao constitutiva, sugerindo que o padrao de inibicao
observado em resposta ao glicocorticdide seja conferido de maneira especifica

aos neurdnios ativados pelo estimulo da EVEC.
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Estudos in vitro mostraram que a dexametasona, numa fase inicial,
estimula a translocacdo de NFxB para o nucleo e sua ligacdo ao DNA,
enquanto que, numa fase posterior e prolongada, inibe a degradacédo e
estimula a sintese de kB, o tampao intracelular do NFxB, diminuindo a
atividade transcricional desta via (Castro-Caldas et al, 2003).

Além da enorme influéncia que o glicocorticdide parece exercer sobre a
transcricdo de diversos genes, entre eles 0s que determinam a sintese de AVP
e OT, tém surgido recentemente na literatura dados acerca das acbes néao-
gendmicas do receptor de glicocorticdéide (GR), que diferem das acdes
transcricionais classicas pelo alvo, tipo de interacdo e tempo de acédo
(Limbourg e Liao, 2003).

Di et al (2003) demonstraram pela primeira vez que o glicocorticéide
inibe de forma bastante rapida a liberacdo de glutamato, o principal mediador
estimulatério do SNC, em neurbnios do NPV, por meio da acdo de um
mensageiro retrogrado da familia dos endocanabindides. Estes pesquisadores
sugerem ainda que essa acao seja mediada por um receptor de membrana, e
nao pelo conhecido GR citoplasmatico. De acordo com este estudo, a inibicdo
ocorre predominantemente sobre neurdnios ocitocinérgicos, seguidos dos
vasopressinérgicos e CRH-érgicos.

Portanto, sugerimos que o eixo HHA desempenhe uma agéo
moduladora da secrecao de AVP e OT. Este controle, porém, parece se dar de
formas distintas e envolver, como mecanismos mais imediatos, a participacao
dos endocanabindides (Di, S. et al, 2003; Di, S. et al, 2005), e, a longo prazo,
uma interferéncia com a transcricdo génica por meio do controle sobre a

atividade dos fatores transcricionais.
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Dessa forma, o presente estudo visou pesquisar alguns dos
mecanismos neuroenddcrinos envolvidos na mediacdo das respostas a um
estimulo de alteracdo do volume e/ou da osmolalidade do LEC, destacando o
controle exercido pelo eixo HHA sobre a secrecédo de diversos hormonios, bem

como sobre a expressdo da proteina c-fos desencadeados por estas

alteracoes.
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7. CONCLUSOES
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Os dados apresentados sugerem que os glicocorticéides exercem um
controle negativo sobre a sintese e secrecdo de OT pelos neurdnios
magnocelulares hipotaldmicos em resposta aos estimulos de aumento de
volume e osmolalidade do LEC. A modulagdo exercida sobre a secrecao de
AVP induzida pela EVEC hipertbnica também esta sob controle inibitério do
eixo HHA, porém o padrédo de secrecédo de AVP em resposta a EVEC isotbénica
parece envolver mecanismos ndo tdo claros de controle. Os resultados
sugerem ainda que a secrecao de ANP em resposta ao estimulo de alteracao

do volume e osmolalidade ndo é modulada diretamente pelo eixo HHA.
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ANEXO A — Cortes sagitais mostrando em A a coordenada -0,92 mm, em
relacdo ao bregma (onde foi analisada a porcdo CA do NPV); em B a
coordenada -1,3 mm em relacdo ao bregma (onde foram analisados a por¢ao
MM do NPV e o NSO) e em C, a coordenada — 1,8 mm em relacao ao bregma
(onde foi analisada a porcao LM do PVN). Extraido de Paxinos & Watson,
1997.



ANEXO B - Efeitos da administracdo intraperitonial prévia de dexametasona sobre as concentracbes plasmaticas de
corticosterona, OT, ANP e AVP em resposta a EVEC isotonica. Valores individuais, médias e EPM nos tempos 0 (basal) e 5
minutos an6s a EVEC.

Corticosterona (ug/dl) Ocitocina (pg/ml) Vasopressina (pg/ml) Peptideo Natriurético Atrial
(pg/mli)

EVEC | D+ EVECI EVEC | D+ EVECI EVEC | D+ EVECI EVEC | D+ EVECI

0] 5 0 5’ 0] 5’ 0 5 0] 5’ 0] 5 0 5’ 0] 5

2732013 0.63 | 1.19| 229 | 488 | 256 | 144 | 253 | 1.40| 1.06 | 243 | 61.11| 388.9| 74.75| 418.7
799 | 13.71| 041 | 137 | 080 | 848 | 1.89 | 195| 270 | 1.35 | 223 | 1.47 | 67.92| 360.7| 94.78| 107.3
264 | 65 | 0.72 | 143 | 180 | 526 | 1.03| 082 | 2.73 | 1.72 | 1.65| 1.58 | 31.17| 457.2| 80.15| 476.7
535|17.00) 0.78 | 1.01 | 3.79 | 3.11 | 6.95| 3.80| 153 | 2.18 | 1.25| 1.60 | 68.67| 440.4| 78.38| 576.0
8.73|13.08| 1.89 | 1.74| 270 | 497 | 1.76 | 1.35| 214 | 1.16 | 1.88 | 1.83 | 94.78| 333.0| 62.76| 577.2
6.76 | 10.11| 1.25 | 217 | 3.18 | 294 | 160 | 1.26 | 222 | 0.93 | 1.57 | 2.02 | 80.15| 382.2| 121.5| 235.1

2.52 0.72 | 6.32 | 1.88 | 3.80 | 3.81 | 144 | 233 | 1.27 | 216 | 2.06 | 78.38| 281.3| 94.14| 602.3
2.64 082 | 446 | 1.37 | 483 | 3.01 | 1.37| 140 | 1.20| 1.36 | 1.63 | 62.76| 210.0| 137.4| 492.6
6.07 1.00 216 | 1.82 | 3.27 | 246 | 1.53 1.97 | 64.08 574.5
8.30 0.77 1.66 | 1.35 | 1.40 1.76 | 68.67 448.8
2.17 1.83 | 2.46
11.00 1.51
2.73 1.30
8.73 1.98
9.64 2.48

MEDIA | 5.86 | 13.43| 089 | 246 | 223 | 449 | 261 | 1.81 | 2.08 | 1.41 | 1.64 | 1.84 | 67.77| 356.7| 92.99| 450.9

EPM | 079 | 196 | 0.13| 0.67 | 0.34| 0.61 | 0.54| 0.27| 0.13| 0.12| 0.15| 0.09 | 5.18 | 28.83| 8.88 | 51.40

16



ANEXO C - Efeitos da administracdo intraperitonial prévia de dexametasona sobre as concentracbes plasmaticas de
corticosterona, OT, ANP e AVP em resposta a EVEC hipertonica. Valores individuais, médias e EPM nos tempos 0 (basal) e 5
minutos ap6s a EVEC.

Corticosterona (ug/dl) Ocitocina (pg/ml) Vasopressina (pg/ml) Peptideo Natriurético Atrial
(pg/mli)

EVECH D+ EVECH EVECH D+ EVECH EVECH D +EVECH EVECH D+ EVECH

0] 5 0 5’ 0] 5’ 0 5 0] 5’ 0] 5 0 5’ 0] 5

2.73 | 28.37| 0.63 | 3.22 | 2.29 | 60.21| 2.56 | 17.49| 253 | 490 | 1.06 | 3.72 | 61.11| 538.1| 74.75| 470.9
7.99 | 30.53| 0.41 | 3.37| 0.80| 59.34| 1.89 | 18.71| 2.70 | 3.08 | 223 | 3.91 | 67.92| 394.1| 94.78| 411.0
2.64 | 33.27| 0.72 | 13.59| 1.80 | 53.10| 1.03 | 17.04| 2.73 | 3.82 | 1.65 | 4.78 | 31.17| 334.3| 80.15| 499.6
535 | 26.06| 0.78 | 1.68 | 3.79 | 30.29| 6.95 | 28.75| 1.53 | 493 | 1.25| 598 | 68.67| 377.9| 78.38| 563.2
8.73 | 31.58| 1.89 | 136 | 2.70 | 33.02| 1.76 | 25.42| 2.14 | 4.34 | 1.88 | 5.67 | 94.78| 321.8| 62.76| 581.3
6.76 | 32.41| 1.25 | 10.65| 3.18 | 74.44| 1.60 | 25.50| 2.22 | 4.33 | 1.57 | 4.04 | 80.15| 341.7| 121.5| 330.5

2.52 | 31.86| 0.72 | 3.24 | 1.88 3.81 | 1257 2.33 | 5.11 | 2.16 78.38| 490.7| 94.14| 363.6
2.64 | 33.86| 0.82 | 8.36 | 1.37 3.01 | 12.02| 1.40 | 4.86 | 1.36 62.76| 294.3| 137.4| 701.9
6.07 | 20.79| 1.00 | 1.60 1.82 2.46 64.08| 377.5 277.6
8.30 | 26.76| 0.77 1.66 1.40 68.67| 361.8

2.17 2.46

11.00 1.51

2.73 1.30

8.73 1.98

9.64 2.48

MEDIA | 5.86 | 29.55| 0.89 | 5.23 | 2.23 | 51.73| 2.61 | 19.69| 2.08 | 442 | 1.64 | 4.69 | 67.77| 483.2| 92.99| 466.6

EPM | 079 | 1.28| 0.13| 149 | 0.34 | 6.97 | 054 | 220 | 0.13 | 0.24 | 0.15| 0.39 | 5.18 | 27.50| 8.88 | 45.17

6



ANEXO D - Efeitos da adrenalectomia prévia sobre as concentracées plasmaticas de corticosterona, OT, ANP e AVP em
resposta a EVEC isotbnica. Valores individuais, médias e EPM nos tempos 0 (basal) e 5 minutos ap6s a EVEC.

Corticosterona (ug/dl) Ocitocina (pg/ml) Vasopressina (pg/ml) Peptideo Natriurético Atrial
(pg/ml)
SHAM ADX SHAM ADX SHAM ADX SHAM ADX
0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5

1.05| 288 | 0.12| 0.18 | 0.78 | 097 | 047 | 1.06 | 418 | 291 | 1.89 | 4.54 | 49.89| 189.2| 59.89| 151.6
068 | 3.72| 0.12| 0.37 | 0.84 | 2.32 | 0.84 | 229 | 3.24 | 222 | 2.67 | 4.68 | 37.96| 132.5| 47.96| 180.6
0.53| 6.58| 0.17| 0.17 | 254 | 1.79 | 0.53 | 4.43 | 3.13 | 2.75| 3.08 | 3.68 | 78.82| 104.5| 68.82| 122.2
3.10| 4.74| 0.21 | 0.19 | 1.69| 0.56 | 1.32 | 9.43 | 3.82 | 2.60 | 3.44 | 4.48 | 87.71| 168.4| 57.71| 198.0
1.89 | 452 | 012 ] 0.21 | 1.25| 1.88 | 242 | 484 | 250 | 1.21 | 231 | 4.70 | 30.89| 142.9| 31.90| 198.4
190 | 648 | 017 | 0.21 | 069 | 465 | 1.85| 440 | 404 | 1.54 | 3.44 | 421 | 31.17| 156.6| 31.17| 163.4

1.94 | 142 0.12 | 0.50 | 1.57 3.52 | 2.69 3.79 | 62.76 72.76| 156.1
0.32 | 5.44 0.34 | 0.40 | 1.00 3.19 3.75 | 94.78 84.78
0.44 | 7.46 1.10 2.47 2.76 | 80.15 80.15
3.00 | 78.38 68.38
6.44 | 68.67 78.67
2.62 | 39.60 49.60
4.95 | 43.20 53.20
3.11 | 64.08 54.08
65.12 75.12

mepia | 1.31| 480 | 0.15| 0.22| 1.09| 1.84 | 1.24 | 428 | 3.25| 220 | 2.80 | 4.05 | 60.88| 149.0| 60.94| 167.2

EPM | 0.31 | 0.64| 0.01| 0.03| 0.22 | 0.44| 0.31| 099 | 0.21 | 0.28 | 0.25| 0.27 | 5.41 | 12.03| 4.28 | 10.36
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ANEXO E - Efeitos da adrenalectomia prévia sobre as concentracoes plasmaticas de corticosterona, OT, ANP e AVP em
resposta a EVEC hipertbnica. Valores individuais, médias e EPM nos tempos 0 (basal) e 5 minutos apés a EVEC.

Corticosterona (ug/dl) Ocitocina (pg/ml) Vasopressina (pg/ml) Peptideo Natriurético Atrial
(pg/ml)
SHAM ADX SHAM ADX SHAM ADX SHAM ADX
0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5

1.05| 9.71 | 012 | 0.12 | 0.78 | 44.19| 0.47 | 25.14| 418 | 525 | 1.89 | 4.53 | 49.89| 309.9| 59.89| 234.4
0.68 | 8.72| 0.12| 0.21 | 0.84 | 27.53| 0.84 | 27.04| 3.24 | 3.70 | 2.67 | 6.10 | 37.96| 154.9| 47.96| 274.4
0.53 | 14.87| 0.17 | 0.12 | 2.54 | 32.02| 0.53 | 36.19| 3.13 | 4.50 | 3.08 | 7.02 | 78.82| 303.3| 68.82| 162.8
3.10 | 11.77) 0.21 | 0.12 | 1.69 | 34.55| 1.32 | 51.36| 3.82 | 4.53 | 3.44 | 9.37 | 87.71| 81.24| 57.71| 250.0
1.89 | 13.19] 0.12 | 0.12 | 1.25 | 28.59| 2.42 | 23.46| 2.50 | 8.74 | 2.31 | 6.63 | 30.89| 283.7| 31.90| 293.6
1.90 | 13.92] 0.17 | 0.12 | 0.69 | 32.00| 1.85 | 42.06| 4.04 | 2.81 | 3.44 | 6.80 | 31.17| 218.2| 31.17| 185.5

1.94 | 15.58 0.46 | 0.50 | 35.85 34.23| 2.69 | 6.51 9.37 | 62.76| 255.9| 72.76
0.32 | 14.10 0.69 | 0.40 | 52.74 23.19| 3.19 | 5.18 5.62 | 94.78| 100.2| 84.78
0.44 1.10 | 54.74 30.10| 2.47 | 7.09 5.47 | 80.15 80.15
31.99 27.57 6.24 8.76 | 78.38 68.38
37.55 35.91 5.23 4.93 | 68.67 78.67
55.46 40.25 4.49 12.68| 39.60 49.60
50.06 35.70 9.96 7.04 | 43.20 53.20
33.68 5.83 5.49 | 64.08 54.08
44.89 8.64 65.12 75.12

MEDIA | 1.31 | 12.73| 0.15| 0.24 | 1.09 | 29.72| 1.24 | 33.25| 3.25 | 5.91 | 2.80 | 7.13 | 60.88| 213.4| 60.94| 233.4

EPM | 031 | 0.86 | 0.01| 0.07 | 0.22| 2.51 | 0.31 | 229 | 0.21 | 0.51 | 0.25| 0.59 | 5.41 | 32.15| 4.28 | 20.71

¥6



ANEXO F - Efeitos da administracdo prévia de dexametasona sobre o numero de células duplamente marcadas para fos-OT
observado nas por¢des CA, MM e LM do NPV e no NSO em resposta a EVEC isotdnica. Valores individuais, médias e EPM de
animais perfundidos 90 minutos ap6és a inducao da EVEC.

Dexametasona Veiculo

Veiculo EVEC | Veiculo EVEC |

CA MM LM NSO | CA MM LM NSO | CA MM LM NSO | CA MM LM NSO

1 1 1 0 0 0 0 2 2 0 2 2 12 10 15 17
1 2 0 1 0 0 0 0 2 3 2 0 19 8 10 15
1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 10 5 7
0 1 1 0 0 2 4 8

1 0 1 0 2 4 7 5

9 11 8 4

3 1 4

MEDIA | {33| 133| 0,66| 0,33| 0,20 0,20 0,40| 0,40| 1,33| 1,00| 1,33| 0,66 | 7,66 | 6,85| 7,14 | 8,57

=P 0,66 | 0,33| 0,33| 0,33| 0,20 | 0,20 | 0,24 | 0,40 | 0,66 | 1,00 0,66 | 0,66 | 290 1,42 | 1,71 | 2,01
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ANEXO G - Efeitos da administracéo prévia de dexametasona sobre o nimero de células duplamente marcadas para fos-OT
observado nas porcées CA, MM e LM do NPV e no NSO em resposta a EVEC hiperténica. Valores individuais, médias e EPM
de animais perfundidos 90 minutos ap6és a inducao da EVEC.

Dexametasona Veiculo

Veiculo EVECH Veiculo EVECH

CA MM LM NSO | CA MM LM NSO | CA MM LM NSO | CA MM LM NSO

1 1 1 0 1 1 0 2 2 0 2 2 5 12 11 16

1 2 0 1 0 6 0 3 2 3 2 0 7 14 12 10

1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 3 10 8 8
0 3 2 2 2 5 7 14
1 2 3 5 2 4 8 19
2 6

mepia | 1,33 1,33 | 0,66| 0,33 | 0,83| 2,60 | 1,20| 2,60 | 1,33| 1,00| 1,33 | 0,66 | 3,80| 9,00 | 8,66 | 13,4

EPM | 0,66 | 0,33 | 0,33| 0,33| 0,30| 0,92| 0,58 | 0,67 | 0,66| 1,00| 0,66 | 0,66 | 0,97 | 1,94 | 0,95| 1,99
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ANEXO H - Efeitos da administragédo prévia de dexametasona sobre o numero de células duplamente marcadas para fos-AVP
observado nas por¢des CA, MM e LM do NPV e no NSO em resposta a EVEC isoténica. Valores individuais, médias e EPM de
animais perfundidos 90 minutos ap6s a inducao da EVEC.

Dexametasona Veiculo

Veiculo EVEC | Veiculo EVEC |

CA MM LM NSO | CA MM LM NSO | CA MM LM NSO | CA MM LM NSO

Do N
S )
DN =
O - =

- O w© ™
—ooo
ohooO
RGN S
oo
oM N
O = =
DN =

OCWN =

OwWw— 2

_ ) =

mebia | 1,33| 2,00| 1,66 | 0,66| 4,50| 0,25| 1,00| 1,75| 0,33| 1,33| 0,66| 1,66| 1,80| 1,40| 1,20| 1,20

EPM | 066| 1,52| 0,33 | 0,33| 2,32| 0,25| 1,00| 0,47 | 0,33| 0,66 | 0,33| 0,33| 1,11| 0,51 | 0,49 | 0,20
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ANEXO | - Efeitos da administracdo prévia de dexametasona sobre o niumero de células duplamente marcadas para fos-AVP
observado nas porcées CA, MM e LM do NPV e no NSO em resposta a EVEC hiperténica. Valores individuais, médias e EPM
de animais perfundidos 90 minutos ap6s a inducao da EVEC.

Dexametasona Veiculo

Veiculo EVECH Veiculo EVECH

CA MM LM NSO | CA MM LM NSO | CA MM LM NSO | CA MM LM NSO

2 0 1 1 4 4 2 8 0 2 1 1 13 10 22 20
0 1 2 1 1 2 3 2 0 2 1 2 15 16 22 15
2 5 2 0 0 5 1 6 1 0 0 2 6 8 2 18
1 1 4 0 2 9 3 11
5 3 4 7 10

3

mepia | 1,33| 2,00| 1,66 | 0,66 | 1,50| 9,40| 2,40 | 3,66| 0,33 | 1,33| 0,66 | 1,66| 9,00| 9,40 | 11,2 | 14,8

EPM | 0,66 | 1,52| 0,33 | 0,33| 0,86| 1,93| 0,51 | 1,17| 0,33 | 0,66 | 0,33 | 0,33 | 3,02 | 0,81 | 4,48 | 1,93
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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