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humano.”

Professor César Timo-Iaria

(Conferéncia de Abertura da Reunido da FeSBE de 2002)



Resumo

Amplamente conhecida por seus efeitos sobre o sistema reprodutor,
pesquisadores tém sugerido a participagdao da ocitocina na homeostase
cardiovascular/hidroeletrolitica. Foram descritos seus efeitos renais e seu
papel natriurético estd comprovado, mas a literatura carece de

informacOes sobre efeitos cardiacos. Objetivamos investigar efeitos da
ocitocina sobre a fungdo cardiaca. A administragdo intravenosa de 1ug de

ocitocina (n=6) em ratos nao anestesiados reduziu a +dP/dt em
aproximadamente 15% no 1°minuto apds a administracao (-1650 +605
mmHg/seg; P<0,05), permanecendo inferior ao grupo controle (n=8) até
15 minutos (P<0,05). Também promoveu uma reducdo na freqiéncia
cardiaca de 20% no 1°minuto (-69+14 bpm; P<0,001), retornando a
valores controles apds 5 minutos. A administracdao de 0,1ug (n=4) nao
alterou a funcdo cardiaca. Em coracdes isolados, as concentracdes 107,
10° e 107’M, promoveram uma reducdo na pressdo desenvolvida no
ventriculo esquerdo de aproximadamente 60 (P<0,01), 25 (P<0,01) e
10% (P<0,05), respectivamente, ndo alterando a funcdo cardiaca nas
demais concentragdes testadas (107*° a 10M). A +dP/dt foi reduzida em
45 e 20% (10 e 10°M; P<0,01), enquanto a pressdo diastdlica sofreu
um discreto incremento e a frequéncia cardiaca uma reducao, com a
perfusao da maior concentracao (P<0,05). A administracao intravenosa de
1ug (n=6) promoveu incremento de 22% na pressao arterial média
(+23+3 mmHg; P<0,001) no 19minuto, que retornou a valor semelhante
ao do grupo controle aos 5 minutos, assim permanecendo até 30 minutos
apd6s a administracdo. Portanto, a ocitocina é capaz de exercer efeitos
inotrépico e cronotrdpico negativos, sendo o efeito in vivo, em parte, uma

resposta reflexa ao seu efeito hipertensor.



Abstract

Oxytocin is well known for its role in reproduction. However,
evidences have emerged suggesting its role in
cardiovascular/hydroeletrolitic homeostasis. Although its renal effects
have been characterized, the cardiaovascular effects have not. Therefore,
we aimed to investigate the cardiac effects of oxytocin. Intravenously
given oxytocin (1ug; n=6) to unanesthetized rats decreased +dP/dt by
15% (-1650+ 605 mmHg/seg; P<0.05) and heart rate by 20% (-69+14
bpm; P<0.001), at the first minute after injection. However, +dP/dt was
still lower in OT-treated rats (n=8) up to 15 minutes (P<0.05), while heart
rate returned to control values after 5 minutes. On the other hand, 0.1ug
oxytocin treatment (n=4) did not change cardiac function. In isolated
heart, oxytocin was able to promote negative inotropic and chronotropic
effects. Perfusion with 10>, 10° and 107’M oxytocin resulted in
approximately 60 (P<0.01), 25 (P<0.01) and 10% (P<0.05) reduction in
the left ventricle developed pressure, without effect in lower
concentrations (107'° to 10°®M). Also, +dP/dt was reduced by 45 and 20%
(10> and 10°M, respectively; P<0.01). The diastolic pressure was
increased and the heart rate was decreased by perfusion with high
concentration of oxytocin (10°M; P<0.05). Intravenous injection of
oxytocin (1pg; n=6) increased arterial pressure by 22% at the first
minute (+23+3mmHg; P<0.001), equaling to control (n=6) thereafter.
Thus, oxytocin has direct negative chronotropic and inotropic effects in the
isolated heart, but its in vivo effect should involve a reflex mechanism

derived from its effect on arterial pressure.
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1 INTRODUCAO
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1.1 SISTEMA HIPOTALAMO-NEUROHIPOFISARIO E A SECREGAO DE

OCITOCINA

Localizado na base do diencéfalo, o hipotdlamo é um local de
integracao de informagdes sobre o ambiente externo (provenientes, ao
menos, da retina e do bulbo olfatério) bem como das que concernem ao
meio interno, provenientes ou de neurdnios sensoriais viscerais via
nucleos bulbares e mesencefalicos, ou do proprio fluido extracelular, quer
seja através de moléculas sinalizadoras (p.ex.: hormoénios), quer seja por
variacdes em suas caracteristicas fisico-quimicas (p.ex.: osmolaridade). A
partir do processamento destas aferéncias, desencadeiam-se respostas
neurohumorais capazes de influenciar os mais diversos tecidos
colaborando assim para o fendmeno homeostatico (Allen & Cechetto,
1992; Antunes-Rodrigues, et al., 2004; Burbach et al., 2001; De-
Wardener, 2001; Fitch et al., 2000a; 2000b; Fitzsimons, 1998; Grindstaff

et al., 2000a.; Skott, 2003).

Neurdnios hipotalamicos podem influenciar o funcionamento do
organismo, através de vias neurais descendentes (p.ex.:modulacdao de
atividade de neur6nios pré-ganglionares simpaticos) ou humorais, através
da secrecao de moléculas sinalizadoras na circulacdo sanguinea. Além de
secretarem seus produtos na circulacao porta-hipofisaria, influenciando
assim a funcdo da porcdo anterior desta glandula (adenohipofise),
terminais de neurdnios que tem seu corpo celular localizado no hipotalamo
também sao encontrados na porcao posterior da hipdfise (neurohipdfise),

através da qual estes neurdnios secretam seus produtos na circulagao
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sistémica (De-Wardener, 2001; Freeman et al., 2000; Lohmeier, 2003;

Muller et al., 1999).

Classicamente o] sistema neurosecretotrio hipotalamo-
neurohipofisario consiste em neurdnios hipotalamicos com grandes corpos
celulares (magnocelulares) localizados nos nucleos paraventriculares
(PVN) e supradpticos (SON), que projetam axoOnios aos capilares
sanguineos presentes na neurohipdfise. Tratam-se de neurdnios
peptidérgicos que sintetizam principalmente ou arginina vasopressina
(AVP), ou ocitocina (OT), sendo sua atividade modulada por diversos
fatores, como lactacdo, pressao arterial, osmolaridade plasmatica e
pressao atrial direita (Ciriello, 1998; Cunningham et al., 2002; Fenelon et
al., 1993; Grindstaff et al., 2000b; Howe et al., 2004; Li et al., 2003;

Lohmeier, 2003; Morris et al., 1994; Sladek & Kapoor, 2001).

Ambos peptideos (AVP e OT) derivam do processamento enzimatico
de pro-hormonios especificos (Acher & Chauvet, 1995; Shojo & Kaneko,
2000). Apods sua sintese, estes precursores sao armazenados em vesiculas
(LDCVs; “large dense core vesicles”), nas quais ocorrerao todas as etapas
do processamento enzimatico até a formagao dos hormonios propriamente
ditos, assim como o transporte destes aos terminais nervosos. Assim
sendo, a ocitocina é armazenada em vesiculas nos terminais nervosos
localizados na neurohipdfise até que, como conseqiiéncia da estimulacao
dos corpos celulares dos respectivos neurdonios magnocelulares, potenciais

de acao atinjam estes terminais e promovam a abertura de canais para
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calcio, desencadeando o processo de exocitose e a liberacdo de OT na

corrente sanguinea (Verhage et al., 1991 apud Burbach et al., 2001).

Apesar dos fatores moduladores da atividade de neur6nios
ocitocinérgicos magnocelulares e, conseqlentemente, da secrecdo de
ocitocina, mais conhecidos estarem relacionados a processos reprodutivos
(Ivell et al., 1996; Samson, 2004), nas ultimas duas décadas diversos
trabalhos demonstraram o envolvimento destes neurdnios e da ocitocina
na homeostase hidroeletrolitica e cardiovascular (Antunes-Rodrigues et

al., 2004; de-Bold et al., 1996; Gutkowska et al., 2000).

Fenelon e colaboradores (1993), através de  técnica
imunohistoquimica, demonstraram que a privacao hidrica e a hemorragia
(estimulos osmotico e hipovolémico, respectivamente) representam fortes
estimulos a atividade dos neurdnios magnocelulares localizados tanto no
nucleo hipotalamico supradptico (SON), como no paraventricular (PVN).
Através de dupla marcacao, foi possivel verificar que a maior parte das
células positivas para Fos (indicando que estas células foram estimuladas)
também eram positivas para vasopressina, enquanto cerca de 18%
marcaram positivamente para ocitocina. Além disso, nas ratas submetidas
a privacao hidrica 37% dos neurdnios ocitocinérgicos localizados no SON
apresentaram a proteina Fos, enquanto nas ratas submetidas a
hemorragia este valor elevou-se para 77%. Associados aos dados
relativos a lactacdo e ao parto, estes resultados levaram os autores a
concluir que tanto a privacao hidrica, como a hemorragia sao capazes de

induzir uma maior expressdao de c-fos nos neurdonios magnocelulares
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ocitocinérgicos, quando comparados com estimulos relacionados ao

processo reprodutivo (Fenelon et al., 1993).

Ha quase uma década, Schiltz e colaboradores (1997)
demonstraram ser a hipotensdo um forte estimulo a secrecao
neurohipofisaria de ocitocina. A administracdo de hidralazina e
subseqliente queda na pressao arterial (de 119 para 72 mmHg), resultou
na expressao de Fos em 66% e 46% dos neurdnios ocitocinérgicos dos
nucleos PVN e SON, respectivamente. Ainda, este estimulo hipotensor

promoveu um aumento na concentracdo plasmatica de ocitocina (de

valores inferiores a 20pg/mL, para valores maximos superiores a
100pg/mL) durante todo o periodo experimental (90 minutos). E plausivel

gue, em parte, as aferéncias responsaveis pela modulacao da atividade
dos neurbnios ocitocinérgicos paraventriculares tenham origem em
neurdnios sensitivos renais. Afinal, a estimulacdo elétrica de neurdnios
aferentes renais resulta na excitacdo de cerca de 68% dos neurdnios
ocitocinérgicos localizados no PVN contralateral (ao nervo renal
estimulado), que se projetam a neurohipdfise. Além disso, a oclusdo da
artéria renal resulta na estimulagdo da atividade de 9% dos neurdnios
ocitocinérgicos localizados no PVN contralateral, enquanto a oclusdao da
veia renal acarreta a inibicao de 13% (Ciriello, 1998). Assim sendo, tanto
a hipovolemia, como a hipotensdao representam estimulos a secregao

neurohipofisaria de ocitocina.
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Todavia, se, por um lado, diversos trabalhos sugerem que estimulos
hipovolémicos e hipotensores constituem fatores determinantes de uma
maior ativacdo de neurdonios magnocelulares ocitocinérgicos e do
incremento na concentracao plasmatica de ocitocina (OT), por outro,
varios trabalhos sugerem o envolvimento deste peptideo na resposta

homeostatica a expansdo de volume, como sera mencionado a seguir.

Um importante componente da resposta homeostatica a expansdo
de volume é a secrecao atrial do peptideo natriurético atrial (ANP) e,
conseqlientemente, o aumento em sua concentragdo plasmatica. Apesar
de ser amplamente aceito que o estiramento atrial determine uma maior
secrecao de ANP (de-Bold et al., 1996), Antunes-Rodrigues e
colaboradores (1991) demonstraram que tanto lesdes na eminéncia
média, como a neurohipofisectomia reduzem acentuadamente o
incremento na concentracdo plasmatica de ANP subseqiliente a expansao
de volume (NaCl 0,15M, 2mL/100g de peso corporal), além da
neurohipofisectomia reduzir a concentragdo plasmatica deste peptideo em
condicoes basais, dados que levaram os autores a especular sobre o papel
dos peptideos neurohipofisarios OT e AVP na secrecdao de ANP (Antune-
Rodrigues et al., 1991). Posteriormente, 0 mesmo grupo demonstrou que,
apesar da expansao de volume com salina hipertonica (NaCl 0,3M)
promover o incremento na concentracao plasmatica de ambos peptideos,
a expansdo de volume com salina isoténica (NaCl 0,15M) resultou em um
aumento na concentracdo plasmatica de OT e redugcdo na de AVP,

sugerindo ser a OT um peptideo regulatério da secrecao de ANP, ja que
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ambos protocolos de expansao de volume resultam no aumento da

concentracdao plasmatica de ANP (Haanwinckel et al., 1995).

Portanto, a expansao de volume aguda hipertonica (NaCl 0,3M,
2mL/100g de peso corporal durante 1 min) resulta na modulacao de vias
neurais, culminando na estimulacdo de neurbnios ocitocinérgicos que se
projetam a neurohipdfise e na secrecao de OT, influenciando assim a
secrecao atrial de ANP (McCann et al., 1997; 2003; Antunes-Rodrigues et
al., 2004). Este fenomeno depende da integridade dos barorreceptores
aodrticos e carotideos, assim como de neurdnios sensitivos renais, visto
gue a desnervacao carotidea-adrtica ou renal reduzem em cerca de 50% a
secrecdao de ANP induzida pela expansao de volume aguda hipertonica. Por
outro lado, a vagotomia ndo influencia esta resposta homeostatica a
expansao de volume (Antunes-Rodrigues et al., 1992). Ainda, a
participacao do sistema serotoninérgico ascendente é fundamental neste
evento, pois tanto a deplecdao serotoninérgica central (através da
administracdo intracerebroventricular de PCPA), como a lesdao do nucleo
dorsal da rafe (DRN) reduzem a concentracdo plasmatica de ANP em
condicOes basais e de expansao de volume aguda hipertonica (Reis et al.,

1994).

A expansdo de volume continua isoténica (infusao de 10% do peso
corporal nos primeiros 10 minutos, seguida por 0,5mL/min durante 110
min. vs 0,01mL/min no grupo controle) resulta no aumento da pressao
venosa central nos primeiro 10 minutos, sem alterar a freqliéncia cardiaca

ou a pressao arterial média de ratos nao anestesiados (Randolph et al.,
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1998). Como conseqliéncia deste protocolo, ocorre a ativacao de
neurdnios do nucleo do trato solitario (NTS), area postrema (AP), bulbo
ventrolateral caudal (CVLM), PVN e porgao antero-dorsal do SON, que
corresponde a localizagao dos neurbnios ocitocinérgicos que se projetam a
neurohipoéfise. A dupla marcacao (Fos e OT) demonstrou que as células
deste nucleo (SON) marcadas para Fos também apresentaram marcacao
citoplasmatica para OT, mas os neurOnios ativados no PVN ndao eram
ocitocinérgicos (Randolph et al., 1998; Howe et al., 2004). Cunningham e
colaboradores reproduziram estes dados e demonstraram que a inibigao
da atividade de neurénios sensitivos cardiacos (através da administragao
intrapericardica de procaina) bloqueia a ativacdo de neurdnios do NTS,
CVLM e locus coeruleus, sem influenciar a marcacao de neurdnios
ocitocinérgicos do SON e neurdnios da AP (Cunningham et al., 2002). Em
acordo com estes dados, o estiramento atrial (através da implantacao de
um baldo, via veia jugular) promove um efeito inibitorio sobre a atividade
elétrica de neurdnios vasopressinérgicos do SON, mas nao influencia a
atividade de neurbnios ocitocinérgicos deste nucleo (Grindstaff et al.,

2000b).

Portanto, a via aferente que estimula a atividade de neurdnios da AP
e do SON na expansdo isotbnica de volume independe de neurdnios
sensitivos cardiacos e pode envolver tanto a ativacdo humoral da AP (a
gual é uma estrutura circunventricular), como vias neurais independentes
do NTS. Isso levou a especulacdo sobre a interacdo entre AP e SON na

expansdo de volume (Cunningham et al., 2002), o que é plausivel se
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considerarmos as interacdoes entre AP, nucleo parabraquial lateral (LPBN)
e nucleo dorsal da rafe (DRN) (Johnson et al., 1997; Fitzsimons, 1998),
assim como o papel deste (DRN) na resposta a expansado de volume (Reis
et al., 1994). Além disso, reforcando esta hipdtese, podemos destacar o
efeito estimulante de agonistas serotoninérgicos e inibidores da
recaptacao de serotonina sobre secrecdo neurohipofisaria de ocitocina
(Uvnas-Moberg et al., 1996; Jorgensen et al., 2003) e a presenca de
neurdnios serotoninérgicos na AP e DRN envolvidos na homeostase

hidroeletrolitica (Franchini et al., 2002; Cavalcante-Lima et al., 2005).

Assim sendo, o conhecimento atual, apesar de consistente, nos leva
a uma aparente incoeréncia, ou seja, como dois estimulos opostos
(expansao de volume vs hipovolemia; ver figuras 01 e 02)
desencadeariam a secrecao de um mesmo hormonio? Serd que a ocitocina
desempenha algum papel homeostatico nestas condicdes? Uma
abordagem que pode nos ajudar a esclarecer estas questdes se baseia em
investigar o efeito deste peptideo sobre os sistemas que influenciam
diretamente a dinamica do fluido intravascular e tentar esclarecer seu

papel fisioldgico.
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Hemorragia .
Privacao
Hidrica
SON Hipotensao PVN
37% OTn Fos+ / " 66% OTn Fos+
46% OTn Fos+ J N estimula 9% OTn
> 77% OTn Fos+ pressdo de b 130 OTn

perfusao renal /

A pressao de
perfusao renal

A [OT] plasmatica

Figura O01: Representacdo esquematica do efeito de estimulos
hipovolémico, hipotensor e osmoético sobre a secrecdo neurohipofisaria de
ocitocina (OT), baseada nas referéncias citadas na introducdo.

Fos+=marcacdo positiva para Fos, OTn=neurodnios ocitocinérgicos.
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consumo de agua e sodio

AV,V

NDR- LC- NPBL

3

osmolaridade plasm.

incremento no volume

ANP extracelular/pressao sang.

A A excregdo de agua e sodio

Figura 02: Representacao esquematica do controle neuroendécrino da
secrecdo de ANP. Observar seqliéncia de eventos (1 a 6). ANP=peptideo
natriurético atrial, AV3V=regidao anteroventral do 39.ventriculo,
AVP=arginina vasopressina, LC=/ocus coeruleus, NDR=nucleo dorsal da
rafe, NPBL=nucleo parabraquial lateral, NTS=nlcleo do trato solitario.

Traduzido de Antunes-Rodrigues et al., 2004.
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1.2 INFLUENCIA DA OCITOCINA SOBRE A DINAMICA DO FLUIDO

INTRAVASCULAR.

Alguns efeitos de extratos da neurohipdfise ja eram conhecidos no
século 19 e, no final deste e inicio do século 20, diversos trabalhos ja
descreviam seus efeitos vasopressor, antidiurético, ocitotdcico e
estimulatério da ejecao de leite (Dale, 1906; Oliver & Schafer, 1895; Ott
& Scott, 1911; Von den Velden, 1913 apud Burbach et al., 2001).
Entretanto, foi somente na década de 1950 que as estruturas quimicas
dos principais hormonios neurohipofisarios foram elucidadas (Du-Vigneaud
et al., 1953a; 1953b apud Burbach et al., 2001), permitindo assim a
sintese destes compostos e, conseqlientemente, estudos mais detalhados
sobre seus papéis fisioldgicos. Apesar destes efeitos
(vasopressor/antidiurético e ocitotécio/estimulatério da ejecao de leite)
constituirem os principais atribuidos aos peptideos neurohipofisarios
vasopressina e ocitocina, diversos outros efeitos sao atualmente
imputados a estes peptideos e seus papeis fisioldgicos representam um

tema de discussao (Lohmeier, 2003).

Além do fato de estimulos hipovolémicos/hipotensores serem
capazes de ativar neurbnios ocitocinérgicos e promover um aumento na
concentracdo plasmatica de ocitocina (Fenelon et al., 1993; Schiltz et al.,
1997), a infusdao sistémica de um antagonista de receptores
ocitocinérgicos inibe a secrecao de renina induzida pela hipotensdo, sem
alterar a queda de pressao arterial induzida (Huang et al., 2001). Tanto

em ratos anestesiados como em nao anestesiados, a infusao intravenosa
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continua ou pulsatil de ocitocina é capaz de promover um incremento na
atividade de renina plasmatica quando a concentracdo plasmatica de OT
atinge aproximadamente 80pg/mL (Huang et al., 2000; Sjoquist et al.,
1999). Efeito este, completamente bloqueado tanto por antagonistas de

receptores ocitocinérgicos, como por antagonistas de receptores J-

adrenérgicos, sugerindo a participacao de catecolaminas na secrecdo de
renina induzida pela OT (Huang et al., 2000). A principio, estes dados nos
levariam a especular sobre o papel de eferéncias simpaticas renais no
evento observado. Todavia, Loichot e colaboradores (2002) demonstraram
qgue o efeito da OT sobre a secrecao de renina permanece em ratos com

desnervacao renal, sendo bloqueado por antagonistas de receptores tanto
ocitocinérgicos, como B-adrenérgicos. Mostraram também nao se tratar de

um efeito secundario, ja que no periodo de infusdo (10 minutos) nao
houve alteracdo na pressao arterial, fluxo plasmatico renal, taxa de
filtracdo glomerular ou excrecdao de sédio. Portanto, existem evidéncias da
acao da OT na resposta homeostatica a hipotensao, mas os mecanismos

através do qual este peptideo atua estdao por ser elucidados.

Por outro lado, atualmente esta claro que a ocitocina (OT) contribui
para um balanco negativo do ion sodio, pois além de inibir o apetite por
sddio (Antunes-Rodrigues et al., 2004; Fitzsimons, 1998; Rigatto et al.,
2003; Stricker & Verbalis, 1987), apresenta um potente efeito natriurético
(Haanwinckel et al., 1995; Soares et al., 1999; Sjoquist et al., 1999;

Verbalis et al., 1991). Verbalis e colaboradores (1991) demonstraram que
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a infusdo subcutanea de OT, em ratos submetidos a uma dieta deficiente

em sddio, resulta em um efeito natriurético dose-dependente, evidente
mesmo em baixas concentragdes plasmaticas de OT (15pM) e
completamente bloqueado pela infusao de um antagonista de receptores
de ocitocina. De forma semelhante, a infusdo intravenosa continua de OT

promove um aumento dose-dependente da excrecdo urinaria de Na®,

sendo este efeito notado a partir da dose de 25ng/Kg.h (resultando na

concentragdo plasmatica de OT de aproximadamente 26pg/mL) e maximo

na dose de 250ng/Kg.h (conc. plasm. aproximadamente 100 pg/mL). Por

outro lado, a infusao pulsatil em intervalos de 5-10 minutos, simulando o
padrao de secrecao de OT durante o parto e a lactacao, nao resulta em
incremento na natriurese, sugerindo que os distintos padrdes secretorios
afetem de forma diferente a funcao renal. Ainda, a infusao intravenosa

continua de 125ng/Kg.h de OT promove um aumento no fluxo urinario, de
valores proximos a 3ulL/minuto, para valores superiores a 10 plL/min.,
ap6s 80 minutos de infusao (Sjoquist et al., 1999).

Além de estimular a natriurese por si, a administracdo intravenosa
de 1 ou 10ug de OT (por rato) resulta em elevagao na concentragao
plasmatica do peptideo natriurético atrial (ANP), de valores inferiores a
50pg/mL para aproximadamente 200 ou 400pg/mL, respectivamente (5
minutos apos a administracao), sendo a administracao de 0,1ug ineficaz

em promover tal aumento (Haanwinckel et al., 1995). Portanto, além de

decorrer do efeito direto da OT sobre o transporte transepitelial renal do
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ion sodio, a natriurese observada apds a administracao intravenosa de 1 e

10ug de OT também é resultante do efeito do ANP sobre a fungdo renal,

estando a sintese de GMPc envolvida no efeito natriurético de ambos os
peptideos (ANP e OT) e, no caso da OT, sendo esta sintese dependente da

ativacao do sistema nitrérgico renal (Soares et al., 1999).

Assim sendo, além de estimular a excrecao de sédio e agua através
de seus efeitos renais, a ocitocina também atua no coragcdao modulando
sua funcdao enddcrina, pelo menos em relacdo a secrecao de ANP. Foi
demonstrada a presenca de RNAm para o receptor de ocitocina, assim
como a presenca do receptor tanto nos ventriculos, como nos atrios
(Gutkowska et al., 1997; Jankowski et al., 1998). Ainda, a perfusao de
coracdes isolados de ratos com OT (10°M) promove um incremento na
concentracao de ANP no efluente, efeito completamente bloqueado pela
perfusao com um antagonista de receptores de OT, que resultou na
reducao da concentragcao de ANP no efluente para valores inferiores aos
basais (Gutkowska et al., 1997). Reforcando estes dados, Favaretto e
colaboradores (1997) demonstraram que a incubacao de atrios isolados de
ratos com OT (10°M) resulta no aumento da secrecdo de ANP, efeito mais
uma vez bloqueado por um antagonista de receptores ocitocinérgicos, o
gual também manteve a secrecao de ANP em niveis inferiores ao controle.
Todavia, as concentracdes necessarias de OT para influenciar a secrecao

de ANP sao extremamente elevadas se compararmos com a concentragao

plasmatica de OT atingida apds a expansdo de volume (100pg/mL ~
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1071°M). Associado ao fato da perfusdo do coragdo isolado com
antagonista de receptores de OT reduzir a secrecao de ANP para valores
inferiores aos basais, essas observacgdes sugerem a participagdao de um
sistema ocitocinérgico cardiaco no controle da secrecao atrial de ANP
(Favaretto et al., 1997; Haanwinckel et al., 1995; Jankowski et al., 1998;

Gutkowska et al., 2000).

Portanto, evidéncias experimentais demonstram que a ocitocina
pode estar envolvida na resposta homeostatica a expansdo de volume
alterando tanto a ingestao de sddio, como a excrecdo deste ion e de agua

e, desta forma, reduzindo o volume de fluido intravascular.

Além disso, a administracao subcutédnea de OT por cinco dias (0,1 e
1mg/Kg) promove uma reducao na pressao arterial de ratos (machos e
fémeas) de aproximadamente 15mmHg, efeito este que dura, pelo menos,
mais cinco dias apds o término do tratamento (Petersson et al., 1996).

Por outro lado, a administragao intravenosa de OT (0,1 a 10ug por rato)

em animais ndo anestesiados resulta em uma resposta bifasica,

constituida por um incremento na pressao arterial nos primeiros 2-5
minutos (~45mmHg, para 10ug de OT), seguido por um decréscimo,

maximo apds 30 minutos da administracdo (~15mmHg), sendo o efeito
hipertensor inicial acompanhado por bradicardia. Entretanto, a
administracdo de [Thr*, Gly’]OT, um andlogo & OT com menor afinidade
por receptores de vasopressina, resulta somente em queda da pressao

arterial (Petty et al., 1985). Portanto, o efeito hipertensor observado
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ocorre em funcao da interacdo da OT com receptores de vasopressina,
estando de acordo com estudos em anéis isolados de artérias, os quais
demonstram que a OT em concentracdes superiores a 10°M promove
vasoconstricao, sendo este efeito bloqueado por antagonistas de
receptores Via, mas ndo por antagonistas de receptores ocitocinérgicos
(Chen et al., 1999; Miller et al., 2002). Mais uma vez, podemos nos
questionar sobre as concentracdes de OT necessarias para se alcangar o

efeito observado, mas assim como no coragao, nos vasos também ocorre

a sintese de OT, que € encontrada em valores entre 2000 e 4000 pg/mg

de proteina (vs. ~7000 pg/mg de proteina no hipotalamo), sendo possivel

gue a concentracdo local deste peptideo alcance valores elevados
(Jankowski et al., 2000). Todavia, Miller e colaboradores (2002)
demonstraram nao haver efeito vasorrelaxante da OT na faixa de
concentracdo testada (107'* a 10°M), o que dificulta a interpretacdo do
efeito hipotensor descrito por Petty e colaboradores (1985). Considerando
o fato de células endoteliais apresentarem receptores ocitocinérgicos e a
interagdo da OT com estes promover um incremento na sintese de éxido
nitrico (Thibonnier et al., 1999), ndao podemos descartar a possibilidade da
OT in situ promover vasorrelaxamento em leitos arteriais distintos dos

testados in vitro.

Além de ser capaz de modular a dinamica do fluido intravascular
através de seus efeitos renais e vasculares, a ocitocina também é capaz

de influenciar a atividade cardiaca (Favaretto et al., 1997; Gutkowska et
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al., 1997; Mukaddam-Daher et al., 2001). Apesar de efeitos cardiacos
serem descritos desde a década de 60 (Covino, 1963; Nakano & Fisher,
1963; Katz, 1964), esses trabalhos mais antigos sao de dificil
interpretacao, pois além de empregarem distintos modelos e animais
experimentais, utilizaram ocitocina comercial, a qual contém diluentes que
podem interferir nos resultados, conforme demonstrado por Rosaeg e
colaboradores (1998). Assim sendo, somente discutiremos dados de

trabalhos que utilizaram ocitocina pura.

A perfusdo de coragdes isolados de ratos com OT (10°M) por 25
minutos promove uma reducao na freqléncia cardiaca (Gutkowska et al.,
1997). Também em atrios isolados de ratos, a OT em concentragoes
superiores a 10°M promove uma reducao concentragao-dependente na
freqiiéncia de batimentos e na forca de contracdo atrial, sendo este efeito
independente da ativagdo de receptores muscarinicos (Favaretto et al.,
1997). Como essas concentragdes de OT estimulam uma maior secrecao
de ANP, os autores de ambos trabalhos sugerem ser o efeito de OT
secundario ao aumento na concentracdao de ANP. Todavia, em atrios
isolados de c3es, apesar da perfusdo com OT (10°M) também reduzir a
freqiéncia de batimentos e a forca de contracdo atrial, trata-se de um
efeito transiente (80 segundos) e completamente bloqueado por uma
antagonista de receptores de OT e por atropina, mas nao influenciado por
hexametonio e parcialmente bloqueado por L-NAME. Estes dados levaram

os autores a sugerir a acao da OT sobre neurdnios parassimpaticos pos-
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ganglionares, influenciando a secrecao de acetilcolina (Mukaddam-Daher

et al., 2001).

Portanto, diversos autores sugeriram a participacdo do sistema
ocitocinérgico hipotalamo-neurohipofisario na resposta homeostatica a
hipovolemia/hipotensdo e a expansdo de volume. Outros demonstraram
efeitos cardiovasculares e renais da ocitocina, corroborando a hipdtese da
participacao deste peptideo na regulacdo cardiovascular. Todavia, a
diferenca entre as concentracdes de OT necessarias para influenciar os
parametros cardiovasculares observados e as concentragdes plasmaticas
de ocitocina, nos faz questionar a existéncia do papel deste peptideo na
homeostase cardiovascular. Além disso, apesar das especulacdes, ainda
nao foi demonstrado se a ocitocina exerce algum efeito sobre a atividade

mecanica ventricular, tanto in vivo, como in vitro.



2 OBJETIVOS
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O presente trabalho tem como objetivo investigar os efeitos
cardiacos da ocitocina, colaborando para a compreensdao do seu papel
fisioldgico. Para tanto investigamos os efeitos da ocitocina sobre a
contratilidade e freqliéncia cardiacas em ratos ndo anestesiados e em
coracoes isolados de ratos, além de verificar seu efeito sobre a pressao

arterial de ratos ndao anestesiados.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos pesando
aproximadamente 350g, fornecidos pelo CPGM-FIOCRUZ/BA. Estes foram
mantidos em ciclo claro/escuro de 12hs (luzes ligadas das 07:00 as
19:00) e temperatura controlada (23+2°C), com acesso livre a racao e

agua.

3.2 REGISTRO DE PRESSAO VENTRICULAR EM RATOS NAO

ANESTESIADOS.

Para a implantacdo das canulas os animais eram anestesiados com a
associacao quetamina/xilazina (50mg/kg e 5mg/kg respectivamnte, i.p.).
Através da implantacdao de uma canula PE10 (diametro interno: 0,28mm,
diametro externo: 0,61mm), a veia jugular externa era utilizada como
acesso venoso para a administracao de ocitocina ou solugao controle. Para
o registro de pressao ventricular, uma canula PE50 (didmetro interno:
0,58mm, diametro externo: 0,97mm) era introduzida até o ventriculo
esquerdo, através da artéria carodtida direita. Ambas canulas eram
exteriorizadas na regiao dorsal, entre o ocipital e as escapulas. Os animais
eram colocados em gaiolas individuais e 0s experimentos realizados no

periodo de 1 a 4 dias apds a cirurgia, sempre entre 07:00 e 11:30.

Pelo menos uma hora antes da administracao intravenosa de
ocitocina (Calbiochem, Cat. 05-23-0151, Lot. B52370; 0,1ug ou 1lug em

100uL, por animal) ou solugao controle (100uL de acido acético 0,05% ou
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0,005% respectivamente, diluido em PBS - NaCl 138,9, KCI 2,7, KH2PO4
0,9 e Na;HPO4 6,4 mM), os animais, em suas gaiolas, eram colocados no
local do experimento. Trinta minutos antes da administragao, a canula da
veia jugular era conectada a seringa (através de uma extensdao de
aproximadamente 25cm), e a canula do ventriculo esquerdo conectada ao
transdutor de pressao (MLT0380/D, ADInstruments), tendo inicio a
aquisicdo e o registro do sinal referente a pressao ventricular esquerda do
animal ndo anestesiado. Apds a administracao intravenosa, a aquisicdao do

sinal era realizada continuamente por uma hora e dez minutos.

Os dados estdo expressos como variacgdo em relagdo ao periodo
basal. Para a andlise dos dados foram considerados os seguintes periodos
experimentais, nos quais foram calculados (através do programa Chart®)
os valores de frequencia cardiaca e +dP/dt (valor maximo da derivada

temporal do sinal de pressao):

- Basal: média dos 5 minutos anteriores a administragao;

- 01 minuto: média dos 30 segundos proximos a 1 min da administracao;
- 05 minutos:média dos 60 segundos (4,5 a 5,5 minutos);

- 10 minutos: média dos 60 segundos (9,5 a 10,5 minutos);

- 15 minutos: média dos 60 segundos (14,5 a 15,5 minutos);

- 30 minutos: média dos 5 minutos apds 30 minutos de administracao;

- 45 minutos: média dos 5 minutos apds 45 minutos de administracgao;

- 60 minutos: média dos 5 minutos apds 60 minutos de administracao.



32

3.3 CORACAO ISOLADO DE RATO.

Os animais eram heparinizados (500UI /.p.) e sacrificados, cerca de
15 minutos apods, por deslocamento cervical sob anestesia por éter. O
coracao era retirado e imerso em solucao de Krebs (NaCl 118, KCI 4,7,
MgSO4 1,2, KH2PO4 1,2, NaHCOs3 25, CaCl; 1,8 e glicose 11 mM; aerada
com 95% O, e 5% CO,) até sua conexdo, via aorta, com o sistema de
perfusdo, através de uma canula metalica. Portanto, o coracao era
perfundido através de uma bomba peristaltica (fluxo continuo de 9-10
mL/minuto) com solucao de Krebs a 37°C e mantido imerso em uma
camara, também com Krebs a 37°C. Logo apds, a juncdo atrioventricular
era cortada, permitindo a visualizagdao da valva mitral, através da qual um
baldo de latex, preenchido com &gua e conectado ao transdutor de
pressao (MLT0380/D, ADInstruments), era introduzido no ventriculo
esquerdo. A pressao diastdlica final era mantida entre 5 e 10 mmHg. Uma
vez montado o sistema tinha inicio a aquisicdo do sinal de pressao
intraventricular por um periodo de estabilizagdao de 20 a 30 minutos. Apds
a estabilizacdo, a solucao de Krebs era substituida pela solucdo controle
(acido acético em Krebs, na concentracao referente a solugao de ocitocina
a ser testada; ac. acético 0,05% para OT 10™M a ac. acético 0,0000005%
para OT1°M), a qual era perfundida por 5 minutos e trocada pela solugdo
de ocitocina (Calbiochem, Cat. 05-23-0151, Lot. B52370) para mais 5
minutos de perfusdao. Apds estes ultimos 5 minutos, o coracao era
novamente perfundido com Krebs por 20 minutos e, caso permanecesse

com pressao desenvolvida minima de 80mmHg, uma nova concentragao
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de OT era testada. Em um mesmo coracdo eram testadas no maximo trés

concentracdes diferentes, de forma aleatéria.

Para a analise, foram considerados como valores basais os obtidos
no ultimo minuto de perfusdao da solugdo controle, aos quais foram
comparados os valores apds a estabilizacdo do efeito da OT
(aproximadamente 2 minutos apdés o inicio da perfusao). Os dados
analisados a partir do registro de pressao foram: freqiéncia cardiaca,
pressao desenvolvida, pressao sistdlica, pressao diastolica e +dP/dt (valor
maximo da derivada de primeira ordem do sinal de pressao), através do

programa Chart®.

3.4 REGISTRO DE PRESSAO ARTERIAL EM RATOS NAO ANESTESIADOS.

De maneira similar ao procedimento para registro da pressao
ventricular, para a implantacdo das canulas os animais eram anestesiados
com a associacao quetamina/xilazina (50mg/kg e 5mg/kg respectivamnte,
i.p.). Através da implantacdo de uma canula PE10 (diametro interno:
0,28mm, diametro externo: 0,61mm), a veia femoral esquerda era
utilizada como acesso venoso para a administracdo de ocitocina ou
solucdo controle. Para o registro de pressdo arterial, uma canula PE50
(diametro interno: 0,58mm, diametro externo: 0,97mm) era introduzida
na artéria femoral esquerda. Ambas canulas eram exteriorizadas na regiao

dorsal, entre o ocipital e as escapulas. Os animais eram colocados em
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gaiolas individuais e os experimentos realizados 24 horas apds a cirurgia,

sempre entre 07:00 e 11:30.

Pelo menos uma hora antes da administracdao intravenosa de
ocitocina (Calbiochem, Cat. 05-23-0151, Lot. B52370; 1ug em 100ulL, por
animal) ou solucdo controle (100uL de acido acético 0,05%, diluido em
PBS), os animais, em suas gaiolas, eram colocados no local do
experimento. Vinte minutos antes da administracdo, a canula da veia
femoral esquerda era conectada a seringa (através de uma extensao de
aproximadamente 25cm), e a canula arterial conectada ao transdutor de
pressao (MLT0380/D, ADInstruments), tendo inicio a aquisicdo e o
registro do sinal referente a pressao arterial do animal nao anestesiado.
Apds a administracdo intravenosa, a aquisicdo do sinal era realizada

continuamente por 35 minutos.

Os dados estdo expressos como variacgdo em relagdo ao periodo
basal. Para a andlise dos dados foram considerados os seguintes periodos
experimentais, nos quais foram obtidos os valores das pressdes diastdlica
e sistdlica, e calculados (através do programa Chart®) os valores de

freqiéncia cardiaca e pressao arterial média:

- Basal: média dos 5 minutos anteriores a administracao;

- 01 minuto: média de 30 segundos préximos a 1 min. da administracao;
- 05 minutos: média dos 60 segundos (4,5 a 5,5 minutos);

- 10 minutos: média dos 60 segundos (9,5 a 10,5 minutos);

- 15 minutos: média dos 60 segundos (14,5 a 15,5 minutos);
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- 30 minutos: média dos 5 minutos apds 30 minutos de administracdo.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacao entre as médias dos grupos nos estudos de
pressao ventricular e arterial em ratos nao anestesiados, foi utilizada a
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Ja para os dados de
coracao isolado foi utilizado o teste t pareado para comparacao entre as
médias antes e apds a perfusdao com ocitocina. Os dados estdo expressos
como média + erro padrdao da média. A diferenca entre as médias foi

considerada significativa quando P<0,05.



4 RESULTADOS
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4.1 EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRAVENOSA DE OCITOCINA SOBRE

FUNCAO CARDIACA DE RATOS NAO ANESTESIADOS.

A figura 03 mostra os resultados de um experimento tipico, onde
podemos observar que a administracao intravenosa de 1ug de ocitocina
promove uma rapida reducdo (observar o quadro ampliado) tanto na
freqiéncia, como na contratilidade cardiacas, o que ndo ocorre apds a

administragao do veiculo (Fig. 03B). A administragao intravenosa de 1ug

de OT (n=6) promoveu uma reducao na contratilidade cardiaca, expressa
através da diminuicdao do valor maximo da derivada de primeira ordem do
sinal de pressdao ventricular (+dP/dt), de aproximadamente 15% no
primeiro minuto apds a administracao (-1650 + 605 mmHg/seg; P<0,05) e
12% no quinto minuto (-1376 + 529 mmHg; P<0,05), permanecendo
inferior ao grupo controle (n=8) até 15 minutos apds a administracdo do

peptideo (Fig. 04). De forma semelhante, a administragcdo de 1ug de OT

também promoveu uma reducao aguda na freqléncia cardiaca de
aproximadamente 20% no primeiro (-69 + 14 bpm; P<0,001) e 13% no
guinto minuto (-48 + 13; P<0,05), nao diferindo nos demais periodos (Fig.

03 e 05). Por outro lado, o tratamento com 0,1ug de OT (n=4) nao

promoveu alteracao significativamente diferente do grupo controle (Fig.
04 e 05). Os valores basais de +dP/dt (11625 + 565, 11689 + 1169 e
11963 + 641 mmHg/seg.; grupos controle, 1ug e 0,1ug de OT,

respectivamente) e freqliéncia cardiaca (369 + 20, 365 + 16 e 368 + 39
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bpm; grupos controle, 1ug e 0,1ug de OT, respectivamente) nao diferiram

entre os grupos experimentais.
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Figura 03: Efeito agudo da administragao intravenosa (i.v.) de 1ug de

ocitocina (OT) em ratos nao anestesiados. Exemplo de registro de pressao
ventricular (vermelho), freqliiéncia cardiaca (azul) e +dP/dt (magenta)
apds a administracdao de 1ug de OT (A) ou solugao controle (B). A linha
pontilhada vertical representa o instante da administracao. As variacoes

transitorias de grande amplitude (setas) sao interferéncias.
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Figura 04: Efeito da administracao intravenosa de ocitocina (OT) sobre a
contratilidade ventricular esquerda de ratos nao anestesiados. Observar a
reducdo da contratilidade no primeiro minuto apds a administracao de 1ug
de OT. Os simbolos representam as médias (variacdo em relacdo ao
periodo basal, “0”; M) e as barras verticais o erro padrdo da média, nos

diversos intervalos de tempo. *P<0,05.
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Figura 05: Efeito da administracao intravenosa de ocitocina (OT) sobre a
freqiiéncia cardiaca (FC) de ratos nao anestesiados. Notar a rapida queda
da freqgiéncia cardiaca e seu retorno a valores controle apds 5 minutos da
administracdo de 1ug de OT. Os simbolos representam as médias
(variagdo em relagdo ao periodo basal, “*0”; B) e as barras verticais o erro
padrdo da média, nos diversos intervalos de tempo. *P<0,05,

***xp<0,001.
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4.2 EFEITO DA OCITOCINA NO CORACAOQ ISOLADO DE RATO.

Na figura 06 observamos um registro de pressao ventricular
esquerda representativo dos experimentos de perfusdao de coragoes
isolados com OT a 10°M. Podemos notar a rapida reducdo na pressdo
desenvolvida e o retorno a valores préximos ao controle apods a lavagem.
A perfusdo de coragoes isolados com OT resultou em um efeito inotrdpico
negativo dose-dependente. A solucdo de OT 10™M (n=5) promoveu uma
reducao de aproximadamente 60% na pressao desenvolvida pelo
ventriculo esquerdo (33 + 8 vs. 78 + 6 mmHg, OT vs. Controle; P<0,01),
enquanto a solucdo de OT 10°®M (n=6) reduziu cerca de 25% (85 + 5 vs.
112 + 5 mmHg; P<0,01) e a de OT 10’M (n=7) pouco mais de 10% (95 +
6 vs. 108 £+ 6 mmHg; P<0,05). Entretanto, a OT nas concentracoes de 10°
8 (n=6), 10° (n=5) e 10'M (n=5) ndo promoveu alteragdo
estatisticamente significativa (91 £+ 5vs. 98 £+ 6, 103 +9 vs. 104 + 7 e 101
+ 5 vs. 101 £ 5 mmHg, respectivamente) (Fig. 07 e 11). Por outro lado, a
pressao diastolica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) somente foi
alterada significativamente pela perfusao da maior concentracao de OT
(10°M), que a elevou de 7,4 + 0,9 para 9,1 + 1,1 mmHg (P<0,05),
permanecendo inalterada pela OT nas demais concentracdes (Fig. 08).
Ainda, a perfusdo com OT nas concentracdes 10> e 10°M resultou em
reducao significativa da dP/dt maxima (+dP/dt) em aproximadamente
45% (1435 + 273 vs. 2511 + 172 mmHg/seg.; P<0,01) e 20% (3003 +
215 vs. 3695 + 265 mmHg/seg.; P<0,01), respectivamente, nao sendo

alterada significativamente nas demais concentragbes (3283 + 154 vs.
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3616 + 242, 3408 + 177 vs. 3657 + 242, 3354 + 223 vs. 3420 + 283 e
3342 + 297 vs. 3316 + 365 mmHg/seg., OT vs. Controle, para OT 107, 10

8 10° e 1071°M respectivamente) (Fig. 09 e 11).

Assim como in vivo, in vitro a OT também apresentou efeito
cronotropico negativo, mas somente na concentracdo de 107°M,
promovendo uma reducao na freqiéncia cardiaca de aproximadamente
15% (205 + 16 vs. 238 + 6 bpm; P<0,05). Nas demais concentragoes a
OT ndo alterou significativamente a freqiéncia cardiaca do periodo
controle (246 + 11 vs. 249 + 12, 251 + 7 vs. 254 £+ 9, 272 + 11 vs. 279 +
13, 272+ 6 vs. 276 £+ 8 e 269 £ 7 vs. 273 £ 6 bpm, OT vs. Controle, para

OT 10 a 10'°M, respectivamente) (Fig. 10 e 11).
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Figura 06: Exemplo de registro de pressao ventricular esquerda de um

coracdo isolado de rato. Notar o efeito inotrépico negativo resultante da

perfusdo de OT (10°M).
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Figura 07: Efeito da perfusao, por 5 minutos, com diferentes
concentragcbes de OT sobre a pressao desenvolvida pelo ventriculo
esquerdo de coragOes isolados de ratos. Colunas brancas correspondem
ao periodo controle (solucdo de Krebs acrescida de acido acético) e as
pontilhadas ao periodo de perfusdo com ocitocina (OT). O numero
sobreposto as colunas representa o numero de coracgOes utilizados. As
colunas representam as médias e as barras o erro padrao da média. A
linha pontilhada horizontal representa o valor médio de pressao
desenvolvida por coracoes isolados de ratos, em condigcdes basais (solugao
de Krebs; logo apdés o periodo de estabilizacdo). Notar que a solucao
controle s6 influencia o inotropismo cardiaco na maior concentracao.

*P<0,05 e **P<0,01.
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Figura 08: Efeito da perfusao com diferentes concentracdoes de OT sobre
a pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo de coragdes isolados de
ratos. Colunas brancas correspondem ao periodo controle e as pontilhadas
ao periodo de perfusdo com ocitocina (OT). O numero sobreposto as
colunas representa o numero de coragdes utilizados. As colunas
representam as médias, e as barras o erro padrdao da média. A linha
pontilhada horizontal representa o valor médio de pressdo diastdlica de

coracoOes isolados de ratos, em condicdes basais. *P<0,05.
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Figura 09: Efeito da perfusao com diferentes concentracdes de OT sobre
o valor maximo da derivada de 12. ordem do sinal de pressao (+dP/dt)
ventricular esquerda de coragdes isolados de ratos. Colunas brancas
correspondem ao periodo controle e as pontilhadas ao periodo de perfusao
com ocitocina (OT). O nimero sobreposto as colunas representa o numero
de coragdes utilizados. As colunas representam as médias e as barras o
erro padrao da média. A linha pontilhada horizontal representa o valor
médio de +dP/dt de coracdes isolados de ratos, em condicOes

basais.**P<0,01.
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Figura 10: Efeito da perfusao com diferentes concentracdes de OT sobre
a freqléncia cardiaca de coracdes isolados de ratos. Colunas brancas
correspondem ao periodo controle e as pontilhadas ao periodo de perfusao
com ocitocina (OT). O niumero sobreposto as colunas representa o nimero
de coragoes utilizados. As colunas representam as médias e as barras o
erro padrao da média. A linha pontilhada horizontal representa o valor
médio da freqliéncia cardiaca de coracoes isolados de ratos, em condicdes

basais. *P<0,05.
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Figura 11: Efeito da perfusao com diferentes concentracdes de OT sobre
a pressao desenvolvida, dP/dt maxima (+dP/dt) e freqiiéncia cardiaca de
coracOes isolados de ratos. Os simbolos representam as médias do efeito
da OT sobre os 3 parametros, representado como variacdo do periodo

controle (basal). As barras verticais representam o erro padrao da média.
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4.3 EFEITO DA ADMINISTRAGAO INTRAVENOSA DE OCITOCINA SOBRE A

PRESSAO ARTERIAL DE RATOS NAO ANESTESIADOS.

A figura 12 mostra os resultados de um experimento tipico de
registro de pressao arterial, no qual podemos observar que a
administracao intravenosa de 1ug de ocitocina (OT) promove um rapido
incremento na pressao arterial, acompanhado por uma redugao da
freqiéncia cardiaca (Fig.12A), o que ndo ocorre apos a administracao do

veiculo (Fig. 12B).

De forma semelhante ao ocorrido no experimento do item 4.1, a

administragao intravenosa de 1ug de OT (n=6) promoveu uma redugao na

freqiéncia cardiaca de aproximadamente 20% (-67 + 16 bpm; P<0,001)
em relacdo ao periodo basal no primeiro minuto, permanecendo 13%
inferior ao valor basal 5 minutos apds sua administracdo (-45 + 15 bpm;
P<0,05) e retornando a valor semelhante ao do grupo controle (n=6) aos

10 minutos, assim permanecendo até o final do experimento (Fig. 13).

A administragao intravenosa de 1ug de OT promoveu um

incremento agudo na pressao arterial média de cerca de 22% em relacdo
ao periodo basal (23 + 3 mmHg, no minuto 1; P<0,001), que retornou a
valor semelhante ao do grupo controle aos 5 minutos, assim
permanecendo até 30 minutos apds a administracdo (Fig. 14). Os valores
basais de pressao arterial média nao diferiram entre os grupos (106 + 2 e

106 +3 mmHg, controle e 1ug de OT, respectivamente).
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Figura 12: Efeito agudo da administragao intravenosa (i.v.) de 1ug de

ocitocina (OT). Exemplo de registro de pressao arterial (vermelho),
freqiéncia cardiaca (azul claro) e pressao arterial média (azul escuro)
apos a administracdo de 1ug de OT (A) ou solugdao controle (B). A linha

pontilhada vertical representa o instante da administracao.
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Figura 13: Efeito da administracao intravenosa de ocitocina (OT) sobre a
freqiéncia cardiaca (FC) de ratos ndo anestesiados. Os simbolos
representam as médias (variacdo em relacdo ao periodo basal, "0”; ) e
as barras verticais o erro padrdao da média, nos diversos intervalos de

tempo. *P<0,05 e ***P<0,001.
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Figura 14: Efeito da administracao intravenosa de ocitocina (OT) sobre a
pressao arterial média de ratos ndo anestesiados. Os simbolos
representam as médias (variacdo em relacdo ao periodo basal, "0”; ) e
as barras verticais o erro padrdao da média, nos diversos intervalos de

tempo. ***pP<0,001.
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Apesar de ser amplamente conhecida por seus efeitos sobre o
sistema reprodutor (Ivell & Russel, 1996; Samson, 2004), nas Uultimas
duas décadas diversos pesquisadores propuseram ser a ocitocina um
componente importante para a homeostase cardiovascular e
hidroeletrolitica (detalhes na introducdo). Alguns autores defendem a
participacdao do sistema ocitocinérgico hipotalamico-neurohipofisario na
resposta homeostatica a hemorragia e hipotensdo (Fenelon et al., 1993;
Schiltz et al., 1997), sendo a ocitocina capaz de estimular a secrecao de
renina (Hwang et al., 2000; 2001; Loichot et al., 1997). Por outro lado,
outros defendem sua participagcdo na resposta desencadeada pela
expansao de volume (Antunes-Rodrigues et al., 2004), modulando a
secrecao de ANP (Gutkowska et al., 1997; Haanwinckel et al., 1995),
inibindo o apetite por sédio (Stricker & Verbalis, 1987), estimulando a
excregao de sdédio (Haanwinckel et al., 1995; Verbalis et al., 1991) e
influenciando a atividade cardiaca (Favaretto et al., 1997; Gutkowska et
al., 2000; Mukaddam-Daher et al., 2001). Entretanto, para a elucidagao
precisa dos mecanismos através dos quais a secrecao neurohipofisaria de
ocitocina (OT) e o incremento na concentracao plasmatica deste peptideo
participaria do fendbmeno homeostatico nas situagdes supracitadas, ainda
sdo necessarias diversas respostas, como por exemplo, qual seria a

influencia da OT sobre a fungao ventricular esquerda.

Favaretto e colaboradores (1997) demonstraram que a ocitocina em
concentracdes superiores a 10°M reduz a freqiiéncia de batimentos

espontaneos e a forca de contracao de atrios isolados de ratos, atribuindo
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estes efeitos ao ANP, ja que nestas concentracdes, a OT estimula a
secrecao de ANP, o qual é capaz de reduzir a freqiéncia e a forca de
contracdo de atrios isolados. Todavia, seria sensato, confirmar esta
hipotese utilizando um antagonista de receptores de peptideos
natriuréticos, o que nao ocorreu até hoje. Ainda, atribuindo a ocitocina
plasmatica um papel fisiolégico na resposta homeostatica a expansdo de
volume, estes autores especularam sobre o papel deste peptideo no
coracao in situ, sugerindo uma maior sensibilidade do 6rgdo, nesta
condicdo, a OT, pois, a expansdo de volume promove um aumento na

concentracdo plasmatica de OT para cerca de 100pg/mL (~107'°M)

(Haanwinckel et al., 1995), valor muito inferior ao necessario para

influenciar a atividade atrial in vitro.

Portanto, a principio, os nossos resultados apoiariam a hipdtese
sugerida por Favaretto e colaboradores (1997), jd que a administragao
intravenosa de 1ug de OT promove tanto um efeito inotrdpico negativo
(Fig. 04), como cronotrépico negativo (Fig. 05). Entretanto, considerando

o volume plasmatico de ratos em torno de 60mL/Kg (Brizzee & Walker,

1990 apud Mueller et al., 2003), a concentragao plasmatica maxima de OT
apods a administragdo intravenosa de 1ug a ratos com cerca de 350g, seria
aproximadamente 50ng/mL (~5.10%M), muito superior aos valores
fisioldgicos (107°M). Ainda, a administragdo de 0,1ug, que levaria a uma

concentragdo plasmatica maxima de aproximadamente 5ng/mL (~5.10°

°M) ndo altera a atividade cardiaca. Assim sendo, para confirmar se os
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efeitos da OT observados nos animais ndao anestesiados resultam de uma
acao direta sobre o coracao e, a faixa de concentracao na qual estes
ocorrem, optamos por testar diferentes concentracdes deste peptideo em

coracoes isolados de ratos.

Assim como in situ, demonstramos pela primeira vez, que no
coracao isolado de ratos a perfusdao com ocitocina também promove uma
reducao na contratilidade cardiaca, além do efeito cronotrépico negativo ja
descrito (Petty et al., 1985; Gutkowska et al., 1997). Em concentragoes
superiores a 108M, a ocitocina reduz significativamente a pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo, resultando em uma reducdo de
aproximadamente 60%, na concentracdo maxima testada (10°M) (Fig. 07
e 11). Este efeito esta relacionado a um déficit contratil, ja que a perfusao
com 10°® e 10°M de OT promoveu uma reducdo na +dP/dt (Fig. 09)
Ainda, a pressao diastodlica final somente se alterou na perfusao com a
maior concentracao, sofrendo apenas uma discreta elevacao (Fig. 08).
Conforme descrito por Gutkowska e colaboradores (1997), a perfusao de
coracdes isolados de ratos com OT promove um efeito cronotrdpico
negativo (Fig. 10). Todavia, naquele trabalho foi testada apenas uma
concentracdo (10°M), e o efeito sobre a freqiiéncia cardiaca foi observado
somente apos 25 minutos de perfusdo. No presente trabalho, a ocitocina
somente foi capaz de promover um efeito cronotrdpico negativo na
concentracdo de 10°M, ndo alterando significativamente a freqiiéncia
cardiaca nas demais concentracdes testadas. Uma possivel explicacao

para esta diferenca pode ser o tempo de perfusao, que no presente
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trabalho foi mais curto (5 minutos). Todavia, se assumirmos iSso como 0
fator determinante da diferenca ocorrida entre aquele trabalho e o
presente, é plausivel admitirmos que o efeito cronotropico negativo
resultante da perfusao prolongada com ocitocina seja decorrente do seu
efeito sobre a secrecdo de ANP. Ao longo de 25 minutos de perfusao, a
concentracdao de ANP no banho, no qual estd imerso o coragao, se eleva,
atingindo um valor suficiente para influenciar a atividade das células do

nodo sinoatrial, o0 que nao ocorre com nosso protocolo.

Apesar de nossos experimentos in vivo e in vitro nao apoiarem a
hipotese da ocitocina em concentragdes plasmaticas fisioldgicas influenciar
a atividade cardiaca, os dados obtidos a partir dos experimentos com os
animais ndao anestesiados e em coragodes isolados reforcam a hipdtese que
a ocitocina exerca efeito inotropico negativo, quer seja por uma agao
direta, quer seja secundario a secrecdo de ANP. Todavia, neste ponto nos
deparamos com um resultado intrigante: se no coracao isolado a perfusao
com OT apresenta efeito inotrdpico negativo em concentragdo superiores

a 10°M, mas s6 afeta o cronotropismo quando a concentracdo atinge
10™M, como no animal n3o anestesiado a administracdo de 1ug

(concentracdo plasmatica maxima de ~5.10®M) promove ambos os
efeitos? Para responder a esta pergunta, levantamos duas hipdteses: ou o
efeito cronotrépico negativo é dependente da secrecao e recirculacdo do
ANP, ndo o sendo o efeito inotropico, o que justificaria ambos os efeitos

ocorrerem no animal ndao anestesiado; ou, pelo menos o efeito
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cronotropico negativo, observado nos animais nao anestesiados, é
secundario a algum outro efeito da OT.

Destarte, Petty e colaboradores (1985) demonstraram que a

administragao intravenosa de 10 pg de ocitocina em ratos, resulta em um

efeito bifasico sobre a pressdo arterial, consistindo em um efeito
hipertensor agudo (incremento de ~45mmHg no primeiro minuto,
retornando a valores basais apés 10 minutos da administracdo) seguido

por uma reducao discreta na pressdao arterial. Por outro lado, a
administracdo de 10ug de [Thr®, Gly’]JOT, um andlogo com menor

afinidade por receptores de vasopressina, nao resulta no efeito
hipertensor inicial. Reforcando estes dados, a incubacdao de anéis de
diferentes leitos arteriais com OT em concentracdes superiores a 10°M
resulta em vasoconstricdo, sendo este efeito bloqueado por antagonistas
de receptores V15, mas nao por antagonistas de receptores de OT (Chen et
al., 1999; Miller et al., 2002). Assim sendo, é possivel que o efeito
cronotrépico negativo resultante da administracdo intravenosa de OT e,
pelo menos em parte, o efeito inotropico negativo por nds descrito, seja
resultante da interacdao da OT com receptores vasculares Vi,, causando
vasoconstriccdo e aumento da pressdo arterial média, resultando na
ativacao do barorreceptores arteriais e, conseqlientemente, inibicao de

neurdnios simpaticos. Entretanto, para que esta hipdtese fosse plausivel,
precisavamos verificar se a administragdo intravenosa de 1ug de OT

promove alguma alteracao aguda na pressao arterial.
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Para testar esta hipdtese utilizamos ratos nao anestesiados e
realizamos o registro de pressdo arterial, de forma invasiva através da
artéria femoral. De forma semelhante a ocorrida no experimento de
registro de pressao ventricular em ratos nao anestesiados, a

administragao intravenosa de 1ug de OT promoveu uma redugao na

freqiéncia cardiaca de 67 + 16 bpm no primeiro minuto (nos
experimentos anteriores esta reducdo média foi de 69 + 14 bpm),
permanecendo, até 5 minutos, com valores inferiores ao valor basal e
retornando a valores semelhantes ao grupo controle 10 minutos apds a
administracdao, comprovando assim, a reprodutibilidade dos dados em
ambos os grupos experimentos (Fig. 5 e 13). Além disso, a OT promoveu
um incremento na pressao arterial média de aproximadamente 23 mmHg
no primeiro minuto, retornando a valores basais ja no 5° minuto apds a
administracao (Fig. 14).

A primeira vista, portanto, poderiamos admitir que os efeitos

cardiacos observados apds a administragdo de 1ug de OT em ratos ndo

anestesiados fossem resultantes da ativacao de barorreceptores, nao se
tratando de um efeito cardiaco direto da ocitocina. Todavia, o aumento de

cerca de 23mmHg na pressao arterial, decorrente da administracao de
1ug de OT, foi acompanhado por uma redugdo na freqiiéncia cardiaca de
quase 70 bpm, sendo este ganho superior ao esperado para o barorreflexo

(~2bpm/mmHg). Isto estd de acordo com os dados de Russ e Walker

(1994), que demonstraram que a infusao de ocitocina elevando sua
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concentragdo plasmatica para cerca de 100pg/mL, apesar de ndo alterar

os parametros hemodinamicos basais, aumenta a resposta bradicardica a
um estimulo hipertensor, obtido pela administracdao de metoxamina.

Embora a resposta reflexa ao aumento de pressao nao possa
explicar a intensa diminuicdo do inotropismo e cronotropismo cardiacos, é
dificil pensarmos serem os efeitos inotropico e cronotrépico negativos
resultantes de uma acdo direta da OT sobre cardiomidcitos ventriculares e
sinusais, respectivamente. Afinal, o receptor de OT é acoplado a proteina
Gy, e, consequentemente, sua ativagdao resulta na estimulagdao da
fosfolipase C, geracao de inositol-trifosfato (IPs) e diacilglicerol, resultando
na “liberacdao” do ion calcio de reservas intracelulares e aumento na sua
concentracdo citoplasmatica (Gimpl & Fahrenholz, 2001). Todavia, é
possivel que a ativacdo de receptores ocitocinérgicos nas células
endoteliais cardiacas, resulte na ativacdo da enzima NOS e aumento na
sintese de o6xido nitrico (NO) que, por sua vez, pode estimular a enzima
guanilato ciclase presente em cardiomidcitos, resultando na maior sintese
de GMPc nestas células. Realmente, um incremento tanto nos niveis de
NO, como de GMPc resulta em efeito inotrépico negativo, que pode ser
explicado com base na ativagao de proteinaquinases dependentes de
GMPc, as quais inibem a sintese de ATP e fecham canais de calcio
dependentes de voltagem (Brutsaert, 2003).

Outra possibilidade seria considerarmos os efeitos cardiacos do ANP,

gue ao interagir com seus receptores promove a ativacao de

guanilatociclases. A administragao intravenosa de 1ug de ocitocina
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promove um aumento na concentracao plasmatica do ANP, de valores
basais inferiores a 50pg/mL, para valores proximos de 200pg/mL, 5

minutos apds sua administracao (Haanwinckel et al., 1995). Todavia, a

concentracdao de OT minima necessaria para se observar um incremento
na secrecdo de ANP é de 10°M (~1pg/mL) (Favaretto et al., 1997;
Gutkowska et al., 1997), valor muito superior ao atingido pela
administracdo intravenosa de 1ug de OT (~5.10°M). Assim sendo, é

possivel que o incremento na concentracdo plasmatica de ANP

subseqliente a administragao de 1ug de OT seja secundario ao seu efeito

hipertensor, ja que a secrecao de ANP é inibida pela destruicao de
barorreceptores arteriais (Antunes-Rodrigues et al., 1992).

Em resumo, a administracao intravenosa de ocitocina em ratos nao
anestesiados € capaz de promover efeitos inotrépico e cronotrdpico
negativos, podendo estes efeitos, pelo menos em parte, resultarem de
uma acao direta da OT sobre o coragao, ja que ambos foram verificados
na perfusao de coracdes isolados com OT. Entretanto, a administracao
intravenosa de OT também é capaz de promover incremento na pressao
arterial e, deste modo, estimular a atividade de barorreceptores arteriais e
inibir neur6nios simpaticos, influenciando assim a atividade cardiaca.
Assim sendo, os efeitos cardiacos observados apds a administracao
intravenosa de OT parecem ter origem em pelo menos dois mecanismos:

um reflexo, secundario ao efeito hipertensor; outro cardiaco direto, ainda
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nao completamente elucidado, podendo envolver tanto a participagao do
oxido nitrico, como do ANP.

Independente do mecanismo pelo qual a ocitocina exerca seus
efeitos inotrépico e cronotrdpico negativos, os nossos dados nao apdiam a
hipotese de que a ocitocina em concentracdao plasmatica fisioldgica
influencie estes parametros cardiacos. Contudo, conforme demonstrado
por Jankowski e colaboradores (1998), tanto os &trios, como os
ventriculos sdo capazes de sintetizar ocitocina e, além disso,
cardiomidcitos atriais em cultura secretam ocitocina. Deste modo, é
possivel que fatores ainda desconhecidos modulem a sintese e secregdo
cardiaca de ocitocina, controlando assim, a concentracdao tecidual deste
peptideo, que poderia assim atingir niveis elevados, capazes de influenciar
a funcdo elétrica e mecénica do coracdo, além de sua fungao enddcrina,
sendo esta hipotese reforcada pelo fato de camundongos depletados do
gen da ocitocina apresentarem elevada freqléncia cardiaca intrinseca

(Michelini et al., 2003).
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O principal mérito deste trabalho foi demonstrar, pela primeira vez,
gue tanto em ratos nao anestesiados, como em coracgoes isolados, a
ocitocina é capaz de deflagrar um efeito inotrépico negativo. Além disso,
demonstramos em ambas as abordagens experimentais ocorrer também

um efeito cronotrdpico negativo, corroborando dados de outros autores.

Nossos dados ndao nos permitem definir os mecanismos através dos
guais a ocitocina promove os efeitos inotropico e cronotrdopico negativos,
in vivo ou in vitro, mas nos permitem afirmar que este peptideo pode
produzir estes efeitos através de uma agao direta no coragdao ou
secundariamente a inibicdo de neurdnios simpaticos, ja que a
administragao intravenosa de ocitocina também promove um incremento

na pressao arterial.

Apesar de demonstrarmos ser a ocitocina um peptideo capaz de
influenciar o inotropismo e o cronotropismo cardiacos, reforcando a
hipotese da participacdo deste peptideo na resposta homeostatica a
expansdo de volume, nosso dados ndo apodiam a hipotese da ocitocina ter
esta acdo em concentracdes plasmaticas fisioldgicas. No entanto, ndo se
pode descartar a hipdétese deste peptideo modular fisiologicamente a
atividade cardiaca através de efeitos paracrinos, considerando para tanto

a existéncia de um sistema ocitocinérgico cardiaco.
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Uma duvida evidente que surgiu em nosso trabalho se refere ao
mecanismo pelo qual a administracdao intravenosa de 1ug de ocitocina
promove os efeitos inotrdopico e cronotropico negativos. Para colaborar
com o esclarecimento desta, propomos a utilizagao de um antagonista de
receptores vasopressinérgicos V1. Assim, poderemos confirmar se o efeito
hipertensor da ocitocina é resultante da sua interacdo com estes
receptores e, caso seja, poderemos excluir este efeito e observar somente
os efeitos resultantes da ativacao de receptores ocitocinérgicos.

Embora nossos dados demonstrem ser a ocitocina capaz de
promover efeitos inotropico e cronotropico negativos, ainda nao se sabe
0s mecanismos pelos quais estes ocorrem. Para ajudar na compreensao
destes efeitos da ocitocina, propomos investigar, em coragoes isolados, o
envolvimento da proteina Gq (através da utilizacdo do bloqueador U-
73122), da enzima de sintese do 6xido nitrico (utilizando o L-NAME) e de
receptores para peptideos natriuréticos (utilizando um antagonista de
NPR-A). Ainda, é fundamental que confirmemos serem os efeitos
observados resultantes da ativacdo de receptores ocitocinérgicos,
utilizando para tanto, um antagonista adequado.

Objetivando investigar se o sistema ocitocinérgico cardiaco pode
estar envolvido na homeostase cardiovascular, podemos quantificar a
sintese cardiaca de ocitocina, tanto in vivo, com in vitro. No animal ndo
anestesiado, podemos utilizar modelos de incremento na pressao venosa
central sem alteragao na pressao arterial (expansao de volume lenta), de

incremento em ambas (expansao de volume aguda) e de incremento na
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pressao venosa central e reducdo na pressdo arterial (insuficiéncia
cardiaca subseqiente ao infarto do miocardio). No coracao isolado,
podemos utilizar baldes de latex para determinar as pressdes ventricular e
atriais, verificando se estes fatores influenciam a sintese local de
ocitocina.

Desta forma, poderemos colaborar para compreensao do papel da
ocitocina na homeostase cardiovascular e hidroeletrolitica, assim como
dos mecanismos envolvidos nos efeitos inotropico e cronotrépico

negativos deste peptideo.
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