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RESUMO



O aumento da osmolalidade plasmatica ativa mecanismos de sede bem como
mecanismos inibidores do consumo adicional de soluto e indutores da excrecao de
sédio mediada, principalmente, pela ocitocina (OT) e pelo peptideo natriurético atrial
(ANP). A osmolaridade plasmatica aumenta em consequéncia da alimentagao,
provocando elevacdo diretamente proporcional da concentracdo plasmatica de
ocitocina (OT) e de vasopressina (AVP). A OT liberada para a circulagao sistémica,
estimula a excreg¢ao renal de sodio, diretamente e indiretamente por induzir a
liberacao de ANP pelo coracéo.

Os esterdides ovarianos também podem influenciar o balanco de liquidos
indiretamente, bem como agir diretamente em neurdnios OT e AVP do hipotalamo.
Varios estudos verificaram a presenca de ER-B em neurénios OT do PVN e SON.
Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a ativagao dos neurdnios ocitocinérgicos
do PVN e SON na presenca de esterdides gonadais e de estimulo osmético.

Nossos estudos mostram que animais tratados com estrogeno e
realimentados apds jejum de 48 horas tiveram diminuicdo da ativagdo dos neurdnios
OT do PVN e SON. O efeito inibitério do estrogeno nos neurénios OT pode também
ter influenciado a secrecédo de OT. Os animais tratados com estrogeno tiveram
concentracdo plasmatica de OT menor quando comparado dos animais tratados
com veiculo. Assim, parece existir uma interagdo do sistema ocitocinérgico, com a

condigao estrogénica e a osmolalidade.

Palavras-chaves:  ocitocina, receptores para  estrégeno, osmolalidade,

imunofluorescéncia.



ABSTRACT



Increased plasma osmolality triggers thirst and additional solute intake
inhibitor mechanisms as well as induces salt excretion through oxytocin (OT) and
atrial natriuretic peptide (ANP) release. Blood osmolality increases as a consequence
of food intake; such an increase evokes augmentation of plasma OT and ANP.
Plasma OT, direct and indirectly, induces heart ANP release, which, in turn,
stimulates sodium renal excretion. The ovarian steroids can indirectly influence the
balance of body fluids and directly acting upon hypothalamic OT and AVP neurons,
as well. Some studies have shown the expression of ER-3 in the PVN and SON OT
neurons.

In this study, we aimed to verify the activity of PVN and SON OT neurons
under the following conditions: presence or absence of gonadal steroids; ad libitum
feeding, fasting for 48 h our refed after 48 h fasting.

Our results show decreased activity of OT neurons in the PVN and SON in
estrogen-treated animals, which were refed after 48-hour of fasting. Estrogen
inhibitory effect on OT neurons may have also influenced OT release. Plasma OT in
estrogen-treated animals was lower than their vehicle-treated counterparts. Thus, it
appears to take place the interaction of the OT system with estrogenic condition and

osmolality.

Keywords: Oxytocin, estrogen receptors, osmolality, immunofluorescence.
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AVP Vasopressina

SFO Orgao subfornicial

OVLT Orgao vasculoso da lamina terminal
AP Area postrema

AV3V Regido antero-ventral do terceiro ventriculo
MnPO Nucleo pré-optico mediano

PVN Nucleo paraventricular do hipotalamo
SON Nucleo supra-6ptico do hipotalamo
SNC Sistema nervoso central

PeM Nucleo periventricular

AC Nucleo comissural anterior

GH Hormonio do crescimento

ACTH Hormonio adrenocorticotrofico

LH Hormonio luteinizante

PRL Prolactina

RNAmM RNA mensageiro

ER Receptor de estrogeno

ERE Elemento responsivo ao estrogeno
ml Mililitro

i.m. Intramuscular

Vo] Micrograma

E, Estrogeno
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OT-IR Ocitocina imunorreativa

NMDA N-metil-D-Aspartato
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NR Subunidade do receptor NMDA
SP1 Fator especifico do promotor
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1. INTRODUCAO



A homeostase hidro-eletrolitica é indispensavel para condigbes adequadas de
sobrevivéncia dos organismos. Dessa forma, o volume, a osmolalidade e a
composic¢ao dos liquidos corporais devem ser mantidos dentro de limites estreitos de
variacoes.

O sddio, o principal soluto extracelular, € o mais efetivo em criar um gradiente
osmotico que permite 0 movimento de agua entre os compartimentos intra e
extracelulares. O balanco de sddio € mantido em parte por mudangas no apetite ao
sédio e natriurese, regulados osmoticamente (Bourque e Oliet, 1997).

Em condicbes de hiperosmolalidade, nado estdo ativados apenas os
mecanismos de sede e de redugdo da excregao urinaria de agua mediada pela
vasopressina (AVP), mas também os mecanismos que inibem o consumo adicional
de soluto e induzem a excrecao de sddio mediada, principalmente, pela ocitocina
(OT) e pelo peptideo natriurético atrial (ANP) (Antunes-Rodrigues e cols., 1997,
McCann e cols., 1989).

Para que os sinais gerados por alteragbes da osmolalidade possam ser
integrados no sistema nervoso central (SNC), € necessaria a presenca de
receptores (osmorreceptores), células capazes de detectar variagcbes na
osmolalidade. Embora seja aceito que neurbnios magnocelulares sejam
osmossensiveis (Bourque, 1989; Mason, 1980), ha estudos demonstrando que
esses neurdnios requerem aferéncias de outras estruturas, denominadas 6rgaos
circunventriculares, para responder de forma apropriada a mudangas osmaticas
(Leng e cols., 1989; Honda e cols., 1990). Essas estruturas centrais sao desprovidas
de barreira hematoencefalica, e por isso, sdo capazes de detectar variacbes na
osmolalidade plasmatica. Elas estdo localizadas ao redor do sistema ventricular e

trés delas estdo envolvidas na homeostase dos liquidos corporais: érgao subfornicial



(SFO), 6rgao vasculoso da lamina terminal (OVLT) e area postrema (AP) (Skott,
2003). A lamina terminal € uma estrutura que contém o SFO, o OVLT e o nucleo pré-
Optico mediano (MnPO).

A regidao antero-ventral do terceiro ventriculo (AV3V) inclui a parte ventral do
MnPO, o OVLT e porcdes periventriculares do terceiro ventriculo. Essas estruturas
juntamente com o SFO contém neurbnios sensiveis as variagbes de osmolalidade
plasmatica e do liquido cefalorraquidiano.

Estudos neuroanatémicos e eletrofisiolégicos demonstraram que a regido
AV3V e as conexdes com o SFO apresentam projecbes diretas para células
magnocelulares ocitocinérgicas e vasopressinérgicas dos nucleos paraventriculares
(PVN) e supra-6pticos (SON) (Anderson e cols., 1990; Hatton, 1990; Oldfield e cols.,
1991,1992). Além disso, essas regides integram sinais enddocrinos provenientes da
circulagcao periférica como angiotensina Il, relaxina e ANP (Mendelsohn e cols.,
1984; Osheroff e Phillips, 1991).

Lesdo da regido AV3V diminui a resposta de neurbnios ocitocinérgicos e
vasopressinérgicos ao estimulo osmoético, enquanto que as respostas de sucgao e
parto permanecem inalteradas (Cunningham e Sawchenko, 1991). Dessa forma,
essa regido € necessaria para a resposta neurossecretoria das células
ocitocinérgicas e vasopressinérgicas do PVN e SON, apds estimulo osmético
(Cunningham e Sawchenko, 1991).

O aumento da osmolalidade plasmatica causa elevagao diretamente
proporcional da concentragao plasmatica de OT, induzindo a excreg¢ao de sodio e
cloreto (Balment e cols., 1980) e um dos estimulos efetivos para a secregao de AVP

€ o aumento de cerca de 2% da osmolalidade (Sladek e Armstrong, 1985).



A OT é classicamente conhecida por suas agdes no trabalho de parto e na
ejecao de leite. Dale (1906) foi o primeiro a observar a contragao uterina em gatas
ao injetar endovenosamente extratos hipofisarios. Em 1911, Ott e Scott
demonstraram que extratos neuro-hipofisarios aumentavam o fluxo de leite em
cabras lactantes. Em 1940, Scharrer e Scharrer demonstraram que a OT era
produzida no hipotalamo e foi o primeiro horménio cerebral a ser identificado e
purificado, caracterizando o cérebro como 6rgao endocrino (Du Vigneaud e cols.,
1953; Du Vigneaud, 1955).

A OT é um nonapeptideo com peso molecular de 1007 KDa e possui uma
meia-vida na circulacdo sistémica de aproximadamente 5-10 minutos. Uma vez
langada na circulagao, € transportada na forma livre, sendo rapidamente degradada
pelas endopeptidases, o que justifica sua meia-vida muito curta.

O PVN e SON concentram a maior densidade de neurdnios ocitocinérgicos
magnocelulares e parvocelulares do SNC. No entanto, aproximadamente um tergo
dos neurdnios ocitocinérgicos e vasopressinérgicos do sistema magnocelular pode
ser encontrado fora do PVN e SON (Rhodes e cols., 1981). O nucleo magnocelular
periventricular (PeM) e o nucleo comissural anterior (AC), também denominado
por¢ao magnocelular anterior (Swanson e Kuypers, 1980), sdo dois desses grupos,
compostos quase que exclusivamente por neurdnios ocitocinérgicos. Esses grupos
sdo denominados neurossecretérios acessoérios, embora muitas vezes sejam
incluidos no PVN. Também, foi descoberta a presenca de OT e AVP em neurdnios
do sistema neurossecretorio parvocelular (Vandesande e cols., 1977).

Os neurdnios magnocelulares projetam seus axbénios essencialmente para a
neuro-hipofise, onde ramificam-se em milhares de terminais neurossecretérios

(Nordmann, 1977; Scharrer e Scharrer, 1940). Ja os neurdnios parvocelulares estao



presentes em varios nucleos do PVN que enviam proje¢cdes para a camada externa
da eminéncia mediana (Vandesade e cols., 1977; Lechan e cols., 1982), tronco
cerebral (Swanson e Sawchenko, 1983) e para areas olfatérias e limbicas (Buijs e
Swaab, 1997; Sofroniew e Schrell, 1981). As projecbes de OT para a camada
externa da eminéncia mediana (Lechan e cols., 1982) influenciam a secrecédo de
horménios da adeno-hipdfise tais como: horménio do crescimento (GH), horménio
adrecorticotrofico (ACTH), horménio luteinizante (LH) e prolactina (PRL) (Samson e
cols., 1986; Lumpkin e cols., 1987; McCann, 1991; Franci e cols., 1993).

A OT liberada para a circulacado sistémica, além das agdes classicamente
descritas como a contragdo uterina e ejecao de leite, possui entre outras agoes
periféricas, a de estimular a excregao renal de sddio, diretamente (Verbalis e cols.,
1991) e indiretamente por estimular a liberacdo de peptideo natriurético atrial pelo
coragao (McCann e cols., 1994; Gutkowska e cols., 1997). A OT exerce agao
natriurética em concentragbes plasmaticas fisiolégicas que parece ser mediada por
receptores especificos para OT presente nos rins (Verbalis e col., 1991).

Outras acdoes da OT comecaram a ser estudadas quando pesquisadores
verificaram sua deplegdo na neuro-hipdfise em ratos privados de &agua ou
submetidos a sobrecarga salina (Jones e Pickering, 1996); aumento de sua
concentragao plasmatica apos privagao de agua (Dogterom e cols., 1977); e também
pela presenca de neurénios OT em ratos machos (Swaab e col., 1975). Além da
acao natriurética direta ou indireta da OT, ha evidéncias para a agao da OT central
na modulacdo do apetite ao sodio (Antunes-Rodrigues e cols., 1986; Stricker e
Verbalis, 1987) e também foi verificado que a administracdo central de OT induz
ativacdo de proteina FOS em regides envolvidas no controle da ingestdo alimentar

(Olson e cols., 1993).



A osmolalidade plasmatica também aumenta em consequéncia da
alimentagao, pela ingestao de sddio (Bloom e cols., 1975; Houpt e cols., 1983; Burlet
e cols., 1992) e essa ingestdo envolve um comportamento regulatério complexo no
qual interagem mecanismos de controles inibitérios e excitatérios (Cunninghan e
Sawchenko, 1991).

Dessa forma, a OT estudada inicialmente como um horménio relacionado as
funcdes reprodutivas, esta sendo identificada também como hormdnio relacionado
ao controle hidro-eletrolitico. Ha uma série de estudos mostrando alteragdes no
balanco hidro-eletrolitico em diferentes fases do ciclo reprodutivo, incluindo o
homem e o rato.

Os esterdides ovarianos também podem influenciar o balanco de liquidos
indiretamente, modulando sistemas hormonais que regulam tanto o consumo quanto
a excregao de agua, como é o caso do sistema hipotalamo-neuro-hipofisario, bem
como agir diretamente em neurdnios ocitocinérgicos e vasopressinérgicos do
hipotalamo.

Durante o ciclo estral de ratas, observou-se uma variacdo no consumo de
agua e de alimentos. Durante o proestro e estro, o consumo de agua e alimento
diminui. No metaestro e diestro, quando as concentragdes plasmaticas de estrogeno
e progesterona estao relativamente baixas, este padrao é revertido. Além disso, tem
sido demonstrado em ratas que o fluxo urinario, a concentracdo de sddio na urina e
a taxa de excrecao de sédio sdo menores no estro, quando comparados ao diestro
(Forsling e Peysner, 1988; Crocker e Hinsull, 1972).

Alguns estudos tém mostrado a variacdo do conteudo de OT no PVN, SON,
na neuro-hipdfise, da concentragcdo no sangue porta-hipofisario e na circulagao

sistémica durante o ciclo estral, com o aumento de atividade ocitocinérgica no



proestro (Crowley e cols., 1978; Sarkar e Gibbs, 1984; Greer e cols., 1986; Windle e
Forsling, 1993). A expressdo de RNAm de OT em neurdnios magnocelulares do
PVN (Van Tol e cols., 1988) aumenta no inicio da puberdade e diminui apds
castracao (Miller e cols., 1989), sugerindo uma possivel acédo do estrogeno na sua
expressdo. A administragcdo de estrégeno estimula a liberagao periférica de OT,
aumenta a atividade elétrica e altera a organizagao estrutural de corpos celulares e
dendritos de neurdnios ocitocinérgicos (Amico e cols., 1981; Negoro e cols., 1973;
Caldwell e cols., 1988).

A regulacédo dos neurbnios OT ndo € somente influenciada pelo estrégeno,
mas também pela associacdo de estrogeno e progesterona (Amico e cols., 1995).
Estudos em ratos demonstraram que o tratamento com estrogeno e progesterona
aumenta a concentragdo de RNAm de OT no PVN (Amico e cols., 1997; Thomas e
Amico, 1996). Porém, o tratamento apenas com estrégeno é suficiente para
aumentar a expressdao de RNAm no hipotalamo, sugerindo que, apesar da
progesterona aumentar o efeito, o estroégeno é o ligante essencial (Chung e cols.,
1991).

Em nosso laboratério mostrou-se que a concentragcdao de OT aumenta na
manha do proesto e permanece elevada até a manha do estro (Caligioni e Franci,
2002). Nesse mesmo estudo, em ratas ovariectomizadas, o tratamento com
estrégeno apenas ou estrogeno e progesterona potencializaram a resposta da
secrecao de OT a injecao intraperitoneal de salina hiperténica. Dessa forma, parece
que a secrecao de OT depende de estroégeno, tanto em condigdes fisioldgicas bem
como em situagdes de desequilibrio da homeostase.

Embora admita-se a agdo dos esterbides gonadais nos neurdnios

ocitocinérgicos, ndo se sabe ainda como essa regulagao acontece exatamente.



O primeiro estudo que descreve a distribuicdo de receptores para estrogeno
no cérebro, usando autoradiografia in vivo com estradiol radiomarcado (H*) foi
realizado na década de 70 (Stumpf, 1970; Pfatt e Keiner, 1973; Stumpf e cols.,
1975), detectando areas ligadas ao estrégeno no SON e PVN.

Rhodes e cols., (1981) usando a dupla marcagdo de autoradiografia in vivo
com imunocitoquimica mostraram que neurénios OT e AVP concentravam estrégeno
radiomarcado. Essa foi a primeira evidéncia de que o estrégeno podia regular
diretamente esses peptideos, no entanto com o uso de anticorpos especificos para
receptor de estrégeno, observou-se que poucas células imunorreativas ao estrégeno
estavam presentes no PVN e SON (Cintra e cols., 1986; Sar e Parikh, 1986; Axelson
e Van Leeuwen, 1990). Esses achados causaram duvidas em relacéo ao estudo de
estrégeno ligado e questionaram se o estrogeno de fato modula diretamente a
expressao do gene da OT.

A clonagem do primeiro receptor para estrégeno (ER), denominado ER-a foi
feita em 1986 (Green e cols., 1986) e a do segundo subtipo, denominado ER-f3, foi
em 1996 (Kuiper e cols., 1996), o qual foi clonado a partir de tumor da préstata de
ratos. Esses receptores estdo presentes em diversas areas do cérebro, incluindo a
area preoptica medial, nucleo arqueado, nucleo ventromedial e amigdala
corticomedial (Simerly e cols., 1990; Shughrue e cols., 1997). Existem relatos da
presenca de ER-a no PVN, porém eles ndo foram colocalizados em neurdnios OT
(Suzuki e Handa, 2005). Recentemente, demonstrou-se a presenca de ER-a na
porcao parvocelular anterior e periventricular em uma pequena populacdo de
neurénios com hormoénio liberador de tireotrofinas (TRH) de ratas intactas sem a
definicdo da fase do ciclo estral. Entretanto, ndo foi observada ER-a no SON em

nenhum local analisado (Suzuki e Handa, 2005).



Pode existir, em ratos, uma possivel regulagao indireta do estrogeno nos
neurénios OT por via do ER-a, considerando que ha projegcdes de neurdnios que se
ligam ao estrogeno localizados na MPOA e na OVLT para o SON, onde ha
expressao de ER-a (Voisin, Simonian e Herbison, 1997)

Varios estudos mostraram a presenca de ER- e de seu RNAmM em neurdnios
OT (Simonian e Herbison, 1997; Suzuki e Handa, 2005; Somponpun e Sladek, 2003;
Hrabovszky e col., 1998; Shughrue e col., 1996), Mas em relacdo ao SON os
estudos séo contraditérios. Ha expressao elevada do ER-B em regides isentas ou
com muito pouco ER-a, como o PVN e SON (Shughrue e cols., 1996; Osterlund e
cols., 2000; Shughrue e Merchenthaler, 2001), em ambos neurbnios parvocelulares
e magnocelulares (Shughrue e cols., 2002).

Em ratas castradas, ha estudos mostrando que o tratamento com estrégeno
promove a diminuigao significativa da expressao de ER-B no PVN (Suzuki e Handa,
2004), mas ha também outros estudos que nao verificaram a variagao da expressao
do ER-B dependente da concentragao de esterdides gonadais circulantes (Greco e
col.,, 2001). Esses dados contraditérios podem ser devido a diferentes doses de
estrégeno administradas a ratas ovariectomizadas.

Estudos feitos em ratos machos mostraram que as variagcdes na osmolalidade
também regulam a expressdao de ER-B, onde a hiperosmolalidade dimimui a
expressdo de RNAm e a proteina para ER-B em neurbnios magnocelulares
(Somponpun e Sladek, 2003).

Na possibilidade do ER-B poder regular peptideos neuroenddcrinos, varios
estudos tém examinado o efeito do estrégeno na expressdao de genes de
neuropeptideos hipotalamicos. Numerosos estudos tém suportado a idéia do

estrégeno poder influenciar diretamente o gene de OT e essa regulagao € complexa.



O estrogeno aumenta o RNAm de OT especificamente em neurénios do PVN (Amico
e cols., 1995; Thomas e cols., 1995), assim como o estrogeno pode aumentar
similarmente o RNAmM de AVP no PVN (Patchev e cols., 1995).

Esses achados juntamente com a descoberta de um elemento responsivo ao
estrégeno (ERE) funcional na regido promotora do gene de OT em ratos (lvell e
Richter, 1984) sugerem que o estrégeno pode agir diretamente em neurénios OT
para regular a transcrigao génica. Estudos de cotransfecgédo de células com ER- e
ERE, demonstraram que o estrogeno age sobre o ER-B, podendo ativar o gene de
transcricdo de uma maneira dose-dependente (Kuiper e cols., 1998).

Muitos estudos tém tratado ratas ovariectomizadas com estrogeno por varios
dias ou semanas para avaliar as mudangas na expressao do gene de OT, mas
esses estudos tém demonstrado falhas nas informacbdes se o estrégeno age
diretamente nos neurdnios OT ou indiretamente por interneurénios ou outras regides
do cérebro. Ha trabalhos mostrando que o estrégeno nao tem efeito significativo na
concentragdo de OT no PVN (Van Tol e cols., 1988; Crowley e cols., 1993), outros
estudos demonstraram que o estrégeno é capaz de atenuar o RNAm de OT no PVN
em ratas ovariectomizadas tratadas com estrogeno (Shughrue e cols., 2002). A
razdo para essas diferencas é desconhecida. E possivel que o sistema
ocitocinérgico responda de forma diferente a diferentes concentragdes de estrogeno,
que pode envolver acdes diretas e indiretas.

Baseado nessas informacgdes, torna-se pertinente a melhor compreensao de
como o estrogeno modula os neurénios OT no PVN e SON, frente ao estimulo

osmatico induzido pela alimentacgao.



2. OBJETIVOS



Considerando a variagao da secrec¢ao de ocitocina em resposta a estimulos
osmoticos e em relagao ao estado estrogénico, o objetivo geral deste trabalho foi
analisar a interacdo da acéo estrogénica e do estado alimentar na atividade de

neurénios ocitocinérgicos do PVN e SON de ratas ovariectomizadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Avaliar a expressao de FOS em neurdnios ocitocinérgicos do PVN e SON em
ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol ou veiculo, em estado
alimentar ad libitum, jejum por 48 horas e realimentagédo por duas horas apés

jejum de 48 horas; e

2. Avaliar concentracdo plasmatica de ocitocina nas mesmas condicdes

experimentais referidas no item anterior.



3. MATERIAIS E METODOS



3.1. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar provenientes do Biotério Central do Campus da
USP-Ribeirao Preto, com peso entre 160 - 180g, mantidas em fotoperiodo de 12/12
horas, temperatura aproximada de 22° C e agua e ragdo ad libitum, (exceto no
periodo de 48 horas nos grupos submetidos ao jejum). Os animais permaneceram
no Biotério do Departamento de Fisiologia da FMRP-USP durante todo o
experimento. Para analisar os efeitos de esterdides ovarianos, as ratas em
metaestro foram anestesiadas por injegao intraperitoneal de Tribromoetanol 2,5% (1
ml/100g de peso corporal) e ovariectomizadas bilateralmente através de incisdes
laterais de 1-2 cm, pelas quais os ovarios e as porcdes uterinas superiores foram
expostas para remogao do ovario. Os animais receberam uma dose (0,2 ml/animal,
i.m.) profilatica de antibiotico (Pentabidtico Veterinario, FONTOURA-WYETH S.A.).
Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da FMRP-USP, Protocolo N° 026/2007.

Apods 13 dias, os animais foram submetidos a terapia hormonal substitutiva
com estrogeno ou somente com o veiculo.

Os animais foram divididos em 3 grupos, os quais foram divididos em dois
subgrupos cada um:

[) Grupo Ad libitum:

Estes animais receberam terapia hormonal substitutiva de estrogeno ou
veiculo por 3 dias as 9 horas da manha e no dia do experimento, as 15 horas, foi

feita a coleta de sangue seguido de perfusao.



[I) Grupo Jejum:

Estes animais receberam terapia substitutiva de estrégeno ou veiculo por 3
dias as 9 horas da manhéa, no dia 2 as 15 horas foram submetidos ao jejum por 48
horas até o dia do experimento, quando foi realizada a coleta de sangue seguido de

perfusdo.

[II) Grupo realimentado:

Estes animais receberam terapia substitutiva de estrégeno ou veiculo por 3
dias as 9 horas da manh@, no dia 2 as 13 horas, esses animais foram submetidos ao
jejum por 48 horas até as 13 horas do dia do experimento, quando eles foram

realimentados.

3.2. Esquema Experimental

Os animais foram divididos em seis grupos, como esquematizados abaixo:



GRUPO | -3dias - 2 dias - 1dia Dia do
experimento
i.s.c. (9h) i.s.c. (9h) i.s.c. (9h)
1 10 . 10 . 10 . Coleta de sangue e
M9 =2 MO~ E2 MO~ E perfuséo (15 h)
i.s.c. (9h) i.s.c. (9h) i.s.c. (9h)
Coleta de sangue e
2 10 ug - E2 10 ug - E» 10 ug - E verfuséo (15h)
Jejum a partir das
15 h
i.s.c. (9h , ~ s
i.s.c. (9h) on) i.s.c. (9h) Realimentacao as
10 ug - E» 13 hpor2h
3 10 ng - E2 , . 10 ng - B2
Jejum a partir das Coleta de sangue e
13 h perfuséo (15 h)
i.s.c. (9h
4 ) (I ) i.s.c. (9h) i.s.c. (9h) Coleta de sangue e
veiculo
veiculo (6leo) veiculo (6leo) perfusao (15 h)
(6leo)
. (oh) i.s.c. (9h)
i.s.C.
. ol veiculo (6leo) i.s.c. (9h) Coleta de sangue e
veiculo
] Jejum a partir das veiculo (6leo) perfusdo (15 h)
(6leo)
15h
i.s.c. (9h) :s.c. (9h) Realimentacgéo as
veiculo (6leo) i.s.c. (9h) 13 hpor2h
6 veiculo . _ ] ]
(6leo) Jejum a partir das veiculo (6leo) Coleta de sangue e

13h

perfusdo (15 h)

i.s.c. = injegao subcuténea; E, = Cipionato de estradiol (10 ug / 0,1 ml / animal —

Laboratorios Pfizer - Brasil) ou veiculo= 6leo de milho (Mazola®).




3.3. Coleta de sangue

Apos os tratamentos especificos, no dia do experimento, os animais foram
anestesiados as 15 horas com Tribromoetanol 2,5% (1 ml/100g de peso corporal —
Aldrich, USA). Ap6s a abertura da cavidade abdominal, o sangue foi coletado
diretamente da veia porta antes do inicio da perfusdo, centrifugado a 3000 rpm, sob
refrigeragdo a 4° C, por 15 minutos. O plasma foi separado e devidamente
acondicionado em freezer a temperatura de -20° C para as dosagens de

osmolalidade e ocitocina.

3.4. Determinacédo da Osmolalidade

A osmolalidade plasmatica foi determinada por ponto de congelamento
através do osmémetro FISKE MARK3 OSMOMETER (Fiske Associates, Norwood,

Massachusetts, USA).

3.5. Dosagem de ocitocina

Previamente ao radioimunoensaio procedeu-se a extracdo de ocitocina do
plasma utilizando-se acetona e éter de petroleo conforme descrigdo a seguir:

Aliquotas de 250 ul de plasma foram pipetadas em tubos numerados aos
quais foram adicionados 500 ul de acetona (Vetec, Brasil) a 4°C. Apds agitagédo por
1 minuto e centrifugacao (16,1 g), os conteudos sobrenadantes foram vertidos em
outros tubos igualmente numerados, seguindo-se a adigdo de 1 ml de éter de
petréleo (Analyticals - Carlo Erba, Brazil) a 4°C. Apd6s agitacdo de 1 minuto, a fase
superior foi aspirada e a fase inferior foi liofilizada e armazenada a -20°.C até o

momento do radioimunoensaio.



O material liofilizado, previamente extraido do plasma, foi descongelado e
ressuspenso em solugao tamponada num volume correspondente a 40 % do volume

de plasma utilizado, ou seja, 100 pL.

A dosagem de OT foi realizada por radioimunoensaio de duplo anticorpo. O
anticorpo especifico para OT utilizado foi o produzido em coelho pelo laboratério da
Dra. Mariana Morris (Wright State University, USA). A anti-gamaglobulina para
precipitacdo da reacdo do radioimunoensaio foi produzida em ovelha pelo
Laboratério do Dr. Celso Rodrigues Franci (FMRP-USP). A reagéo de precipitagéo
com anti-gamaglobulina foi facilitada pela utilizagdo de uma solugdo de polietileno
glicol 5 %. O padrao utilizado (OT — 8152) foi adquirido da Peninsula Laboratories
(Califérnia, USA). O horménio iodinado foi cedido pelo Laboratério do Prof. Dr. José

Antunes Rodrigues (FMRP- USP).

3.6. Perfuséo e preparacao do tecido cerebral paraimuno-histoquimica

Os animais foram perfundidos com 80 ml de tamp&o Fosfato salina (PBS)
0,01 M, pH 7,4 e em seguida com 320 ml de solugdo de paraformaldeido 4% em
tampao Fosfato 0,1 M. Apds a perfusdo, o cérebro foi retirado imediatamente e
imerso em solugcdo de paraformaldeido 4% por 2 horas e em seguida transferido
para uma solugao de sacarose 30% até a saturacio do tecido. Apds a crioproteg¢ao o
material foi congelado em isopentano por 30 segundos e mantido a temperatura de -
70° C até ser cortado e processado para imuno-histoquimica. Secc¢des coronais de
14 um foram feitas tendo como referéncia o Altas estereotaxico Sawnson (1992) e

montadas em laminas gelatinizadas.



3.7. Imuno-histoquimica

As seccodes foram inicialmente lavadas com PBS 0,1 M por 25 minutos e, em
seguida incubadas em solugao de PBS + glicina 0,1 M, por 10 minutos. O bloqueio
das ligagdes inespecificas foi feito incubando as secg¢des por 1 hora em solugao de
PBS 0,1M + BSA (soro albumina bovina) 1% + triton 0,2%.

Para imunolocalizacdo de OT e FOS, os tecidos foram incubados com o
anticorpo policlonal produzido em coelho, especifico contra a proteina FOS (SC 52,
Santa Cruz Biotechnologies - USA) na diluicdo de 1:500, conjuntamente com o
anticorpo  monoclonal produzido em camundongo, especifico contra OT
(gentilmente cedido pelo Dr. Harold Gainer, National Institute of Health, Bethesda-
MD, USA) na diluicdo 1:2000, por aproximadamente 16 horas a temperatura
ambiente.

Em seguida, apds as lavagens com PBS, as sec¢des foram incubadas com
segundo anticorpo por uma hora em TFS com Anti-lgG de coelho e anti-IgG de
camundongo produzidas em jumento, conjugadas com AlexaFluor 594 e com
AlexaFluor 488 (Molecular Probe, USA) respectivamente, usadas como anticorpos
secundarios.

Todas as laminas apds o processo imuno-histoquimico foram lavadas com
PBS por 25 minutos e por ultimo, passadas na agua destilada para retirar o
excesso de sal, e entdo cobertas com laminulas usando Fluoromount-G (Eletron
Microscopy Science, Hatfield, PA) como meio de montagem.

Controle da imuno-histoquimica: Em todos os experimentos, foram
realizados controles negativos, com a omissao dos anticorpos primarios e

secundarios, para confirmar a especificidade dos anticorpos utilizados.



3.8. Aquisi¢ao das imagens

As seccoes foram examinadas em microscopio para fluorescéncia Axioskop
2 Plus (Carl Zeiss, Germany) e as imagens capturadas por camera digital (Carl
Zeiss, Germany)

As secgdes cerebrais contendo neurbnios marcados positivamente para
FOS e OT ou ambas (dupla marcacao) foram adquiridas e classificadas em regides
de acordo com o Atlas Estereotaxico Sawnson (1992) e fotografadas

bilateralmente.

3.9. Contagem de neurbnios

A contagem de células marcadas foi feita manualmente com base em
critérios de contagem, levando em consideragdo a intensidade da coloragao
nuclear e citoplasmatica, visualizagdo no mesmo plano e delimitacdo dos
componentes celulares. Para essa contagem foi utilizado o programa
computacional Image J® (programa computacional disponibilizado gratuitamente
pelo National Institute of Health, USA - http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).

Para cada animal, uma amostra de cada regido cerebral de interesse, PVN
ou SON, foi adquirida. A delimitacdo dos nucleos estudados foi realizada com base
nas coordenadas descritas por Swanson (1992).

O PVN foi analisado em duas sub-areas distintas, partindo da regido rostral
em diregcdo a caudal: por¢ao magnocelular anterior (MA: -0,83 mm em relagao ao
bregma) e por¢ao magnocelular medial (MM: -1,53 mm em relagéo ao bregma). O
SON foi analisado em toda sua extensdo com amostras a partir de sua porgao

anterior (-0,83 mm em relagao ao bregma).


http://rsb.info.nih.gov/nih-image/

Em cada fotomicrografia foi contado o numero de neurbnios que
expressaram marcacgao para FOS, OT ou marcacao FOS/OT no PVN ou SON e em
seguida, foi calculada a média aritmética do numero de neurbnios marcados em 2-

3 seccgoes bilaterais de cada regiao cerebral estudada.

3.10. Analise Estatistica

Os resultados da osmolalidade, da dosagem hormonal e das contagens
neuronais foram expressos como média = erro padrao da média e submetidos a
analise de variancia (two-way - ANOVA) seguida de pods-teste para comparagdes

multiplas (Bonferroni test). O nivel de significancia adotado foi de p<0.05.



4. RESULTADOS



4.1. Experimento |

4.1.1. Osmolalidade Plasmatica

A osmolalidade plasmatica dos animais tratados com veiculo realimentados
(318,1+1,36 mOsm/KgH,0) foi significativamente maior que a dos animais ad libitum
(305,4+1,6) e dos animais em jejum por 48 horas (301,6+1,4 mOsm/KgH,0). A
osmolalidade dos animais tratados com estrégeno realimentados (320+3,83
mOsm/KgH,0) também foi significativamente maior quando comparados com os
animais ad libitum (309,7+1,98 mOsm/KgH,O) e dos animais em jejum (302+3,22
mOsm/KgH,0). Porém, nao houve diferenga significativa em fun¢ao dos tratamentos
(veiculo ou estrogeno). A figura 1 mostra a osmolalidade plasmatica, expressa em
mOsm/Kg e a figura 2 mostra a variagao percentual da osmolalidade plasmatica dos

grupos jejum e realimentados em comparagao aos animais ad libitum (controle).
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Figura 1: Osmolalidade Plasmatica (mOsm/Kg H.O) nos diferentes grupos
experimentais. Os resultados estdo expressos como média + EPM. **p<0,01 em
relacdo ao grupo ad libitum e ***p<0,001 em relagao ao grupo jejum.
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Figura 2: Variagdo percentual (%) osmolalidade plasmatica nos diferentes grupos
experimentais. Os resultados estdo expressos como média + EPM. ** p<0,01 em
relacdo ao grupo ad libitum e ***p<0,001 em relagao ao grupo jejum.

4.2. Experimento Il

4.2.1. Controle dos anticorpos
Foi realizado o controle dos anticorpos com omissao do primeiro anticorpo

para OT e FOS:

Figura 3: Validagédo do anticorpo secundario para OT e FOS. Em A: fotomicrografia
de secgbes coronais (14um) do nucleo paraventricular magno medial (MM)
mostrando a auséncia de marcacado para OT; e em B: mostrando a auséncia de
marcacao para FOS.



4.2.2. Ativacdo de neurbnios OT e expressdao da proteina FOS - dupla

marcacao

O estudo de dupla marcagao mostrou que houve ativacéo, expressa por FOS,
dos neurdnios OT no PVN e SON de ratas OVX tratadas com veiculo ou estrogeno,
submetidas a realimentagao por duas horas apos jejum de 48 horas, por outro lado,
nos animais OVX com acesso a alimentagdo submetidos ad libitum ou ao jejum,
tratados com estrogeno ou veiculo, ndo houve essa dupla marcagdo, como pode ser

observado nas figuras 4, 6 e 8.

A figura 4 mostra secgbes coronais da porgao magnocelular anterior (MA) do
PVN de ratas OVX tratadas com estrégeno ou veiculo nas condi¢des ad libitum, de
jejum (48 horas) e de realimentagdo, com processamento para imunofluorescéncia

para OT e FOS.






Figura 4: Fotomicrografias mostrando IR— OT/FOS em secgdes coronais (14 um) do
nucleo magnocelular anterior (MA) do PVN. A, B e C: OVX tratadas com veiculo e
alimentagao ad libitum; D, E e F: OVX tratadas com estrogeno e com alimentagéo
ad libitum; G, H e I: OVX tratadas com veiculo e submetidas ao jejum; J, L e M: OVX
tratadas com estrégeno submetidas ao jejum; N, O e P: OVX tratadas com veiculo e
realimentadas; Q, R e S: OVX tratadas com estrogeno e realimentadas. C, F, |, M, P
e S sao superposicao das duas imagens a esquerda, sendo que a dupla marcagao
(setas brancas) esta presente apenas em P e S. Fluorescéncia verde corresponde a
expressao de OT e a vermelha a expressao de FOS. (aumento de 20x).

Na figura 5 encontram -se os valores de porcentagem de neurénios ativados na
por¢cao magnocelular anterior (MA) do PVN. Os animais OVX com alimentac&o ad
libitum, tratados com veiculo ou estrogeno (0,0+0,0 %), assim como aqueles OVX
em jejum tratados com veiculo (0,0+0,0 %) ou estrogeno (0,57+0.38 %) né&o
expressaram a proteina FOS ou nao apresentou diferenca estatisticamente
significativa quando comparado aos outros grupos. Ja os animais OVX submetidos
ao jejum e tratados com veiculo (43,25+6,88 %) expressaram dupla marcagao, com
diferenca significativa (p<0,001) em relagdo aos tratados com veiculo com
alimentagao ad libitum ou submetidos ao jejum, e também em relagdo aos animais

OVX realimentados e tratados com estrogeno (12,0+5,36 %).
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Figura 5: Porcentagem de neurdnios OT imunorreativos a FOS na por¢ao MA do
PVN. Os valores estao expressos como médias + EPM. *** p < 0,001.
# auséncia de dupla marcacao.

A figura 6 mostra seccbes coronais da porgao magnocelular medial (MM) do
PVN de ratas OVX tratadas com estrogeno ou veiculo com alimentacao ad libitum,
submetidos ao jejum (48 horas) ou realimentada, com processamento de

imunofluorescéncia para OT e FOS.






Figura 6: Fotomicrografias de secgdes coronais (14 um) mostrando Ik— OT/FOS do
nucleo magnocelular medial (MM) do PVN. A, B e C: OVX tratadas com veiculo e
com alimentagdo ad libitum; D, E e F: OVX tratadas com estrogeno e com
alimentagao ad libitum; G, H e |: OVX tratadas com veiculo submetidos ao jejum; J, L
e M: OVX tratadas com estrogeno submetidas ao jejum; N, O e P: OVX tratadas com
veiculo e realimentadas; Q, R e S: OVX tratadas com estrogeno realimentadas. As
fotos C, F, I, M, P e S sao superposi¢cao das duas imagens, sendo que a dupla
marcagao (setas brancas) esta presente apenas em P e S. Fluorescéncia verde
expressao de OT, e a fluorescéncia vermelha é a expressdo de FOS (aumento de
20x).

A figura 7 mostra os valores de porcentagem de neurénios ativados na porgao
magnocelular medial (MM) do PVN. Os animais OVX submetidos ao jejum e
realimentados tratados com veiculo ou estrogeno tiveram aumento na dupla
marcagao. Houve aumento significativo do numero de duplas marcagbes nos
animais realimentados tratados com veiculo (45,67+9,13 %) quando comparados
com os animais com alimentacao ad libitum (0,39+1,26 %) e os animais em jejum
(0,00+0,00 %) do mesmo tratamento e também em relagdo aos animais OVX
submetidos ao jejum e realimentados tratados com estrogeno (3,00£1,89 %;

p<0,001).



* %%

*k %
* k%

60+

L1 ad libitum
50 B jejum
40- B realimentado

30
20
10+

0 # #o

65 6 @ 6 @ 6
Veiculo Estrégeno

% de neurdnios OT imunoreativo a FOS

Figura 7: Porcentagem de neurdnios OT imunorreativos a FOS na porgdo MM do
PVN. Os valores estao expressos como médias + EPM. *** p < 0,001.
# auséncia de dupla marcacéo.

A figura 8 mostra secgdes coronais do SON de ratas OVX tratadas com
estrégeno ou veiculo com alimentagao ad libitum, submetidos ao jejum (48 horas) ou

submetidos ao jejum e realimentadas, com processamento de imunofluorescéncia

para OT e FOS.






Figura 8: Fotomicrografias de secgdes coronais (14 um) mostrando IR-OT/FOS do
nucleo magnocelular anterior (MA) do PVN. A, B e C: OVX tratadas com veiculo e
com alimentagdo ad libitum; D, E e F: OVX tratadas com estrogeno e com
alimentagao ad libitum; G, H e I: OVX tratadas com veiculo submetidas ao jejum; J, L
e M: OVX tratadas com estrogeno submetidas ao jejum; N, O e P: OVX tratadas com
veiculo e realimentadas; Q, R e S: OVX tratadas com estrogeno realimentadas. C,
F, I, M, P e S sédo superposi¢gdo das duas imagens compostas, sendo que a dupla
marcagao (setas brancas) esta presente apenas em P e S. Fluorescéncia verde
expressao de OT, fluorescéncia vermelha é expressédo de FOS (aumento de 20x).

A figura 9 mostra os valores de porcentagem de neurdnios ativados no SON.
Os animais OVX submetidos ao jejum e realimentados, tratados com veiculo ou
estrogeno tiveram aumento nas duplas marcagdes. Os animais OVX submetidos ao
jejum e realimentados, tratados com veiculo (52,60+7,76 %) apresentaram uma
diferenga significativa (p<0,001) do numero de duplas marcagdes em relagdo aos
animais OVX com alimentagdo ad libitum (0,90+0,90 %) ou submetidos ao jejum
(0,24+0,24 %) do mesmo tratamento e também em relacdo aos animais OVX
submetidos ao jejum e realimentados tratados com estrogeno (24,63+6,23 %).
Houve também diferenca significativa entre os animais OVX submetidos ao jejum e
realimentados, tratados com estrogeno (24,63+6,23 %) e os animais OVX com

alimentagao ad libitum ou submetidos ao jejum do mesmo tratamento.
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Figura 9: Porcentagem de neurbnios OT imunorreativos a FOS no nucleo
supraoptico. Os valores estdo expressos como média + EPM. *** p < 0,001 e ** p <
0,01. # auséncia de dupla marcacao.

Na figura 10 temos fotomicrografias obtidas de microscépio confocal de

secgdes coronais de 14 ym da porgao magnocelular anterior do PVN de rata OVX

realimentada tratada com veiculo.

Figura 10: Micrografias obtidas de microscopio confocal de secgdes coronais de 14
pMm da porgdo magnocelular anterior do PVN de rata OVX realimentada tratada com
veiculo. A: imunofluorescéncia para OT; B: imunofluorescéncia para FOS; C:
sobreposic¢ao das imagens A e B; D: fotomicrografia de microscépio confocal.



4.2.3. Expressdo da proteina FOS

Na figura 11 encontra-se expresso o numero de neurénios FOS-IR na porgao
magnocelular anterior (MA) do PVN, indicando aumento na ativagdo da proteina
FOS nos animais OVX submetidos ao jejum e realimentados em ambos tratamentos
veiculo e estrogeno. Pode-se observar que houve diferenga significativa (p<0,001)
entre os animais OVX submetidos ao jejum e realimentados, tratados com veiculo
(28,5+2,38) e tratados com estrégeno (10,63+3,71). Houve também diferenca
significativa (0,40+0,40) entre ratas OVX submetidas ao jejum e realimentados
(25,50+2,38), tratados com veiculo. Nao foi observada essa diferenga nos animais

tratados com estroégeno.
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Figura 11: Numero de células marcadas com FOS na por¢ado magnocelular anterior
do PVN. Os valores estdo expressos como média + EPM. *** p < 0,001.



A figura 12 representa o numero de neurbnios IR-FOS na porgao
magnocelular medial do PVN. Os dados mostram que tanto os animais OVX
tratados com veiculo quanto os tratados com estrogeno tiveram expressao de FOS,
mas esta foi significativamente maior nos animais tratados com veiculo (55,67+1,42)
gque nos animais tratados com estrogeno (12+6,34). Também observou-se uma
diferenca entre os animais OVX submetidos ao jejum (0,80+0,58) e realimentados
(55,67+1,42) tratados com veiculo. Nao foi observada essa diferenga nos animais

tratados com estrégeno.
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Figura 12: Numero de células marcadas com FOS na por¢ao magnocelular medial
do PVN. Os valores estado expressos como média + EPM. *** p < 0,001. # auséncia
de marcacgao.

A figura 13 mostra o numero de neurdnios IR-FOS no nucleo supradptico

(SON) do hipotalamo. Os dados revelam que os animais OVX submetidos ao jejum e

tratados com veiculo realimentados (80,86+8,65) tiveram expressao de FOS



significativamente maior (p<0,001) que a dos animais OVX com alimentacdo ad
libitum (0,10+0,10) e dos animais OVX submetidos ao jejum (0,0+0,0) do mesmo
tratamento, bem como a dos animais OVX submetidos ao jejum e realimentados
tratados com estrégeno (47,31+6,66). Houve também, diferenca entre os animais
OVX submetidos ao jejum e realimentados tratados com estrogeno e os animais
OVX com alimentagéo ad libitum (0,0+0,0) e os animais OVX submetidos ao jejum

(4,40+1,28) do mesmo tratamento.

*%%

*k*k

*%k%
904 .
80- [ ad libitum

70- El jcjum
| —_— I realimentado
60 Kkk

50
40
30
20
10+
0 £ #

& 6 6 @) ® ©®

veiculo estrégeno

NUumero de células
IR-FOS

Figura 13: Numero de células marcadas com FOS no SON. Os valores estao
expressos como média + EPM. *** p < 0,001. # auséncia de marcacao.

Na Tabela 1 esta representado o percentual de células IR-FOS-OT no PVN e

SON dos animais OVX realimentados tratados com veiculo ou estrégeno.



Tabela 1: Valores percentuais de neurdnios duplamente marcados em relagdo ao
numero total de neurdnios IR-FOS nas por¢gdes magnocelular anterior (MA),
magnocelular medial (MM) e nucleo supradptico (SON) do hipotalamo de animais
OVX submetidos ao jejum e realimentados.

Veiculo (%) Estrégeno (%)
MA 63 29
MM 59 21
SON 47 28

4.2.4. Expressdo da proteina FOS e marcacgéo para OT (dupla marcacao)

Na figura 14 encontra-se a porcentagem de neurdnios que expressaram FOS e
OT na porgdo magnocelular anterior (MA) do PVN. Tanto os animais OVX com
alimentagcdo ad libitum (0,0+0,0) como os animais OVX submetidos ao jejum
(0,0+0,0) tratados com veiculo ndo expressaram a proteina FOS. O grupo OVX
submetido ao jejum e realimentado, tratado com veiculo (63,0+9,42) expressou
dupla marcacgao (FOS/OT), com diferenga significativa em relacdo aos grupos OVX
com alimentagdo ad libitum (0,0+0,0) e OVX submetido ao jejum (0,0+0,0) do
mesmo tratamento e também em relagdo ao grupo OVX submetido ao jejum e
realimentado tratado com estrogeno (28,7+8,08). Nos animais tratados com
estrégeno, podemos observar diferenca significativa quando comparamos o grupo
OVX submetidos ao jejum e realimentado com o grupo OVX com alimentacao ad

libitum (0,0+0,0; p<0,01) e o grupo OVX submetido ao jejum (0,60+0,60; p<0,05).
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Figura 14: Porcentagem de neurdnios OT imunorreativos a proteina FOS na porgao
magnocelular anterior do PVN (MA). Os valores estdo expressos como média +
EPM. *** p < 0,001 e ** p < 0,01. # auséncia de dupla marcagao.

A figura 15 mostra a porcentagem de neurdnios que expressaram FOS e OT na
por¢cao magnocelular medial (MM) do PVN. Pode-se observar que os animais OVX
submetidos ao jejum e realimentados, tratados com veiculo tiveram aumento
significativo (p<0,001) na dupla marcagdo quando comparado com os animais OVX
em alimentagédo ad libitum (4,00+4,00 %) ou submetidos ao jejum (0,0+0,0 %) do
mesmo grupo. Houve também diferenca significativa (p<0,001) entre os animais
OVX submetidos ao jejum e realimentados tratados com veiculo (58,67+8,41 %) e
tratados com estrégeno (21,40+8,97 %). Os animais OVX submetidos ao jejum e
realimentados, tratados com estrogeno também apresentaram diferencga significativa
(p<0,05) em relagdao aos animais OVX com alimentagdo ad libitum do mesmo

tratamento.
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Figura 15: Porcentagem de neurdnios OT imunorreativos a proteina FOS na porgao
magnocelular medial do PVN (MM). Os valores estdo expressos como meédia + EPM.
***p <0,001 e ** p <0,01. # auséncia de dupla marcagéo.

No nucleo supraoptico (SON) do hipotalamo, os animais OVX submetidos ao
jejum e realimentados (47,2+7,10 %) tratados com veiculo tiveram aumento
significativo (p<0,001) na dupla marcagédo de FOS e OT quando comparados com 0s
grupos OVX com alimentagdo ad libitum (0,0+0,0 %) ou submetidos ao jejum
(0,0+0,0 %) do mesmo tratamento (Figura 16). Houve também diferenga significativa
(p<0,01) entre os animais OVX submetidos ao jejum e realimentados tratados com
veiculo e tratados com estrogeno (27,5+5,30 %). Entre os animais OVX tratados
com estrogeno também houve diferenga significativa entre os animais submetidos ao
jejum e realimentados e os com alimentagao ad libitum (0,0+0,0 %; p<0,001) ou

submetidos ao jejum (5,16+3,29 %; p<0,01).
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Figura 16: Porcentagem de neurbnios OT imunorreativos a FOS no nucleo
supraoptico. Os valores estdo expressos como média + EPM. *** p < 0,001 e ** p <
0,01. # auséncia de dupla marcagéo.

4.3. Experimento Il

4.3.1 Dosagem hormonal

Analisando a figura 17 podemos observar que n&o houve diferenca
significativa na concentragcado plasmatica de OT dos animais OVX que tiveram
alimentagdo ad libitum tratados com veiculo (22,72+3,06 pg/ml) e os animais
tratados com estrégeno (20,19+4,32 pg/ml). Também n&o foi observada diferenca
significativa entre os animais OVX que permaneceram em jejum por 48 horas
tratados com veiculo (16,50+4,67 pg/ml) e os animais OVX tratados com estrégeno
(12,50+2,21). No entanto, o estimulo osmotico causado pela realimentagao
promoveu aumento significativo (p<0,001) da concentragdo plasmatica de OT nos
animais OVX tratados com veiculo (50,72+9,05 pg/ml) quando comparados com 0s

animais OVX tratados com estrogeno (21,61+2,85 pg/ml).
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Figura 17: Concentragcbes plasmaticas de ocitocina em ratas OVX tratadas com
veiculo ou estréogeno com alimentagao ad libitum, ou submetidos ao jejum por 48
horas e realimentadas ou n&o. Valores estdo expressos como média * erro padrao
da média.



5. DISCUSSAO



O PVN é um local de integracdo para elaborar varias respostas
comportamentais, neuroenddcrinas e autondmicas a diferentes estimulos (Swanson
e Sawchenko, 1983). Essas respostas fisioldgicas sdo mediadas por nucleos
distintos  organizados intrinsecamente. Neste trabalho, analisando as
fotomicrografias das porgdes magnocelulares anterior e medial do PVN bem como o
SON dos animais OVX que permaneceram em jejum por 48 horas, nao foi
observada a expressdo de FOS nos neurbnios OT magnocelulares desses nucleos
em nenhum dos tratamentos (veiculo ou estrégeno). Dessa forma, em nosso modelo
parece que os neurbnios OT magnocelulares desses nucleos ndo participam das
respostas ao jejum por 48 horas.

Esta bem estabelecido na literatura que os neurbnios magnocelulares dos
nucleos PVN e SON produtores de OT projetam-se para a neuro-hipéfise, de onde o
horménio é liberado para exercer agdes na fungdo reprodutiva (Russell e Leng,
1998) e na manutengdo da homeostase hidro-eletrolitica, sendo também regulado
por mudancas na osmolalidade plasmatica (Balment e cols., 1980). Nao foi
observada diferenca significativa nas concentragcdes plasmaticas de OT dos animais
OVX em jejum por 48 horas, quando comparados com os animais ad libitum dos
dois tratamentos. Ha estudos mostrando que nao ha alteracdo do conteudo de OT
no PVN e SON de ratos que foram submetidos ao jejum por 48 horas (Burlet e cols.,
1992). Assim, como mostram nossos resultados, a concentragdo plasmatica de OT
nao é susceptivel aos efeitos da privacao de alimentos nesse modelo.

Para avaliar o efeito osmdético da realimentagdo na secregdo de OT, foi
realizada a dosagem da osmolalidade plasmatica e os resultados mostraram
aumento significativo na osmolalidade plasmatica dos animais OVX realimentados

quando comparados com os animais OVX, com alimentagdo ad libitum ou



submetidos ao jejum por 48 horas. Como ja descrito na literatura, a realimentacao
pode aumentar a osmolalidade plasmatica (Burlet e cols., 1992), no entanto nao
houve diferenca entre os animais OVX tratados com veiculo e os animais OVX
tratados com estrégeno. Estes dados estdo de acordo com estudos prévios de
nosso laboratoério, em que o estimulo osmético por inje¢ao intraperitoneal de salina
hipertbnica aumentou a osmolalidade plasmatica, ndo havendo diferenga entre
animais tratados com veiculo ou estrégeno (Caligioni e Franci, 2002). Nossos
resultados também demonstraram que um aumento de aproximadamente de 4% na
osmolalidade plasmatica induzido pela realimentacdo, é o suficiente para ativar a
resposta de neurénios ocitocinérgicos do PVN e SON.

A implicagdo dos 6rgaos circunventriculares como o SFO no monitoramento
da elevacdo da osmolalidade plasmatica apdés desafio hiperosmoético ou apos a
alimentagao tem sido sugerida (Starbuck e Fitts, 2002). A hipertonicidade do liquido
extracelular ativa o SFO e a regido AV3V, que, por sua vez estimulam neurénios
magnocelulares do PVN e SON causando liberagdo de OT pela neuro-hipofise
(Cunninghan e Sawchenko, 1991).

Neste estudo, verificamos a expressdo da proteina FOS em neurbnios
magnocelulares ocitocinérgicos do PVN e SON em animais OVX submetidos a
realimentacdo. A expressao de FOS tem sido utilizada de forma confiavel para
avaliar a atividade no cérebro em resposta a alimentagdo (Naimi e cols., 1997;
Timofeeva e cols., 2002) e os neurdnios OT e AVP desses nucleos sdo sensiveis a
mudancas da osmolalidade plasmatica e expressam FOS com o aumento da
osmolalidade (Somponpun e Sladek, 2003).

Nosso estudo verificou a ativagdo de neurbénios OT da por¢gdo magnocelular

anterior e medial do PVN e do SON dos animais OVX, realimentados por duas horas



apos jejum de 48 horas, nos dois tratamentos (veiculo e estrégeno).
Interessantemente, os animais tratados com estrégeno apresentaram uma menor
expressao de proteina FOS em neurbénios OT no PVN e SON.

A acao do estrogeno na regulagcdo da secrecdo de ocitocina € complexa e
ainda pouco conhecida. Sabe-se que concentragbes fisioldégicas de estrogeno
estimulam a liberagdo de OT por dendritos de neurénios magnocelulares do SON
(Wang, Ward e Morris, 1995), e estudos em nosso laboratério mostraram que a
secrec¢ao de OT varia durante o ciclo estral, com aumento no proestro e na manha
do estro (Caligioni e Franci, 2002). Apesar de varios estudos mostrarem que o
estrégeno pode regular muitos aspectos das fungées de neurbnios OT como,
expressao de seu RNAm (Shughrue e cols., 2002), a sintese do peptideo (Levin e
Sawchenko, 1993), a atividade elétrica (Negoro e cols., 1973) e liberagdo de OT
(Skowsky e cols., 1979), o fato de que o estrégeno possa regular diretamente o gene
de transcricdo de OT é altamente controverso.

Ha muitas evidéncias demonstrando que os esterdides gonadais podem
regular neurbnios ocitocinérgicos por meio de seus receptores. Estudos prévios
sugerem que o estrogeno regule diretamente a expressao génica de OT no PVN e
SON via ER-B (Simonian e Herbison, 1997; Suzuki e Handa, 2005; Shughrue e cols.,
1996; Alves e cols., 1998; Hrabovszky e cols., 1998; Laflame e cols., 1998;
Somponpun e Sladek, 2003), aumentando assim o conteudo de RNAm de OT em
neurénios do PVN (Amico e cols., 1995), e do SON e também a concentragao
plasmatica de ratas ovariectomizadas tratadas com estrégeno (Hrabovszky e cols.,
1998). Além da agao gendmica, estudos recentes tém mostrado acao rapida e nao-
genbmica do estrégeno na regulagdo neuronal. A administracdo de estrégeno em

células hipocampais e hipotalamicas promove alteracdes rapidas na excitabilidade



das membranas (Wong e Moss, 1991; Mermelstein e cols., 1996; Qiu e cols., 2003).
Esses efeitos ndo-gendmicos ocorrem em segundos ou minutos e ha evidéncias de
serem mediados por receptores de estrogeno localizados na membrana (Kelly e
Wagner, 1999). Assim, o estrégeno poderia regular neurbénios ocitocinérgicos por
agao gendmica e agao nao-gendmica.

A presenga de ER-B em neurdnios OT estd bem estabelecida na literatura
(Simonian e Herbison, 1997; Suzuki e Handa, 2005; Shughrue e cols., 1996; Alves e
cols., 1998; Hrabovszky e cols., 1998; Laflame e cols., 1998; Somponpum e Sladek,
2003), mas ha dados conflitantes em relagdgo ao SON. Um estudo com
imunofluorescéncia em nosso laboratério, demonstrou que cerca de 60% de
neurénios do SON sao imunorreativos ao ER-B (Caligioni, 2007), bem como outros
pesquisadores demonstraram a presenca da proteina e RNAm para ER-f no SON
(Hrabovszky e cols., 2004; Laflame e cols., 1998).

Assim, nossa hipotese era de que o tratamento com estrogeno poderia
modular a ativagdo dos neurdnios ocitocinérgicos, em resposta ao aumento da
osmolalidade induzida pela realimentacao, alterando assim o padrdo de resposta.
De fato, em nosso estudo, o tratamento com estrogeno em ratas ovariectomizadas
reduziu a ativagdo dos neurdnios ocitocinérgicos quando comparadas com o0s
animais tratados com veiculo. Desta forma, o estrogeno inibe a ativagdo dos
neurdnios ocitocinérgicos, frente ao estimulo osmaético neste modelo experimental.
Shughrue e cols., (2002) demonstraram que, em ratas ovariectomizadas tratadas
com estrogeno, a expressdo de RNAm para OT diminui no PVN apés 6 horas da
injegdo subcuténea de estrogeno.

Somponpun e Sladek (2003) verificaram que em machos a expressao de ER-

B é correlacionada negativamente com mudangas da osmolalidade plasmatica, mas



essa regulacao s6 ocorre em neurénios magnocelulares do PVN e SON que foram
ativados em resposta ao estimulo osmotico. Apesar da expressdo de RNAm para
ER-B observada neste estudo ser correlacionada inversamente com a osmolalidade
plasmatica, é possivel que outro mecanismo controle a expressdo de ER-B. Um
possivel candidato €& o préprio estrégeno, mas nesse estudo eles nao
correlacionaram a regulagcdo da expressdao de ER-B com a concentragdo de
estrégeno, embora outros estudos tenham demonstrado que o estrégeno pode
diminuir a expressdo de RNAm para ER-B no PVN de ratos (Patisaul e cols., 1999,
2001). Ha relatos de que em ratas castradas o tratamento com estrégeno promove
uma diminui¢do na expressao de ER-B no PVN (Suzuki e Handa, 2004). Por outro
lado, ha estudos que nao verificaram variacdo na expressdo de ER- dependente da
concentragao de esterdides gonadais circulantes (Greco e cols., 2001) ou da fase do
ciclo estral (Caligioni, 2007).

A regulagao do ER-B requer o monitoramento dos érgaos circunventriculares.
Tanto o OVLT como o SFO contém neurbénios osmorreceptivos e enviam projecdes
diretas para o SON e PVN bem como projecbes indiretas via MnPO. A lesdo da
regiao AV3V, destruindo assim o OVLT, por¢cao ventral do MnPO e fibras de
passagem do SFO, interrompe a liberacdo de AVP e OT pelos neurbnios
magnocelulares do PVN e SON em reposta ao aumento da osmolalidade e também
interrompe a inibicdo da expressdao de ER-B (Somponpun e cols., 2003). Isto
suporta a hipotese que aferéncias osmoticamente sensiveis do AV3V sao
responsaveis pela expressao de ER-3 durante a desidratagao crénica e demonstram
que as propriedades osmossensiveis intrinsecas dos neurdnios magnocelulares néo

sdo suficientes para inibir a expressao de ER-B (Somponpun e cols., 2003).



A proteina de ER-B é localizada primeiramente nos nucleos dos neurénios
magnocelulares. Assim, para exercer um papel inibitério, € necessario alterar a
expressdo génica de OT e AVP. Os receptores de estrogeno (ER) alteram a
expressado do gene por interagdo com elementos responsiveis ao estrégeno (ERE),
regulando assim, diretamente a transcricdo de genes sensiveis ao estrogeno. Tanto
os genes promotores de OT como os de AVP contém elementos com potencial para
regulacdo de estrégeno. As sequéncias regulatérias do gene de OT incluem um
elemento de resposta semelhante ao ERE (Mohr e Schmitz, 1991; Shapiro e cols.,
2000).

Apesar de os genes de OT e AVP interagindo com os ERE serem os
primeiros candidatos para a regulacdo da secre¢dao dos horménios, outros genes
também podem ser responsaveis pelo efeito inibitério do ER-B na secrecdo do
peptideo. Por exemplo, a liberacdo de OT e AVP em resposta ao estimulo osmatico
€ dependente de transmissao glutamatérgica de neurdnios do OVLT (Russell e cols.,
1989; Hanamura e cols., 1992). Experimentos prévios, usando explantes do sistema
hipotalamo-neurohipofise (HNS) demonstraram que o NMDA, agonista para o
receptor NMDA, estimula a secrecdo de AVP e OT e o antagonista inibe
significativamente sua liberagdo pelo estimulo osmdético (Swenson e cols., 1998;
Somponpun e Sladek, 2002). A subunidade do receptor NMDA (NR) é regulada nos
neurénios magnocelulares por estimulo osmaético. Os NRs funcionais consistem de
subunidades chamadas de NR1 e NR2 (Al-Ghoul e cols., 1997). Estimulagéo
osmotica aumenta a expressdao de NR1 e altera a razdo da expressdo da
subunidade NR2 (Decavel e Curras, 1997). A regido promotora da subunidade NR1
e NR2 contém um local chamado de SP1 (Bai e Kusiak, 1993). O estrogeno age

como um repressor da transcricdo via complexo ER-B/SP1. Consequentemente, a



inibicdo da sintese da subunidade do NR pelo complexo ER-B/SP1 pode ser
responsavel pelo efeito inibitério do estrégeno na liberagcao de AVP e OT estimulada
osmoticamente ou pelo NMDA.

A colocalizagcdo de ER-B predominante em neurbnios AVP, sugere que a
influéncia do estrégeno agindo via ER- poderia ser mais pronunciada em neurdnios
AVP do que em neurdnios OT. Entretanto, a genisteina, um fitoestrogeno com
grande afinidade pelo ER-B previne a liberagdo de ambos OT e AVP induzido pelo
NMDA em explantes de HNS. Também, a atenuacdo da expressdo de ER-B em
neurdnios estimulados hiperosmoticamente ocorre em neurbénios AVP, bem como
neurdnios OT. Assim, o impacto da inibicdo mediada pelo ER-B pode ocorrer em
ambos os neurdnios (Somponpun e Sladek, 2003).

Desta forma, de acordo com a literatura previamente citada nesse trabalho
(Somponpun e cols., 2003; Swenson e cols., 1998) podemos inferir que nos animais
OVX realimentados tratados com estrégeno, apesar de wuma provavel
downregulation de ER-B devido a realimentacdo (estimulo osmdtico), a agao
inibitéria do estroégeno foi capaz de reduzir a atividade de neurdnios OT. Nos animais
OVX tratados com veiculo, além da downregulation nos receptores ER-B, na
auséncia do estrogeno nao ocorreu inibigdo de atividade de neurénios OT.

Adicionalmente, ndo podemos descartar a possivel regulagdo indireta de
estrogeno nos neurdnios OT por via ERa, o qual €& expresso em neurbnios
localizados no OVLT e na MPOA, de onde partem projegdes par ao SON (Voisin,
Simonian e Herbison, 1997).

Neste trabalho, aproximadamente a metade dos neurbnios que expressaram
a proteina FOS no PVN e SON foram imunorreativos a OT. Desta forma, outros

neurénios do PVN e SON, ndo ocitocinérgicos, sao ativados pela realimentagao.



Entre estes, poderiam estar neurénios AVP, que sabidamente também participam da
regulacéo hidro-eletrolitica (Skott, 2004; Timofeeva e cols., 2005). A expressao de
FOS pode ocorrer em ambos os neurdnios, AVP e OT apés ingestdo de sacarose
hipertbnica. O consumo de leite adocicado induz a expressao de heteronuclear
RNA(hn) de AVP, mas ndo de RNA(hn) para OT em neurbnios magnocelulares do
PVN e SON (Naimi e cols., 1997). Dessa forma, a ativagcdo de neurbnios
ocitocinérgicos depende da natureza do alimento.

O aumento da osmolalidade plasmatica devido ao sédio e a glicose durante a
alimentagao (Bloom e cols., 1975; Houpt e cols., 1983) pode ser responsavel pela
ativagdo dos neurbnios AVP e OT. Durante a alimentagdo, agbes da AVP
contribuem para a regulagdo do balangco de agua, modificagdo na presséo
sanguinea e o término da alimentagcdo (Pittman e cols., 1982; Palkovits, 1984;
Langhans e cols., 1991). No entanto, como a expressao de FOS foi menor nos
animais OVX realimentados tratados com estrogeno e parte dos neurbnios
envolvidos podem ser vasopressinérgicos, o estrogeno poderia através de ER-B
inibir também a liberagdo de AVP (Skowsky e cols., 1979, Skott, 2004). A presenga
de esterdides gonadais certamente ndo elimina o controle da liberagao de AVP, mas
poderia modula-lo. O efeito inibitério do estrogeno via ER-B poderia modular a
resposta.

O efeito inibitério do estrégeno mediado pelo ER-B na liberacdo de OT pode
também ter influenciado a secrecao plasmatica de OT. Nossos resultados mostraram
que os animais OVX realimentados tratados com estrogeno tiveram diminuicdo da
concentracdo plasmatica de OT quando comparados com os animais OVX
realimentados tratados com veiculo. Essa resposta esta de acordo com a ativagao

neuronal observada nos animais realimentados. Numerosos estudos tém analisado



o efeito dos esterdides gonadais na concentragao plasmatica de OT, mas esses séo
inconclusivos, desde que mostram aumento ou diminuicdo da secregao e as vezes
nao alteragdo independentes de diferenga de género, gonadectomia com ou sem
reposi¢cao hormonal (Sladek e Somponpun, 2004).

Assim, a acado fisiolégica da expressdo de ER-B nos neurbnios
magnocelulares permanece sendo uma questao aberta. Ratos adultos e humanos
liberam OT e AVP em resposta ao estimulo osmoético mesmo na presenca de
estrégeno ou testosterona circulantes. A downregulation da expressao de ER-B
durante a hiperosmolalidade pode remover a influéncia inibitéria, permitindo assim a
liberacdo de AVP e OT em situagcdes que requerem a secrecdo maxima. Mudancgas
na expressao do receptor poderiam alterar a responsividade das células-alvos e
determinar a circunstancia fisiolégica nas quais os esterdides gonadais tornam-se
importantes na regulagcdo da fungcdo da célula (Somponpun e Sladek, 2003). Em
estudos in vitro, a resposta ao estimulo osmético € inibida pelos esterdides gonadais
(Swenson e Sladek, 1997). Esta inibicdo também ocorreu in vivo como demonstrado
pelos dados do presente estudo. Existem varias vias osmorregulatorias com
aferéncias para o SON e PVN, com informagdes sobre outros parametros
fisiolégicos como pressdo sanguinea e volume, e essas informagdes contribuem
para a regulacao da liberagdo dos horménios pela neuro-hipéfise em resposta aos

disturbios no balango de eletrélitos e liquidos no organismo.

Assim, como o presente estudo visou pesquisar o efeito do estrégeno nos
neurdnios OT em resposta ao aumento da osmolalidade devido a realimentacao,
observamos que ratas ovariectomizadas tratadas com estrégeno apresentaram uma

menor ativagao dos neurdnios OT induzida pela realimentacdo quando comparadas



com ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo. Desta forma, o conjunto dos
nossos dados demonstram que o estrogeno exerce um efeito inibitério na atividade
dos neurdnios ocitocinérgicos frente ao aumento da osmolalidade promovida pela

alimentacao.
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