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RESUMO

Traslavifia, G.A.A. Efeito do antagonista do receptor CRH-R; sobre a secrecdo de
gonadotrofinas, prolactina, corticosterona e progesterona em ratas submetidas a
estresse. Dissertacdo (Mestrado)-Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

O estresse agudo altera a atividade do eixo hipotalamo-hipotalamo-gonadal (HPG) em vérios
niveis. O hormonio liberador de corticotrofina (CRH) € a principal substancia hipotalamica
reguladora do eixo hipotdlamo-hipo6fise-adrenal (HPA) e exerce suas acGes via ativacdo de
receptores CRH-R; e CRH-R,. O CRH-R; tem expressdo maior no sistema nervoso central e
esta mais envolvido em disturbios relacionados a hiperatividade do eixo HPA. Antalarmin é
um antagonista seletivo ndo peptidico dos receptores CRH-R;. No presente foi avaliado se o
efeito de estresse agudo em associacdo a acdo estrogénica sobre a secrecdo de hormoénio
luteinizante (LH), horménio foliculo estimulante (FSH), prolactina (PRL), corticosterona (B)
e progesterona (P) tem mediacdo de CRH através de receptores CRH-R;. Ratas fémeas
castradas submetidas a terapia substitutiva com estrogeno (10ug s.c. por 3 dias) receberam
antalarmin (doses de 0,1 ou 0,5mg/kg por via endovenosa ou 1ug/0,5ul por via
intracerebroventricular) ou veiculo antes de serem submetidas a estresse de contencdo por 40
minutos. Realizou-se coleta seriada de amostras de sangue através de canula jugular antes (as
10h) e depois do estresse para avaliar efeitos imediatos (até 14h) e os efeitos na tarde apos
estresse (até 18h). O estresse induziu aumento significativo (P<0,001) da secrecdo de LH, B e
P, que foi atenuado por antalarmin (P<0,001). As concentracdes de PRL e FSH ndo foram
alteradas imediatamente apds o estresse, mas, houve atraso do pico de secrecdo da PRL LH e
FSH. Somente os efeitos do estresse sobre a PRL foram revertidos por antalarmin (P<0,001).
Os resultados indicam que as alteracGes induzidas por nosso modelo de estresse no eixo HPA,
no eixo HPG, e no sistema de controle de secre¢cdo de PRL, podem ser mediadas em parte por

acoes do CRH atraves de receptores CRH-R;.

Palavras-chave: Estresse, antalarmin, gonadotrofinas, prolactina, progesterona,

corticosterona.



ABSTRACT

Traslavifia, G.A.A. Effects of CRH-R; receptor antagonist on luteinizing hormone,
follicle-stimulating hormone, prolactin, corticosterone and progesterone secretion in
female rats under stress. Mater’s Monography - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2008.

Acute stress changes hypothalamus-pituitary-gonadal (HPG) axis activity at different levels.
Corticotropin-releasing hormone (CRH), the principal regulator of the hypothalamus-
pituitary-adrenal (HPA) axis, exerts its actions through CRH-R; and CRH-R; receptors. CRH-
R1 receptor has greater expression principally in central nervous system and participates in
disorders that involved hyperactivity of HPA axis. Antalarmin is a selective non-peptide
CRH-R; receptor antagonist. In the present study, we evaluated if the effect of acute stress
associated with estrogen action on luteinizing hormone (LH), follicle-stimulating hormone
(FSH), prolactin (PRL), corticosterone (B) and progesterone (P) is mediated by CRH through
CRH-R; receptors. Estrogen primed-ovariectomized (10ug for 3 days) rats received
antalarmin (at 0,1 and 0,5mg/kg i.v. or 1ug i.c.v doses) or vehicle, before restraint stress by
40 minutes. Blood samples were collected through jugular cannula before (10h) and after
stress for evaluating of early (until 14h) and late effects (until 18h). Stress induced significant
increase (P<0,001) of LH, B and P secretion that was reduced by antalarmin (P<0,001).
Prolactin and FSH levels were not affected immediately after stress. The surge induced by
estrogen was delayed by stress in FSH, LH and PRL secretion. Antalarmin administration
reduced significantly (P<0,001) these alterations only on PRL surge secretion. In accordance
with these findings, the alterations induced by our stress model on HPA, HPG axis and PRL
secretion control mechanisms could be in part modulated through CRH actions through CRH-

R; receptors.

Keywords: Stress, antalarmin, gonadotropins, prolactin, progesterone, corticosterone.
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1. Introducgéo

Nas Ultimas décadas a pesquisa cientifica tem oferecido avangos sobre os mecanismos
fisiolégicos do estresse. O elemento essencial na definicdo primordial do estresse por Hans
Selye foi a resposta ndo especifica do corpo perante qualquer demanda sobre este (SELYE,
1976). Tal elaboracdo resultou de experiéncias em animais e observaces em pacientes a luz
de conceitos prévios elaborados por Claude Bernard e William Cannon sobre 0 meio interno e
o estado de equilibro dinamico chamado homeostase (CANNON, 1929 apud URSIN;
OLFF,1993).

Selye emprestou o termo estresse da Fisica, para referir-se as acbes mutuas de forcas
gue tomam lugar sobre um segmento do corpo e definiu estressor como qualquer agente
causador de estresse. Ele supds que constelacdes de eventos estereotipados fisiologicos e
psicologicos ocorrem em pacientes seriamente doentes, devido a prolongacdo de respostas
adaptativas. A este conjunto de respostas denominou Sindrome Geral de Adaptacdo, que
consistiria de trés fases: uma primeira reacao de alarme, seguida pela de resisténcia e por fim,
dependendo da cronologia do estimulo, a de exaustdo (SELYE, 1950).

ContribuicGes importantes ao assunto foram feitas por Weiner (WEINER,1991 apud
PACAK; PALKOVITS, 2001), Chrousos e Gold (CHROUSOS; GOLD, 1992). Weiner
apontou para existéncia de respostas especificas a estressores com padrdes compensatorios
dos organismos. Chrousos e Gold definiram o estresse como um estado de desarmonia ou de
ameaca da homeostase, onde sdo evocadas respostas adaptativas comportamentais e
fisioldgicas, que podem ser especificas ou generalizadas constituindo a sindrome de estresse.

Baseado nas diferentes variaveis envolvidas na resposta aos estressores, entre elas as
psicoldgicas, Goldstein definiu estresse como uma condicdo, na qual as expectativas,
geneticamente programadas, estabelecidas por aprendizagem prévia, ou deduzidas de

circunstancias, ndo correspondem com as percepcfes atuais do meio ambiente interno ou



externo. Esta discrepancia entre o que é observado ou sentido e o que é esperado ou
programado desencadeia modelos de respostas compensatorias (GOLDSTEIN, 2003).

Recentemente, McEwen (1998) introduziu o termo alostase para definir a habilidade de
um organismo para manter estavel o meio interno mesmo sob agdo de um estressor. Tal
habilidade representaria um processo ativo de adaptacdo decorrente da producdo de varios
mediadores tais como esterdides adrenais, catecolaminas, citocinas, e genes de reposta
imediata.

As respostas aos estimulos emocionais ou fisicos ativam componentes centrais que
facilitam funcdes (e.g, estado de consciéncia, cognigdo, atencdo) e inibem algumas vias
neurais vegetativas (e.g, alimentacdo, reprodugdo) para junto com alteracdes periféricas,
redirecionarem 0S processos energéticos necessarios para a sobrevida e homeostase do
organismo.

Em situacfes nas quais as respostas alostaticas sdo prolongadas, inadequadas,
sobrestimuladas por repetidos e multiplos estressores, ou na falta de adaptacdo, a carga
alostatica resulta em ma adaptacdo e dano a varios 6rgdos, gerando condi¢cdes propicias ao
estabelecimento de quadros patoldgicos, que genericamente recebem a denominacdo de
doengas de adaptacdo (FRANCI, 2005).

A este respeito, existem evidencias sobre os efeitos do estresse nos sistemas
autondémico, cardiovascular, gastrintestinal, imune, nervoso e reprodutivo. Cabe destacar o
aumento na incidéncia de depressdo, ansiedade, obesidade, osteoporose, e problemas
cardiacos em pessoas que tem deficiéncias nas respostas adaptativas ao estresse, 0 que
constitui uma das principais causas de incapacitacdo e mortalidade na maioria dos paises.
Especificamente, a relacdo entre alteragdes no eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HPA) e
depressao tem sido descrita (MCEWEN; STELLAR, 1993; BELMAKER; AGAM, 2008).

1.1. Sistema de Estresse



Sistema de estresse € a designacao dada ao conjunto de componentes do organismo
mobilizados para adaptacdo a situagcdes de estresse induzidas por diferentes estimulos
estressores. Esses componentes sdo: o eixo HPA; o sistema nervoso vegetativo (estruturas
centrais, inervacdo periférica e medula adrenal); sistemas aminérgicos centrais; sistema
limbico cortical e subcortical; sistema imune (ASSENMACHER et al., 1995; PACAK;
PALKOVITS, 2001).

O sistema de estresse funciona como integrador de informac@es geradas por estimulos
estressores agudos ou cronicos que podem ser fisicos, psicolégicos e sociais e como
elaborador de acgdes para defesa e adaptacdo do organismo por meio do restabelecimento e
manutencdo da homeostase (FRANCI, 2005).

1.1.1. Componentes Sensoriais

O sistema nervoso possui receptores somaticos e viscerais para detectar variagdes de
diversas formas de energia (mecénica, quimica, térmica etc.) e converté-las em energia
elétrica que associada aos sinais quimicos (transmissores), constitui sua linguagem. Os
receptores funcionam como transdutores de sinais de naturezas diferentes, que podem ser
interpretados pelo sistema nervoso, por isso sdo chamados de estimulos cognitivos (figura 1).
Por outro lado, o sistema nervoso ndo dispde de estruturas para detectar alguns outros tipos de
estimulos (virus, bactérias, tumores, substancias antigénicas de maneira geral etc.), por isso,
chamados de estimulos ndo-cognitivos (WEIGENT; CARR; BLALOCK, 1990).

Os estimulos estressores cognitivos ativam vias somatossensoriais e viscerossensoriais.
Os somatossensoriais podem ser mecénicos, térmicos, visuais, acusticos, olfativos, gustativos
e vestibulares, e sdo detectados por receptores especificos que ddo origem a propagacdo dos
sinais através de nervos sensoriais espinais e cranianos. Os viscerossensoriais, originarios do
préprio organismo, envolvem interorreceptores que dao origem a propagacao de sinais por via

nervosa e hormonal. Os estimulos estressores ndo-cognitivos dependem de uma transducao



que envolve uma funcao de natureza hormonal também desempenhada pelo sistema imune, ou
seja, substancias produzidas por células do sistema imune sdo liberadas para atuarem
diretamente em células do sistema nervoso ou indiretamente, pela liberacdo de outras
substancias produzidas em outros 6rgaos ou glandulas enddcrinas. Assim, o sistema imune,
além de sua funcdo de elaboracdo de reactes de defesa, apresenta também funcéo sensorial e
hormonal para sinalizar os estimulos ndo-cognitivos para o sistema nervoso (FRANCI, 2005).

Os estimulos estressores de acordo com sua natureza ativam circuitos neurais diversos,
caracterizando a especificidade das aferéncias. As aferéncias somatomotoras e
somatoviscerais atingem estruturas cerebrais especificas. Porém, essas aferéncias direta ou
indiretamente, convergem para estruturas cerebrais que integram informac6es e elaboram
acOes de diferentes efetores. Assim, estimulos estressores diversos (como hipoglicemia,
hipertonicidade, frio, imobilizacdo, dor, hipovolemia) que utilizam vias aferentes distintas
podem ativar os mesmos sistemas efetores, como o eixo HPA e o sistema nervoso simpatico e
parassimpatico, porém com respostas de magnitudes distintas (PACAK; PALKOVITS, 2001).

1.1.2. Estruturas de Integracéo

Todo o sistema nervoso central participa na manutencdo da homeostase e na
organizacao da resposta ao estresse, entretanto, algumas areas especificas podem ter acGes
seletivas nestes mecanismos reguladores. As respostas aos estimulos estressores envolvem
circuitos neuronais curtos (espinais) e longos (supra-espinais). Nos circuitos longos, o
processamento de informacOes originarias das vias somatossensoriais e viscerossensoriais e a
elaboracdo de respostas aos estimulos estressores envolvem principalmente o hipotalamo, o
tdlamo, a &rea pré-Optica, estruturas limbicas corticais (formacdo hipocampal, cortices
entorrinal, piriforme, pré-limbico, intralimbico e cingulato) e subcorticais (amigdala, septum,
habénula), bem como sistemas neuronais (aminérgicos e ndo-aminérgicos) do tronco cerebral

(HERMAN; CULLINAN, 1997).
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Figura 1. Sistema de estresse: componentes sensoriais e de integragdo. Horménio liberador de corticotrofina
(CRH); hormbnio adrenocorticotréfico (ACTH); nicleo paraventricular (PVN); catecolaminas (CA);
glicocorticéides (GC) (FRANCI, 2005).

Os efetores dos circuitos longos envolvem trés vias: neural, neuroendocrina e imune. A
area pré-optica medial, o nucleo arqueado e o nucleo paraventricular (PVN) projetam para a
eminéncia mediana (resposta hormonal) e para estruturas autondmicas do tronco cerebral e
medula espinal (resposta neural). Os nucleos hipotalamicos dorsomedial, ventromedial,
perifornicial e supramamilar apresentam principalmente projecdes intra-hipotalamicas. A area
hipotalamica lateral apresenta uma combinacdo de vias ascendentes e descendentes entre o
hipotdlamo medial, o sistema limbico e o sistema vegetativo. O tdlamo tem envolvimento
destacado nos mecanismos nociceptivos e representa ponto de relé entre fibras
espinorreticulotaldmicas e areas corticais limbicas (cingulato, cértex piriforme, cortex
entorrinal). O sistema limbico é responsavel pela organizacdo de uma grande variedade de

respostas comportamentais no estresse (FRANCI, 2005).



Grupamentos de neurdnios noradrenérgicos, adrenérgicos e serotoninérgicos localizados
no tronco cerebral estdo envolvidos no processamento de respostas a estimulos estressores.
Eles recebem aferéncias somatossensoriais da medula espinal, sensoritrigeminais e
viscerossensoriais do nucleo do trato solitario e projetam eferéncias descendentes (para a
medula espinal) e ascendentes (para a area pré-Optica, hipotdlamo e sistema limbico entre
outras estruturas) (PACAK; PALKOVITS, 2001). Por outro lado, a participacdo de neurdnios
dopaminérgicos ainda é muito controversa. Na resposta ao estresse ocorre ativacdo de
neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus (LC), que ativam os sistemas dopaminérgicos
mesolimbico e mesocortical envolvidos com fenbmenos motivacionais/recompensa e fungoes
cognitivas antecipatdrias, respectivamente (CHROUSOS; GOLD, 1992).

Outros sistemas ndo-aminérgicos do tronco cerebral integram as vias do sistema de
estresse utilizando como neuromoduladores &cido gama-aminobutirico (GABA)
(SAAVEDRA et al., 2006), hormonio liberador de tireotrofina, encefalina, dimorfina,
substancia P, neuropeptideo Y, horménio liberador de corticotrofina, angiotensina Il, entre
outros (PACAK; PALKOVITS, 2001).

1.1.3. Componentes Efetores

O restabelecimento e a manutencdo da homeostase envolvem coordenacdo precisa de
respostas neurovegetativas, neuroenddcrinas, imunes e comportamentais. Os principais
componentes efetores do sistema de estresse sdo o0 eixo HPA, sistema eferente
simpatico/medula adrenal e elementos do sistema parassimpatico. Estimulos estressores
sistémicos sinalizados por horménios, citocinas, eletrdlitos e outras substancias sdo
processados por relés no PVN, envolvendo principalmente projecdes catecolaminérgicas do
tronco cerebral. Enguanto estimulos estressores que requerem maior elaboragdo sdo

processados através de circuitos limbicos prosencefalicos (FRANCI, 2005).



A fase inicial mobiliza os estoques de energia necessarios para reacao ao estressor. Esta
resposta envolve uma serie de mensagens para ativar o hormonio liberador de corticotrofina
(CRH) e arginina-vasopressina (AVP), no PVN, os quais estimulam a liberagdo de ACTH
pela hipdfise anterior. Por sua vez, o ACTH estimula a liberacdo de corticoides pelas
glandulas adrenais (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005).

Os corticéides aumentam o catabolismo e suprimem 0s processos anabdlicos para
promover o incremento de substratos energéticos como glicose, &cidos graxos livres e
aminoacidos na circulacdo sanguinea. A ativacdo deste eixo por periodos curtos, permite a
mobilizacdo de energia, enquanto por periodos longos provoca conseqliéncias devastadoras
para 0 organismo como a inibicdo do sistema imune e de processos anabdlicos, e a deplecdo
das reservas energéticas.

O controle inibidor desse circuito é realizado pela a¢do direta dos corticoides (al¢ca
longa de retroalimentacdo negativa), pelo préprio CRH (alca de retroalimentacdo ultra-curta),
e por sistemas intra-hipotalamicos que envolvem peptideos opidides no ndcleo arqueado e 0
GABA no PVN e na area pré-optica medial (MCCANN et al., 2000; DOBSON et al., 2003).

1.1.4. Hormonio Liberador de Corticotrofina

Isolado em 1981 de extratos hipotalamicos ovinos, o0 CRH é a principal substancia
hipotaldmica reguladora do eixo HPA (VALE et al., 1981). Isto foi seguido pelo
descobrimento de uma familia nova de ligantes relacionados ao CRH, a qual inclui urocortina
(UCN) I, UCN-II (ou peptideo relacionado - estresscopina) e UCN-III (ou estresscopina)
(HILLHOUSE; GRAMMATOPOULOQS, 2006).

O peptideo CRH de 41-aminoécidos estimula a secrecdo hipofisaria de ACTH e adrenal
de glicocorticéides e de andrégenos (PLOTSKY, 1991), exerce propriedades ansiogénicas e
coordena a adaptacdo as mudangas fisicas e comportamentais que acontecem durante 0

estresse (CALOGERO, 1995). O conteddo maior de CRH é encontrado na eminéncia



mediana. A sintese ocorre principalmente em neurbnios parvocelulares do PVN, com
projecdes axonais para os capilares do plexo primario da eminéncia mediana, de onde atinge 0
corticotrofo pelo sistema porta-hipofisario (LEIKO; CASTRO M, 2005).

A sintese e imunolocalizacdo de CRH também foram observadas em neurénios
magnocelulares do PVN, area pré-optica e nucleo dorsal medial do hipotdlamo. Em algumas
estruturas extra-hipotalamicas, como cortex cerebral, sistema limbico, LC, cerebelo, e tronco
cerebral, também localiza-se este horménio. O CRH também é sintetizado em alguns tecidos
periféricos como estdmago, adrenais, testiculos, placenta e células imunes, e esta envolvido
em funcBes bioldgicas, como o balango energético, metabolismo, reproducédo e regulacdo da
resposta imune (OLSCHOWKA et al., 1982; OWENS; NEMEROFF, 1991,
KALANTARIDOU et al., 2003).

O CRH e os peptideos relacionados exercem suas a¢des em celulas alvo via ativagdo de
duas familias de receptores (CRH-R) especificos de alta afinidade, denominados CRH-R; e
CRH-R;, os quais estdo acoplados ao nucleotideo guanina da proteina G estimuladora e sdo
codificados por diferentes genes (PERRIN; VALE, 1999). O CRH-R; possui mdultiplas
variantes denominadas de CRH-R;a-h, tem expressao extensa no cérebro dos mamiferos e é
responsavel pela ativacdo e liberacdo da pré-opiomelanocortina (POMC), ACTH e B-
endorfina da hipdfise anterior (HILLHOUSE; GRAMMATOPOULOS, 2006).

Contetdo elevado de CRH-R; é encontrado no cortex cerebral, cerebelo, amigdala,
hipocampo, bulbo olfatorio e adeno-hipéfise (VAN et al., 2000). Perifericamente, pode ser
encontrado no testiculo, ovério, endométrio, miométrio, placenta, adrenal, tecido adiposo,
baco, pele, coracdo e células especificas do sistema imune. Participa ativamente nos processos
de decidualizacdo, implantacdo, parto e funcdo ovariana, com efeitos inibidores sobre a
esteroidogénese e estimuladores da maturacdo folicular (KALANTARIDOU et al., 2003;

HILLHOUSE; GRAMMATOPOULOS, 2006).



O CRH-R; apresenta trés isoformas (o,B,y) e tém expressdo discreta no cérebro com a
densidade maior no nucleo septal lateral, estria terminal, nicleo hipotaldamico ventromedial,
bulbo olfatorio e nucleo mesencefélico da rafe (VAN et al., 2000). Também esta presente em
tecidos periféricos, com conteudos elevados na pele, nos musculos esquelético, liso e cardiaco
(HILLHOUSE; GRAMMATOPOULOS, 2006).

Existem evidéncias sobre como estes receptores poderiam modular a resposta ao
estresse, mostrando diferencas individuais. O sistema de estresse teria dois modos de
operacdo. O modo rapido ou “reacdo de emergéncia”, que corresponderia a reposta classica
de luta ou fuga envolvendo os receptores CRH-R;, enquanto o modo lento que promove a
adaptacdo e o restabelecimento, seria modulado pelas urocortinas Il e I11, as quais agem pelos
receptores CRH-R,. Os corticdides operam pelos dois modos através de receptores
mineralocorticoides (MR) e glicocorticoides (GR), 0s quais sdo expressos abundantemente em
neurdnios das estruturas limbicas. O MR esta implicado no processo de apreciacao e inicio da
resposta estressora, enquanto o GR, ativado por quantidade elevada de corticoides, finaliza as
reacdes ao estresse, mobiliza as fontes de energia requeridas para este propdsito e facilita o
restabelecimento da homeostase (TILBROOK; TURNER; CLARKE, 2000).

O CRH tem sido implicado na fisiopatologia de varios disturbios, como ansiedade,
depressao atipica e melancolica, estados de fadiga e estresse crénico, distarbios do sono,
comportamentos aditivos, neurodegeneracéo, distirbios inflamatérios autoimunes e alérgicos,
doencas gastrintestinais e sindrome metabolica (SMITH et al.,, 1998; HILLHOUSE;
GRAMMATOPOULOS, 2006).

1.1.5. Antagonistas do CRH

A procura de novas terapias para tratamento de diversas doencas subjacentes ao estresse

levou a industria farmacéutica a desenvolver antagonistas competitivos para receptores CRH-

Ri, provavelmente o mais envolvido nestas desordens. Diferentes moléculas tém sido



desenvolvidas tais como antalarmin (WEBSTER et al., 1996), CP 154,526 (CHEN et al.,
1997), DMP904 (GILLIGAN et al.,, 2000) e DMP696 (HE et al., 2000). O uso destes
antagonistas no tratamento de distdrbios associados com hiperatividade de CRH representa
uma estratégia terapéutica nova em neurologia e psiquiatria. Porém, a administracdo desses
antagonistas pode ser limitada pela inibicdo do eixo HPA.

Antalarmin (andlogo de CP 154,526) € uma pirrolopirimidina (substancia nao
peptidica), cuja administragdo sistémica antagoniza o CRH central e perifericamente
(WEBSTER et al., 1996). Em ratos, o tratamento cronico reduz as concentra¢fes plasmaticas
de ACTH e de corticosterona (B) (BORNSTEIN et al., 1998), diminui a resposta de ACTH no
teste de nado forcado e de choques nas patas (DEAK et al., 1999; JUTKIEWICZ et al., 2005),
bloqueia as a¢fes ansiogénicas do CRH no labirinto em cruz elevado (ZORRILLA et al.,
2002b), bloqueia as alteracBes comportamentais posteriores a implantacdo de microcapsulas
de B na amigdala (MYERS et al., 2005), e prejudica a aquisi¢cdo e permanéncia do medo
condicionado (DEAK et al., 1999). Assim, antalarmin reduz a atividade do eixo HPA, e
atenua a resposta de ansiedade e medo nos modelos experimentais em roedores.

Da mesma maneira, a antalarmin tem sido usada em alguns modelos envolvendo
primatas. Com dose de 20mg/kg obteve-se atenuacdo da secrecdo de ACTH e do
comportamento de agitacdo observados logo ap6s a colocagdo do macaco num habitat novo, o
paradigma de intrusdo (HABIB et al., 2000). Por outro lado, no modelo de isolamento social,
a administragdo de antalarmin ndo modificou os perfis hormonais de ACTH, cortisol,
noradrenalina (NA) e adrenalina, mas alterou positivamente a exploracdo ambiental nestes
animais (AYALA etal., 2004).

Além de participar na resposta ao estresse, a antalarmin também tem sido testada em
outros modelos experimentais como abuso de substancias, resposta inflamatéria, motilidade

intestinal, comportamentos cognitivos e neurodegeneracdo (ZORRILLA et al., 2002a;



YUHAS et al., 2004; CAO et al.,, 2005; GREENWOOD-VAN et al., 2005; FUNK et al.,
2006).

Em conseqliéncia das potenciais aplicacdes em area clinica, iniciaram-se alguns estudos
para reconhecer os possiveis efeitos terapéuticos da antalarmin (NEWSLETTER OF THE IIT
RESEARCH INSTITUTE - LIFE SCIENCES GROUP, 2005).

1.2. Efeitos do Estresse em Fungfes Reprodutivas

O efeito do estresse e de disturbios psicolégicos latentes ou evidentes sobre a funcéo
reprodutora é reconhecido ha longo tempo. O CRH suprime a secrec¢do de hormdnio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), assim como os glicocorticoides agem na hipéfise e nas gbnadas
inibindo a secrecdo de hormdnio luteinizante (LH), horménio foliculo-estimulante (FSH) e de
esterdides gonadais.

Em animais, um dos primeiros trabalhos sobre o possivel efeito do estresse em funcgdes
sexuais analisou a relacédo entre densidade de populacéo e eficiéncia reprodutiva em roedores
(CHRISTIAN, 1971). Posteriormente, muitos pesquisadores tém estudado os efeitos de varios
estressores sobre a secrecdo de LH e de esterdides sexuais. O préprio Hans Selye observou na
situacdo de estresse 0 aumento da atividade do eixo HPA acompanhada de diminuicdo nas
funcdes reprodutivas, sugerindo a possivel relacdo entre hormonios do eixo HPA e do eixo
hipotalamo-hipéfise-gbnada (HPG). De fato, os estrégenos, o CRH, peptideos derivados da
POMC e glicocorticoides, modulam efeitos do estresse sobre as fungdes reprodutivas
(RIVIER; RIVEST, 1991; BRANN; MAHESH, 1991).

Os hormonios relacionados ao estresse podem influenciar funcBes sexuais em trés niveis
distintos do eixo HPG: no cérebro (a0 modular a secrecdo do GnRH), na hipdfise (ao
interferir com a liberagcdo de LH pelo GnRH), e nas gbnadas (ao alterar o efeito estimulador
das gonadotropinas sobre a secrecdo de esterdides sexuais) (RIVIER; RIVEST, 1991;

TILBROOK; TURNER; CLARKE, 2000).



Humanos e roedores expostos a estresse agudo e em presenca de condi¢cdes hormonais
favoraveis (estrogeno elevado) apresentam aumento da secre¢do de LH, cujos mecanismos
ndo sdo bem compreendidos. O estresse prolongado, por sua vez, inibe consistentemente a
liberagho de LH e bloqueia a ovulagdo. Entre 0s mediadores desses efeitos estdo
glicocorticéides, CRH, AVP, peptideos opidides enddgenos, catecolaminas e serotonina.
(RIVIER; RIVEST, 1991; BRANN; MAHESH, 1991; TILBROOK; TURNER; CLARKE,
2000).

A proximidade entre neuronios CRH e GnRH (MACLUSKY; NAFTOLIN;
LERANTH, 1988; DUDAS; MERCHENTHALER, 2002) sugere uma possivel mediacdo
inibidora direta do CRH nas funcGes reprodutivas. De fato administracdo
intracerebroventricular (i.c.v.) de CRH em roedores e primatas diminui a pulsatilidade de
GnRH e a liberacdo de LH (RIVIER; RIVEST, 1991). No entanto, nem sempre hd uma
relacdo direta entre aumento de CRH e inibicdo aguda da liberacdo de LH, dificultando a
caracterizagdo dos limites de ativacdo do eixo HPA. Os mecanismos pelos quais 0 CRH altera
a liberagdo de GnRH néo sdo bem entendidos, mas podem envolver ativacdo de outras vias,
tais como opidides enddgenos (ALMEIDA; NIKOLARAKIS; HERZ, 1988) elou
catecolaminas (VALENTINO, 1989). A infusdo de CRH na area pré-optica medial diminuiu
significativamente a liberagdo de GnRH e de LH em ratas ovariectomizadas, porém &
desconhecido se fibras diretas do PVN para area pré-Optica sdo as responsaveis por esta
alteracdo (RIVIER; RIVEST, 1991).

Manipulagdes agudas em ratos ndo estressados indicam que o sistema noradrenérgico
exerce acao estimuladora da liberacdo de LH, mediada por receptores al adrenérgicos em
presenca de estrogeno. Enquanto na sua auséncia, a NA pode exercer acdo inibidora em
receptores B (ETGEN; UNGAR; PETITTI, 1992). Cerca de 70% da inervacdo noradrenérgica

do PVN surge de corpos celulares Al e 20% de corpos celulares A2 (RIVIER; RIVEST,



1991). Lesoes bilaterais do LC reduzem significativamente a secrecdo pré-ovulatéria de LH
(FRANCI; ANTUNES-RODRIGUES, 1985), a secrecdo pulsatil de LH (ANSELMO-
FRANCI et al., 1999) e o pico induzido por estrogeno e progesterona em ratas
ovariectomizadas (HELENA; FRANCI; ANSELMO-FRANCI, 2002; ROCHA et al., 2006).

Sabe-se que o estresse por imobilizagdo ativa um circuito curto de reflexos autonémicos
na medula e um circuito longo no qual o nucleo do trato solitario, o nucleo parabraquial, o
tdlamo e PVN modulam as aferéncias provenientes de receptores somatossensoriais, emitem
respostas e conduzem informacGes a estruturas superiores (cortex e sistema limbico). A
ativacdo das areas noradrenérgicas no tronco cerebral é considerada crucial no estresse por
imobilizacdo, que induz expressao de proteina FOS no hipotalamo (PVN), no sistema limbico
(cortex cingulado e piriforme), em grupos celulares catecolaminérgicos (A1, A2, A5, A6,
A7), no nacleo central da amigdala, e em ndcleos pontinos e associados. A imobilizacdo
também provoca aumento das concentragbes plasmaticas de NA, ACTH e B (PACAK;
PALKOVITS, 2001).

A secrecdo de prolactina também € alterada em situacBes de estresse. Vérias situacoes
de estresse agudo provocam hiperprolactinemia (e.g. imobilizacdo, exposicao a éter, etc.) que
pode inibir a secrecdo de gonadotrofinas. A injecdo i.c.v. de antagonistas de CRH bloqueia a
elevacdo de prolactina em condicbes de estresse agudo, mostrando a agdo reguladora na
secrecdo deste hormonio (AKEMA et al., 1995). O estradiol exerce efeito direto sobre a
secrecdo de prolactina, estimulando sua secrecdo basal, assim como durante situacdo de
estresse (CHEN; MEITES, 1970; PAN; GALA, 1985; ARMARIO et al., 1987; VIAU;
MEANEY, 1991). A secrecdo de progesterona ocorre em resposta a ativacdo do eixo HPA,
(XIAO et al., 1994; ANDERSEN et al., 2004), com possivel efeito inibidor sobre a secrecéo
de prolactina (DEIS; LEGUIZAMON; JAHN, 1989) e estimulador sobre LH em situacdes de

estresse (XIAO et al., 1994).



Objetivos

Considerando que:

hé interacdo dos eixos hipotdlamo-hipdfise-gbnada e hipotdlamo-hipéfise-adrenal;

0 eixo hipotadlamo-hipofise-gbnada é alterado em situacédo de estresse agudo e cronico;

a secrecdo de prolactina pode ser alterada em situacOes de estresse e ter efeitos sobre a
secrecdo de gonadotrofinas;

os receptores CRH-R; sdo os mais envolvidos na sinalizacdo da resposta estressora e
estdo expressos principalmente no SNC;

antalarmin € um antagonista especifico de receptores CRH-R;;

ainda ndo s&o devidamente esclarecidos os efeitos do antagonismo dos receptores CRH-

R1 no sistema reprodutor em situacao de estresse agudo;

O objetivo geral do projeto é:
Analisar se o controle da secrecdo de LH, FSH, prolactina, B e progesterona sob
influéncia estrogénica e de estresse agudo, tem mediacdo de CRH em receptores
CRH-R;,
Os objetivos especificos sdo:
Determinar as concentra¢fes plasméticas de LH, FSH, prolactina, B e progesterona, em
diferentes tempos apds estresse por contengao.
Verificar se a microinjecdo i.c.v. ou periférica de antalarmin, altera as concentracdes
plasmaticas de LH, FSH, prolactina, B e progesterona apds estresse por contengéo.
Analisar se as concentragfes plasmaticas de LH, FSH, prolactina, B e progesterona, sob
acdo de estrogenos sao modificadas por estresse agudo e / ou antalarmin.
Caracterizar o efeito antagénico de antalarmin pela administracdo periférica (e.v.) ou

central (i.c.v.)



3. Material e Métodos
3.1. Animais e Desenho Experimental

Foram utilizadas ratas Wistar fémeas entre 180 e 200g de peso provenientes do Biotério
Central do Campus de Ribeirdo Preto-USP e que foram mantidas no Biotério do
Departamento de Fisiologia da FMRP-USP, em caixas coletivas (m&ximo 5 animais) durante
3 a 5 dias para aclimatacdo em um ciclo claro-escuro de 12h / 12h (claro das 0600h as 1800h
h), a temperatura de 21 + 1 °C e acesso livre a ragdo balanceada e &gua.

O ciclo estral das ratas foi monitorado utilizando a técnica do esfregaco vaginal. Ratas
em metaestro ou diestro foram anestesiadas com injecdo intraperitoneal de cetamina
(100mg/kg, Ketamina Agener® Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu-
SP, Brasil) e xilazina (20mg/kg, Dopaser® Laboratorio Calier S.A. Barcelona, Espanha) e
submetidas a ovariectomia bilateral sob técnica cirargica. Dependendo do grupo
experimental, seguiu-se uma segunda cirurgia para implantacdo de canula de aco inoxidavel
(0,7 x 17mm) no terceiro ventriculo por técnica estereotaxica utilizando as seguintes
coordenadas: antero-posterior -0,5mm atras do bregma; lateral Omm; vertical 8,5mm abaixo
da calota craniana (PAXINOS G; WATSON C, 1997). A canula foi fixada com acrilico
dental, parafusos e coberta com obturador. Antes da craneotomia foi injetado 0,1ml de
lidocaina 2% com adrenalina, subcutaneamente (Alphacaine®, DFL S.A. Rio de Janeiro, RJ,
Brasil).

No periodo pds-cirurgico as ratas permaneceram em um local aquecido até a
recuperacdo da anestesia e receberam dose profilatica de antibiotico veterinario (0,2 ml I.M.,
Pentabiotico® Fort Dodge Saude Animal Ltda. Campinas, SP, Brasil) e analgésico flunixina
meglumina (2,5mg/kg .M, Banamine®, Schering-Plough Saude Animal Ltda. Rio de Janeiro,
RJ, Brasil). A recuperacdo ocorreu no Biotério durante 5 a 7 dias, em nimero maximo de 3

animais por caixa.



No periodo de 3 a 5 dias apds as cirurgias, foi iniciada terapia hormonal substitutiva,
com injecOes subcutaneas transmusculares de cipionato de estradiol (10 ug/0,1ml por trés
dias) as 1000h. No terceiro dia de terapia hormonal substitutiva, que foi a véspera da sessdo
experimental, os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de tribromoetanol
(250mg/Kg, Sigma-aldrich, Milwaukee, USA) em salina isotbénica (POLETINI et al., 2003)
para implantacdo de um cateter (Silastic® Dow Corning Co. Midland, Michigan, USA) na
jugular externa até o atrio direito, segundo técnica descrita previamente (HARMS; OJEDA,
1974).

No periodo poés-cirargico, as ratas permaneceram em um local aquecido até a
recuperacdo da anestesia, receberam dose de analgésico flunixina meglumina (2,5mg/kg .M,
Banamine®, Schering-Plough Salde Animal Ltda. Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e foram
colocadas em caixas individuais.

3.2. Planejamento Experimental

Cada um dos dois experimentos (I e 11) planejados foi constituido por sete grupos de

animais nas seguintes condi¢oes:

12.- Dois grupos com injecdo de veiculo (com e sem canula i.c.v.) (grupo controle).

28.- Dois grupos com injecdo de veiculo + estresse (com e sem canula i.c.v.) (grupo estresse)
32.- Antalarmin 1ug/0,5ul i.c.v. + estresse. (grupo Ant 1 i.c.v) (ZORRILLA et al., 2002a).
48 - Antalarmin 0,5mg/kg e.v. + estresse. (grupo Ant 0,5) (HABIB et al., 2000).

52.- Antalarmin 0,1mg/kg e.v. + estresse. (grupo Ant 0,1) (BROADBEAR et al., 2002).

Experimento |- coletas de sangue foram realizadas as 1000h (imediatamente antes de
alguma das injecdes citadas acima) e as 1100, 1115, 1130, 1200, 1300 e 1400h.

Experimento 11- coletas de sangue foram realizadas as 1000h (imediatamente antes de

alguma das injecdes citadas acima) e as 1100, 1400, 1500, 1600, 1700 e 1800h.



As amostras de ambos os grupos foram utilizadas para avaliar os efeitos do estresse de

contencdo sobre a secre¢do de LH, FSH, prolactina, B e progesterona.
3.3. Procedimento Experimental

No dia do experimento, em torno das 0930h, foi conectada uma extensédo de polietileno
(PE-50) ao cateter implantado na jugular contendo salina heparinizada (100 U.l/ml), para
permitir coleta de amostras sanguineas com os animais movimentando-se livremente. As
1000h foi feita uma coleta basal de sangue (0.6ml) e imediata reposi¢do com salina isoténica
NaCl 0,15M. Em seguida procedeu-se a injecdo de antalarmin (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) ou veiculo por via endovenosa (0,6ml em 120s) ou i.c.v. (0,5ul durante 60s) com
auxilio de bomba microinjetora (CMA/Microdialysis Model CMA/102 Suécia) conectada a
uma agulha gengival (0,3 x 18mm) através de uma extensdo de polietileno (PE.10).
Antalarmin foi disolvida em veiculo contendo 80 % de salina, 10% de etanol e 10% de
cremophor (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha ) (BROADBEAR et al., 2002).

As 1020h, os animais foram submetidos a situacéo de estresse por conten¢do. O modelo
consiste da permanéncia do animal dentro de um tubo plastico ventilado de 5cm de didmetro
x 22cm de comprimento, durante 40 minutos. Amostras de sangue foram coletadas em serie
com reposicédo imediata (0,6ml) de volemia com salina isotonica.

Ao final do experimento os animais foram submetidos a perfusdo utilizando salina e
fixador (paraformaldeido 4%) sob anestesia com Tiopental sddico (1g/kg, Tiopenthax®, Lab.
Cristalia, Sdo Paulo, Brasil ) para remocdo do cérebro e confirmacdo da localizacdo da canula
de demora em cortes sob congelagdo. Somente animais com localizag¢éo no terceiro ventriculo
foram usados nas analises.

A representacdo esquematica do cronograma dos experimentos estd apresentada na

figura 2. O protocolo experimental deste projeto foi submetido a analise pela Comissdo de



Etica em Experimentacdo Animal da FMRP-USP. Aprovacéo n°. 104/2006 (20 de outubro de
2006).
3.4. Dosagens Hormonais

O sangue coletado em cada experimento foi centrifugado e o plasma congelado a -20 °C
até a realizacdo da dosagem de progesterona, B, LH, FSH e prolactina por radioimunoensaio
(RIE).

A progesterona foi determinada por meio de conjunto de reagentes para RIE adquiridos
da MAIA, Adaltis Italy S.p.A (SEYMOUR; SCHMIDT; SCHULZ, 2003), em cujo ensaio
verificou-se a doses minima detectavel de 1,2 ng/ml, o erro intra-ensaio de 2,5% e 0 erro
inter-ensaio de 8 %.

Para dosagem de B foi realizada a extracdo prévia com etanol e as amostras submetidas
ao RIE utilizando padréo e anticorpo especifico adquiridos da Sigma Co. (St. Louis, Missouri,
USA) e a B triciada adquirida da Amershan (Piscataway, New Jersey USA). A separacdo das
fracbes livre e ligada foi realizada com carvdo-dextran (0,5 / 0,05%). A doses minima
detectavel foi 0,08 ng/ml, o erro intra-ensaio de 4,5 % e o erro inter-ensaio de 11%.

As concentracdes plasmaticas de LH, FSH e PRL foram realizadas por RIE de duplo
anticorpo, com anticorpos especificos e padr@es adquiridos junto ao National Program of
Pituitary Hormone, National Institute of Health (Torrance, California,USA). O anticorpo
secundario para a precipitacdo da reacdo do RIE é produzido em ovelha pelo laboratorio do
Dr. Celso Rodrigues Franci (FMRP-USP). O LH, o FSH e a prolactina foram iodinados e
purificados no laboratério do Dr. Celso Rodrigues Franci (FMRP-USP). As doses minimas
detectaveis foram: 0.2 ng/ml (FSH); 0.05 ng/ ml (LH); 0.09 ng/ml (prolactina). Os erros intra-

ensaio foram 4%, 3% e 3,5 %, para LH, FSH e prolactina respectivamente.



Desenho Experimental
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Figura 2. Representacdo esquematica dos procedimentos e cronograma dos experimentos. As coletas das
amostras foram realizadas nos horarios assinalados conforme descricéo no texto.
3.5. Andlise Estatistica

Os resultados das dosagens hormonais sdo expressos com média + erro padrdo da
média, submetidos a analise de variancia de dois fatores (TWO-WAY ANOVA) com medidas
repetidas, seguida de pds-teste Student-Newman-Keuls (SigmaStat for Windows Version
3.10, 2004). Foi considerada diferenca estatisticamente significativa P<0.05.

Realizou-se uma anélise entre 0s grupos controle com e sem estresse, tendo a presenca
de estresse como primeiro fator e o tempo (hora da coleta da amostra) como segundo fator.
Outra analise foi feita entre os grupos submetidos a estresse tratados com antalarmin, tendo a
presenca da droga antalarmin como primeiro fator e o tempo (hora da coleta da amostra)

como segundo fator.



4. Resultados

As andlises estatisticas iniciais demonstraram que ndo houve diferencas entre os dois
grupos controles com e sem canula i.c.v. e entre os dois grupos estresse com e sem canula
i.c.v. Os efeitos das doses 0,1 e 0,5mg/kg e.v. ndo foram diferentes em nenhum dos testes
realizados. Assim, optou-se por expor e representar os resultados com um grupo controle
(com céanulai.c.v.), um grupo estresse (com canulai.c.v.), uma dose de antalarmin e.v e i.c.v..

4.1. Corticosterona

Na figura 3A, observam-se as concentracdes plasmaticas de B (ng/ml) em coleta seriada
até as 1400h. A comparacdo entre 0s grupos controle e estresse revelou diferenca significativa
para os fatores estresse [F(1,223)=73,268 P<0,001] e tempo [F(6,223)=13,288 P<0,001],
assim como também na interacdo deles [F(6,223)=18,010 P<0,001]. O teste de comparacao
maltipla Student-Newman-Keuls (SNK) indicou que a elevacdo de B no grupo estresse a
partir das 1100 até 1300h foi significativa quando comparada com o controle. A comparacao
dos grupos estresse e injetados com antalarmin mostrou diferencas significativas nos fatores
antalarmin [F(2,251)=12,258 P<0,001] e tempo [F(6,251)=27,903 P<0,001], e na interacdo
deles [F(12,251)=3,389 P<0,001]. O teste SNK demonstrou que as 1100, 1115, 1130, 1200 e
1300h, o grupo Ant. 0,1 e.v. comparado com 0 grupo estresse teve concentracdo de B
significativamente menor. As concentracdes de B as 1100, 1130, e 1200h no grupo Ant.1
i.c.v. diferiram estatisticamente do grupo estresse. O grupo Ant.1 i.c.v mostrou concentragdes
de B maiores as 1200 e 1300h, quando comparado com Ant. 0,1 e.v.

Na figura 3B, observam-se as concentra¢fes plasmaticas de B (ng/ml) em coleta seriada
até as 18h. A comparacgdo entre os grupos controle e estresse revelou diferenca significativa
para os fatores estresse [F(1,223)=83,892 P<0,001] e tempo [F(6,223)=19,735 P<0,001],
assim como para interagdo entre deles [F(6,223)=24,506 P<0,001]. A elevacdo das

concentragfes de B as 1100, 1400, 1500 e 1600h no grupo estresse foi significativa quando



comparado ao controle, segundo o pos-teste SNK. A comparacdo entre 0s grupos estresse e
com antalarmin mostrou diferencas significativas para os fatores antalarmin [F(2,265)=7,087
P<0,001] e tempo [F(6,265)=21,448 P<0,001], assim como para interacdo deles
[F(12,265)=7,494 P<0,001]. O pos-teste SNK revelou que o grupo Ant. 0,1 e.v. teve
concentragcOes plasmaticas de B menores as 1100, 1400 e 1500h quando comparados com 0

grupo estresse. O grupo Ant. 1 i.c.v. foi diferente do estresse as 1100 e 1700h.
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Figura 3. Efeitos do estresse de contencdo e antalarmin sobre a secrecdo de corticosterona (B ng/ml) em ratas
tratadas com estrogeno (E,). Ratas ovariectomizadas tratadas com 10ug de E, por trés dias, foram submetidas a
estresse de conten¢do por 40 minutos com administracdo previa de antalarmin ou veiculo. Fig. (A) mostra efeitos
imediatos e Fig. (B) descreve efeitos na tarde apds o estresse. Grupo Controle (n=16), Estresse (n=16),
Antalarmin (Ant.) 0,1mg/kg e.v. (n=10), e Ant. 1pg i.c.v. (n=10). Dados expressos como média + erro padrdo. *
indica diferencas significativas (P<0,001) entre os grupos controle e estresse. § indica diferencgas entre o grupo
estresse e 0 grupo Ant. 0,1 e.v. (P<0,001). # representa diferencgas entre o grupo Ant. 1 i.c.v. e grupo estresse
(Fig. 3A P<0,05, Fig.3B 11h P<0,001, 17h P<0,05). t indica diferengas entre grupo Ant. 1 i.c.v. com 0 grupo
Ant. 0,1 e.v. (P<0,05).



4.2. Hormonio Luteinizante

Na figura 4A, observam-se as concentracBes plasmaticas de LH (ng/ml) em coleta
seriada até as 1400h. A comparacdo entre 0s grupos controle e estresse revelou diferenca
significativa para os fatores estresse [F(1,223)=240,752 P<0,001] e tempo [F(6,223)=16,864
P<0,001], assim como para interacdo deles [F(6,223)=14,398 P<0,001]. O poés-teste indicou
que a elevagdo de LH no grupo submetido ao estresse foi significativa quando comparado
com o grupo controle as 1100, 1115, 1130, 1200, 1300 e 1400h. A andlise entre 0s grupos
com antalarmin e o grupo estresse, indicou diferencgas significativas para os fatores antalarmin
[F(2,258)=45,873 P<0,001] e tempo [F(6,258)=11,851 P<0,001], assim como para interacao
destes fatores [F(12,258)=4,029 P<0,001]. As comparacOes pelo teste SNK mostraram que 0s
grupos com injecéo central ou periférica de antalarmin tiveram diminuicéo significativa das
concentragfes plasmaticas de LH em relagcdo ao grupo estresse as 1100, 1115, 1130, 1200,
1300 e 1400h.

A figura 4B mostra as concentrac@es plasmaticas de LH (ng/ml) em coleta seriada até as
1800h. A comparacgdo entre os grupos controle e estresse revelou diferengas significativas
para o fator tempo [F(6,223)=33,014 P<0,001], mas n&o para o fator estresse [F(1,223)=0,089
P=0,767], porém houve diferenca para interacéo destes fatores [F(6,223)=32,623 P<0,001]. O
pos-teste indicou que a elevacdo de LH ap6s o estresse foi significativa as 1100, 1400 e
1800h, assim como foi significativa no grupo controle as 1500, 1600, 1700h. A comparacéo
entre os grupos com antalarmin e o grupo estresse, revelou diferencas significativas para os
fatores antalarmin [F(2,258)=21,270 P<0,001] e tempo [F(6,258)=17,652 P<0,001], assim
como para interacdo destes fatores [F(12,258)=9,727 P<0,001]. O pds-teste mostrou que 0s
grupos com antalarmin tiveram diminuicdo significativa das concentracdes plasmaticas de LH

as 1100, 1400 e 1800h quando comparados com o grupo estresse. O grupo Ant. 1 i.c.v.



apresentou concentracdes significativamente menores as 1700 e 1800h quando comparado

com o grupo estresse e Ant. 0,1 e.v.
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Figura 4. Efeitos do estresse de contengdo e antalarmin sobre a secrecdo de LH (ng/ml) em ratas tratadas com
estrogeno (E,). Ratas ovariectomizadas tratadas com 10ug de E; por trés dias, foram submetidas a estresse de
contencdo por 40 minutos com administracdo previa de antalarmin ou veiculo. Fig. (A) mostra efeitos imediatos
e Fig. (B) descreve efeitos na tarde apos o estresse. Grupo Controle (n=16), Estresse (n=16), Antalarmin (Ant.)
0,1mg/kg e.v. (n=10) e Ant. 1pg i.c.v. (n=10). Dados expressos como média * erro padrdo. * indica diferengas
significativas (Fig. 4A. P<0,001. Fig. 4B. P<0,001 as 11, 15, 16 e 17h, P<0,05 as 14 e 18h) entre 0s grupos
controle e estresse. 8§ indica diferencas entre o grupo estresse e os grupos Ant. 0,1 e.v. e Ant 1 i.c.v. (P<0,001). ¥
indica diferencas entre grupo Ant. 1 i.c.v. com o grupo Ant. 0,1 e.v. (P<0,05).



4.3. Prolactina

Na figura 5A, observam-se os niveis plasmaticos de prolactina (ng/ml) em coleta
seriada até as 1400h. A comparacao entre 0s grupos controle e estresse revelou diferengas
significativas nos fatores estresse [F(1,223)=43,252 P<0,001], no fator tempo
[F(6,223)=84,149 P<0,001], assim como também houve interacdo entre eles
[F(6,223)=30,178 P<0,001]. O pos-teste indicou que a diminuicdo de prolactina as 1300 e
1400h no grupo estresse foi significativa quando comparado com o grupo controle. A analise
entre 0s grupos com antalarmin e grupo estresse, revelou que existem diferengas nos fatores
antalarmin [F(2,258)=16,689 P<0,001], tempo [F(6,258)=68,396 P<0,001], e assim mesmo,
houve interacdo entre eles [F(12,258)=16,998 P<0,001]. As comparacfes multiplas feitas pelo
teste SNK mostraram que o grupo Ant. 0,1 e.v. teve concentracdes de prolactina maiores as
1300 e 1400h quando comparadas com 0s grupos Ant. 1 i.C.v. e grupo estresse.

Na figura 5B, observam-se os niveis plasmaticos de prolactina (ng/ml) em coleta seriada
até as 1800h. A analise realizada entre 0os grupos controle e estresse revelou diferengas
significativas no fator tempo [F(6,223)=89,375 P<0,001], mas ndo no fator estresse
[F(1,223)=3,787 P=,061], porém houve interacdo entre estes fatores [F(6,223)=18,951
P<0,001]. O pos-teste evidenciou que o grupo estresse as 1400h teve uma diminuicdo da
concentracdo de prolactina seguida de um aumento as 1600, 1700, e 1800h quando
comparadas com o controle. A analise entre 0s grupos com antalarmin e com estresse, revelou
que existem diferencas nos fatores antalarmin [F(2,279)=39,038 P<0,001], tempo
[F(6,279)=108,803 P<0,001], e assim mesmo, houve interacdo entre eles [F(12,279)=16,641
P<0,001]. As compara¢des multiplas revelaram que o grupo Ant. 0,1 e.v. teve concentracoes
aumentadas de prolactina as 1400h quando comparadas com o grupo estresse e Ant. 1i.c.v. O
grupo Ant. 1 i.c.v. teve concentragdes menores as 1500, 1600, 1700 e 1800h de prolactina,

comparadas com o0s grupos Ant. 0,1 e.v. e estresse. O grupo estresse teve aumento



significativo nos niveis do hormdnio as 1600, 1700 e 1800h quando comparado com 0s

grupos Ant. 0,1e.v., e Ant. 1 i.c.v.
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Figura 5. Efeitos do estresse de contengdo e antalarmin sobre a secre¢do de prolactina (ng/ml) em ratas tratadas
com estrogeno (E,). Ratas ovariectomizadas tratadas com 10ug de E, por trés dias, foram submetidas a estresse
de contencdo por 40 minutos com administracdo previa de antalarmin ou veiculo. Fig. (A) mostra efeitos
imediatos e Fig. (B) descreve efeitos na tarde ap6s o estresse. Grupo Controle (n=16), Estresse (n=16),
Antalarmin (Ant.) 0,Amg/kg e.v. (n=10), e Ant. 1ug i.c.v. (n=14). Dados expressos como média * erro padrdo. *
indica diferencas significativas (P<0,001) entre os grupos controle e estresse. 8§ indica diferencas (P<0,001) entre
o0 grupo Ant. 0,1 e.v. e estresse e Ant. 1 i.c.v. T representa diferenca (P<0,001) entre o grupo Ant. 1 i.c.v. e 0s
grupos Ant. 0,1 e.v., e estresse. # indica diferenca (P<0,001) entre o grupo estresse e os grupos Ant. 0,1, e.v e
Ant.li.c.v.



4.4. Progesterona

Na figura 6A, observam-se as concentraces plasmaticas de progesterona (ng/ml) em
coleta seriada até as 1400h. A comparagdo entre os grupos controle e estresse revelou
diferencas significativas para o fator tempo [F(6,223)=13,946 P<0,001], mas ndo para o fator
estresse [F(1,223)=7,351 P=0,011], e ndo houve interacdo entre eles [F(6,223)=0,722
P=0,632]. O pds-teste revelou que as concentracbes de progesterona no grupo estresse foram
significativamente maiores as 1100, 1115, 1130 e 1200h quando comparadas com 0 grupo
controle. A comparagdo entre 0s grupos com antalarmin e estresse mostrou que existem
diferencas significativas para os fatores antalarmin [F(2,258)=14,547 P<0,001] e tempo
[F(6,258)=15,098 P<0,001], assim como para interacdo destes fatores [F(12,258)=3,664
P<0,001]. O pos-teste mostrou que as concentragcbes do hormonio no grupo estresse foram
maiores as 1115, 1130, 1200 e 1300h quando comparadas com 0s grupos com antalarmin.

Na figura 6B, observam-se as concentracdes plasmaticas de progesterona (ng/ml) em
coleta seriada até as 1800h. A comparagdo entre os grupos controle e estresse revelou
diferencas significativas para o fator tempo [F(6,223)=20,146 P<0,001], mas ndo para o fator
estresse [F(1,223)=2,309 P=0,139], e ndo houve interacdo destes fatores [F(6,223)=1,299
P=0,260]. O pbs-teste revelou que as concentragfes de progesterona foram significativamente
maiores no grupo estresse que no grupo controle as 1100h. A comparagdo entre 0S grupos
com antalarmin e estresse mostrou diferencas para o fator tempo [F(6,279)=33,631 P<0,001],
mas ndo para o fator antalarmin [F(2,279)=1,970 P=0,154], e também ndo houve interacéo
destes fatores [F(12,279)=1,567 P=0,103]. O teste de compara¢des multiplas evidenciou que
as concentra¢fes do hormonio no grupo estresse foram maiores as 1100h quando comparadas

com as dos grupos com antalarmin.
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Figura 6. Efeitos do estresse de contencdo e antalarmin sobre a secrecdo de progesterona (ng/ml) em ratas
tratadas com estrogeno (E,). Ratas ovariectomizadas tratadas com 10ug de E, por trés dias, foram submetidas a
estresse de contencdo por 40 minutos com administracdo previa de antalarmin ou veiculo. Fig. (A) mostra efeitos
imediatos e Fig. (B) descreve efeitos na tarde apds o estresse. Grupo Controle (n=16), Estresse (n=16),
Antalarmin (Ant.) 0,1mg/kg e.v. (n=10), e Ant. 1pg i.c.v. (n=14). Dados expressos como média + erro padrdo. *
indica diferencas significativas (P<0,05) entre os grupos controle e estresse. § indica diferengas (Fig. 6A P<0,05
as 11:15 e 13h. P<0,001 as 11:30 e 12h. Fig. 6B P<0,05) entre 0 grupo estresse e 0s grupos com antalarmin.



4.5. Hormonio Foliculo Estimulante

Na figura 7A, observam-se as concentracdes plasmaticas de FSH (ng/ml) em coleta
seriada até as 1400h. A comparacgdo entre os grupos controle e estresse nao revelou diferenca
significativa para o fator estresse [F(1,230)=0,0009 P=0,976] nem para o fator tempo
[F(6,230)=1,001 P=0,426], assim como para interacdo deles [F(6,230)=1,459 P=0,194]. A
comparacdo com 0s grupos antalarmin e grupo estresse, a analise estatistica mostrou que
também ndo houve diferencgas para os fatores antalarmin [F(2,258)=1,664 P=0,204] e tempo
[F(6,258)=1,445 P=0,199], nem para interacdo destes fatores [F(12,258)=1,624 P=0,087].

A figura 7B mostra as concentracdes plasmaticas de FSH (ng/ml) em coleta seriada até
as 1800h. A comparacgdo entre 0s grupos controle e estresse revelou diferenca significativa
para os fatores estresse [F(1,223)=13,764 P<0,001] e tempo [F(6,223)=5,339 P<0,001] assim
como para interacdo destes fatores [F(6,223)=4,890 P<0,001]. O aumento na concentracao de
FSH no grupo controle as 1700h foi significativo quando comparado com o grupo estresse. A
analise entre os grupos com antalarmin e o grupo estresse mostrou diferenca significativa para
o fator tempo [F(6,279)=5,003 P<0,001], mas ndo para fator antalarmin [F(2,279)=1,335
P=0,275], nem para interagdo deles [F(12,279)=1,046 P=0,408]. O pbs-teste evidenciou que
as concentracGes de FSH nos grupos Ant. 0,1 e.v. e Ant. 1 i.c.v. as 1700h foram maiores

guando comparadas com 0 grupo estresse.
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Figura 7. Efeitos do estresse de contencdo e antalarmin sobre a secre¢do de FSH (ng/ml) em ratas tratadas com
estrogeno (E,). Ratas ovariectomizadas tratadas com 10ug de E; por trés dias, foram submetidas a estresse de
contencédo por 40 minutos com administracdo previa de antalarmin ou veiculo. Fig. (A) mostra efeitos imediatos
e Fig. (B) descreve efeitos na tarde apds o estresse. Grupo Controle (n=16), Estresse (n=16), Antalarmin (Ant.)
0,1mg/kg e.v. (n=10), Ant. 1ug i.c.v. (n=14). Dados expressos como média * erro padrdo.* indica diferengas
significativas (P<0,001) entre os grupos controle e estresse. # indica diferengas entre os grupos Ant. 0,1 e.v. Ant.
li.c.v. e estresse (P<0,05).



5. Discusséo
5.1. Corticosterona

O estresse por contencdo durante 40 minutos ativou o eixo HPA, como pode ser
verificado pela elevacdo da concentracdo plasmatica de B, seguida pela diminuicdo gradual e
sustentada durante 4 horas. Trabalhos na literatura usando ratas ovariectomizadas com
reposi¢cdo hormonal e submetidas a estresse de contengdo mostram concentra¢des de B basais
e pos-estresse semelhantes as obtidas em nossos grupos experimentais (KAM et al., 2000;
FIGUEIREDO et al., 2007).

A administragdo aguda de antalarmin em ratas fémeas tratadas com estradiol atenuou a
resposta do eixo HPA ao estresse, observada na diminuicdo da secrecdo de B. O CRH
estimula a liberagdo de ACTH in vivo e in vitro. Estas agdes séo bloqueadas pelo antagonista
CRHg.4; a-helical e também por imunoneutralizacdo com anticorpos policlonais ou
monoclonais. Além disso, a administracdo i.c.v. de CRH estimula o eixo HPA. A prova que o
CRH € o principal coordenador na ativacdo do eixo HPA em resposta ao estresse provem de
resultados que mostram a inibicdo quase total da atividade hipdfise-adrenal a uma serie de
estressores apos a administracdo de antisoro CRH (OWENS; NEMEROFF, 1991).

O CRH age através dos receptores CRH-R; e CRH-R,. Estudos em camundongos
knockout para CRH-R1, CRH-R; ou para ambos, mostram que a participacdo na fase aguda da
resposta ao estresse € principalmente mediada pelo receptor CRH-R;. O CRH-R; estaria
envolvido na delimitacdo da magnitude desta resposta (SMITH et al., 1998; BALE et al.,
2002).

O antagonismo farmacologico do receptor CRH-R; inibe in vitro e in vivo a secrecao de
ACTH em resposta ao CRH (WEBSTER et al., 1996; SCHULZ et al., 1996). Nossos

resultados demonstram que a administracdo de antalarmin reduziu significativamente, mas



ndo inibiu completamente a resposta do eixo HPA, ratificando assim o envolvimento dos
receptores CRH-R; no estresse.

Na literatura, outros pesquisadores mostram efeitos semelhantes. Resultados em
roedores avaliando a interacdo de estresse por contencdo (2h por dia por 4 dias) e 0 consumo
de alcool, mostraram que a administracdo prévia de antalarmin (20mg/kg i.p) diminuiu
significativamente a secrecdo de B (YANG et al., 2008). Tal redugdo também foi verificada
em animais submetidos ao teste no labirinto em cruz elevado (MYERS et al., 2005). Da
mesma maneira, a inje¢do i.c.v. de antalarmin atenuou o incremento de B induzido pela
administracdo de Neuromedina S (neuropeptideo que ativa o eixo HPA) (JASZBERENY!I et
al., 2007). Em modelos experimentais usando primatas ndo humanos, observou-se que diante
0 estresse de isolamento ou o paradigma de intrusdo, a administragdo de antalarmin diminuiu
a atividade do eixo HPA, avaliada pela concentracdo de cortisol (HABIB et al., 2000;
FRENCH et al., 2007).

Por outro lado, o aumento da concentracdo de B induzido pela administracdo de
yohimbina (MARINELLI et al., 2007) (antagonista adrenérgico a2, usado como estressor
farmacoldgico) ou de lipopolisacarideo (estresse imunoldgico), ndo foi alterado pela injecéo
prévia de antalarmin (AGELAKI et al., 2002; KOHMAN et al., 2007). A imobilizacdo por 30
minutos apos o uso crénico de antalarmin por 1 ou 8 semanas (WONG et al., 1999) ndo altera
as concentracdes de B, efeito também observado com a utilizacdo de eletrochoques
(BORNSTEIN et al., 1998).

Estas diferencas nos efeitos de antalarmin sobre a secre¢do de B podem ser devidas a
natureza do estimulo estressor aplicado, a dose usada da droga, e especialmente ao tempo de
administracdo de antalarmin. O efeito agudo, mas n&o cronico pode ser explicado por
tolerdncia farmacoldgica de antalarmin proposta por Broadbear et al. (2002). Alteracdes

histoldgicas na glandula adrenal (diminuicdo na largura adrenocortical e aumento de apoptose



no cortex) depois da administracdo prolongada de antalarmin afetariam também a secrecédo de
B (BORNSTEIN et al., 1998). Finalmente, € possivel que o antagonismo crénico dos
receptores CRH-R; aumente indiretamente a atividade dos receptores CRH-R; na resposta ao
estresse. A presenca de concentracGes menores de ACTH e B em camundongos sem CRH-R;
e CRH-R,, comparada com a auséncia s6 de CRH-R; ou CRH-R,, suportaria esta idéia
(BALE et al., 2002).

O estresse de imobilizacdo evoca respostas fisiologicas e comportamentais variadas por
ativacdo dos sistemas motor, autonémico e do eixo HPA. Informagé&o proveniente de imuno-
histoquimica com FOS indica os diversos grupos neuronais envolvidos nesta resposta.
InformagOes provenientes de mecano-nociceptores ativam circuitos medulares curtos
envolvidos na ativacdo do sistema simpatico. Os circuitos longos envolvem sinais
viscerossensoriais através dos nervos vago e glossofaringeo que fazem sinapse no ndcleo do
trato solitario (NTS) e relés em nucleos pontinos ou projetam-se diretamente para estruturas
prosencefalicas (hipotdlamo, sistema limbico) (PACAK; PALKOVITS, 2001).

A informacdo somatossensorial proveniente de neurdnios de primeira ordem através do
corno dorsal da medula espinal propaga-se por varios tratos que alcangam o tronco encefalico
(neurdnios noradrenérgicos Al, A2, A5, A6 -LC- e A7), tdlamo (nucleos da linea media),
hipotdlamo (especialmente células localizadas na regido parvocelular do PVN em sua maioria
co-localizadas com neurdnios CRH), cortex (somatossensorial) e sistema limbico (ndcleo
amigdaldide central e medial, coértex piriforme, cingulato e entorrinal) (PACAK;
PALKOVITS, 2001).

Hé& expressdo maior de RNAm para CRH-R; no encéfalo do que em tecidos periféricos,
com destaque para distribuicdo em neurdnios parvocelulares do PVN, em nucleos
somatossensoriais do tronco encefalico, na adeno-hipofise e em glandulas adrenais (VAN et

al., 2000) locais onde o0 antagonista antalarmin pode atuar para reduzir a resposta estressora.



Por conseguinte, o efeito atenuador mais intenso de antalarmin e.v. sobre a secre¢do de B.
(Figura 3A) pode ser ao blogueio mais amplo em estruturas centrais e periféricas, que néo
teriam sido atingidas pela administracao i.c.v.

5.2. Gonadotrofinas

O estresse deflagrou incremento subito e sustentado durante 3 horas das concentracdes
plasméticas de LH, que foi significativamente reduzido pela administracdo do antagonista
CRH-R; antalarmin (figura 4A).

Os efeitos do estresse sobre a secrecdo de LH dependem principalmente do tempo do
estresse e da presenca ou ndo de condi¢do hormonal que os facilitem. Assim, o estresse
cronico em geral é inibidor sobre o eixo HPG. Porém, os efeitos do estresse agudo ndo estdo
totalmente esclarecidos, observando-se respostas inibidoras e facilitadoras dependendo do
modelo de estresse utilizado e especialmente da presenca de estrégeno (RIVIER; RIVEST,
1991; BRANN; MAHESH, 1991).

No presente modelo de estresse agudo associado a terapia hormonal substitutiva,
observarmos um aumento rapido, de magnitude grande e de duracdo significativa na secrecao
de LH em resposta a contencao por 40 minutos. Estes resultados estdo em concordancia com
trabalhos na literatura. Em ratas estrogenizadas a secre¢do de LH aumentou apds o estresse de
contencdo (BRISKI; SYLVESTER, 1988), efeito também observado em machos submetidos
a contencdo, a inalacdo de éter ou a hemorragia (KRULICH et al., 1974). O estresse
imunolégico em macacas estrogenizadas estimulou significativamente a secrecdo de LH
(XIAO et al., 1994). Em mulheres menopausadas que receberam reposi¢ao estrogénica, a
administracdo de endotoxina desencadeou um aumento significativo na secrecdo de LH
(PUDER et al., 2000).

Existem pelo menos dois mecanismos ndo excludentes, plausiveis para explicar este

incremento de LH. O primeiro enfoca-se na importancia da atividade do sistema



noradrenérgico na resposta ao estresse. Barraclough e Sawyer (1957) observaram que
antagonistas a—adrenérgicos blogueavam a ovulagdo em coelhas. Desde entéo, a acdo da NA
como reguladora da secrecdo de LH tem sido estudada. Os mecanismos pelos quais a NA
altera a secrecdo de LH envolvem possiveis acGes diretas e/ou indiretas em neurénios GnRH
(DOBSON et al., 2003). Neurbénios GnRH estdo distribuidos no continuum septal-predptico-
hipotaldmico, nas proximidades dos quais encontram-se fibras noradrenérgicas (HERBISON,
1997), que se originam essencialmente nos grupos celulares A; e A, (WRIGHT; JENNES,
1993).

Estudos com neurdnios GnRH in vitro revelaram a existéncia de duas populacdes de
células que respondem diferentemente a infusdo micromolar de NA. Uma é excitada (pelo
envolvimento de receptores o) € a outra inibida (pelo envolvimento receptores ) pela NA,
mas a excitabilidade acontece somente na presenca de estrogeno (TALEISNIK; SAWYER,
1986; CONDON; RONNEKLEIV; KELLY, 1989). Assim, o estrégeno possivelmente
aumenta a afinidade dos receptores a; de neurdnios GnRH a NA para aumentar a secre¢ao de
LH durante estresse agudo (ETGEN; UNGAR; PETITTI, 1992).

O segundo mecanismo envolve a acdo de progesterona na liberacdo de LH. A
progesterona parece participar da resposta do eixo HPG ao estresse, uma vez que em
mulheres, a ativacdo do eixo HPA pelo ACTH ou a aplicacdo de estresse inflamatério por
endotoxina causa aumento de sua secre¢do (JUDD et al., 1992; PUDER et al., 2000). A
participacdo da progesterona na secrecdo de LH em resposta ao estresse é reforcada pelos
trabalhos de Xiao (XIAO et al., 1994; XIAO et al., 1996). Eles mostraram que o aumento da
liberacdo de LH causado pela administracdo de IL-1a (estresse imune), acompanhado por
aumento significativo das concentracdes de progesterona, foi blogueado por RU-486, um

antagonista de progesterona.



Qual seria a relagdo de antalarmin com esses mecanismos para reduzir o pico de
secrecao de LH induzido pelo estresse?. O LC constituido em quase sua totalidade por corpos
celulares noradrenérgicos (FOOTE; BLOOM; STON-JONES, 1983) representa a principal
fonte de NA do cérebro (SAWCHENKO; SWANSON, 1981), é altamente responsivo ao
estresse (CONTI et al., 1997), exerce acdo importante no pico de secrecdo de LH
(ANSELMO-FRANCI et al., 1997), e tem conexdes excitatorias reciprocas com o PVN
(STRATAKIS; CHROUSQS, 1995). Por outro lado, a injecdo de NA no hipotalamo libera
CRH (CALOGERO et al., 1988), o antagonismo com CRHg.s; a—helical previne a ativagédo
do LC (VALENTINO; PAGE; CURTIS, 1991) e existem receptores CRH-R; no LC
(SAUVAGE; STECKLER, 2001). Assim, é possivel que antalarmin ao bloquear os receptores
CRH-R; no LC atenue a cascata de eventos para incrementar a secrecao de LH, como
observou-se em nossos experimentos. Esta possibilidade é reforcada por trabalho recente
(REYES; VALENTINO; VAN BOCKSTAELE, 2008), no qual o incremento da
internalizacdo dos receptores CRH no LC causado pelo estresse de nado for¢ado foi atenuado
pelo tratamento prévio com antalarmin. Essa internalizacdo € um mecanismo importante para
regular a sensibilidade do sistema noradrenérgico-LC a outros estressores.

N&o se pode descartar também o efeito do antagonista de CRH-R; exercido na secrecao
de progesterona, que tem acdo estimuladora da secre¢do de LH no estresse, como descrito
anteriormente.

A elevacdo significativa da secrecdo de LH entre 15 e 17 horas nas ratas
ovariectomizadas e estrogenizadas (Fig 4B) ndo ocorreu em ratas nas mesmas condicgdes, que
foram submetidas ao estresse. No entanto as 18 horas ocorreu uma inversdo, o primeiro grupo
apresenta uma diminuicdo significativa enquanto o grupo submetido ao estresse apresenta
uma elevacdo significativa da concentracdo de LH. Outros autores mostraram que o pico de

secrecdo de LH em ratas ovariectomizadas com terapia hormonal substitutiva (KAM et al.,



2000) ou em proestro (ROOZENDAAL et al., 1995) pode ser abolido por estresse de
contencdo durante 5 a 11h, e também estressores agudos aplicados em ovelhas atrasam e até
abolem o pico de secre¢do de LH (DOBSON et al., 2003). Nossos dados indicam que 0
estresse pode ndo estar abolindo o pico de secrecdo de LH induzido por estr6geno, mas sim
retardando sua ocorréncia. A conclusdo de que houve abolicdo do pico ao invés de retardo
pode atribuida a janela de tempo em que se realizou o protocolo experimental, em nosso caso
extendida até horas.

Tanto o CRH quanto os glicocorticoides tem sido envolvidos na inibicao da secrecéo de
LH pelo estresse. A injec¢do i.c.v. de CRH inibe a liberagcdo de LH em ratas ovariectomizadas
(RIVIER; VALE, 1984) e estudos in vitro descrevem agéo inibidora de CRH sobre neur6nios
GnRH de maneira dose dependente (GAMBACCIANI; YEN; RASMUSSEN, 1986). Por
outro lado, a administracdo do antagonista de CRHg.4; a-helical em machos submetidos a
eletrochoques, reverte a acdo inibidora do estresse sobre LH (RIVIER; RIVIER; VALE,
1986). Existem conexdes sinapticas diretas de neurdnios CRH em neurénios GnRH, na area
pré-6ptica medial (MACLUSKY; NAFTOLIN; LERANTH, 1988; DUDAS;
MERCHENTHALER, 2002), para exercer um acdo inibidora do CRH sobre o GnRH
(RIVEST; PLOTSKY; RIVIER, 1993). Nossos resultados mostraram que o efeito do estresse
sobre a secrecdo de LH (aumentada entre 11 e 14h e as 18h, Fig 4B) foi bloqueado por
antalarmin, entre 11 e 14 horas, independente da via de administracdo e as 18h quando
utilizada a via i.c.v. A administracdo por via e.v. reduziu significativamente, mas nédo aboliu
completamente o efeito do estresse, indicando que a resposta poderia ser em parte devida a
outros mecanismos, talvez envolvendo receptores CRH-R; (que ndo foram blogueados).

Esta possivel dualidade de ac6es dos receptores CRH sobre a secrecdo de LH indicada
neste trabalho também foi reportada por LI et al. (2006), que analisaram a pulsatilidade da

secrecdo de LH em ratas ovariectomizadas com reposicdo hormonal, submetidas a estresse



agudo (hipoglicemia, imune ou contencdo) com administracdo prévia de antagonistas
especificos para CRH-R; e para CRH-R,. Estes autores verificaram que qualquer estresse
diminuiu a pulsatilidade de LH porém, somente o antagonista CHR-R; reverteu este efeito nos
trés tipos de estresse, enquanto o antagonista CRH-R; agiu somente no estresse de contencao,
causando reducéo de efeitos. Portanto, os resultados demonstram que o0 aumento imediato de
secrecdo de LH em resposta ao estresse (verificado a partir das 11h) seria mediado pelos
receptores CRH-R;, enquanto o retardo no pico de LH (para as 18h) provavelmente seria
mediado em parte pelos receptores CRH-R;, em parte pelos receptores CRH-R..

N&o se pode descartar que o efeito inibidor do estresse sobre a secrecdo de LH seja
mediado também por outros fatores além do CRH. Em camundongos deficientes em CRH,
ocorreu inibicdo do pico de LH em resposta ao estresse, indicando a participagdo de outros
mediadores, que talvez sejam as citoquinas, AVP, opidides endogenos (JEONG et al., 1999)
ou GABA (MITCHELL et al., 2005). Efeito inibidor direto dos glicocorticéides - diminuindo
a resposta da adenohipofise pelo GnRH (BREEN; KARSCH, 2004)- tem sido demonstrado
em ratos (MCGIVERN; REDEI, 1994), e em mulheres injetadas com hidrocortisona
(SAKETOS; SHARMA; SANTORO, 1993). A prolactina no SNC também possui acoes
indiretas (incrementando CRH, catecolaminas ou opidides) (KOQY et al., 1990; CALOGERO
etal., 1994) e diretas inibindo a secre¢do de LH (GRATTAN et al., 2007).

Como pode ser visto na figura 7A, as concentragcdes plasmaticas de FSH ndo mudaram
em nenhum dos grupos estudados entre 11 e 14 horas. Trabalhos utilizando ratos (fémeas e
machos) submetidos a diferentes tipos de paradigmas de estresse, mostraram incremento
(KRULICH et al., 1974; TACHE et al., 1978), diminui¢cdo (RUISSEAU et al., 1978) ou na
maioria dos casos, ndo alteracdo das concentracdes plasmaticas de FSH em resposta ao

estresse (TURPEN; JOHNSON; DUNN, 1976; DU et al., 1979).



Nossos resultados mostram que a secrecdo de LH foi alterada significativamente pelo
estressor, enquanto a secrecdo de FSH permaneceu inalterada, o que evidencia uma
dissociagdo no controle da secrecdo de gonadotrofinas, provavelmente por alteracdo na
retroalimentacdo pelos estrogenos (RAMIREZ; SAWYER, 1974) e/ou por envolvimento de
fato diferenciado de controle para FSH (MCCANN et al., 1983). Existem resultados
demonstrando que tanto o LH e o FSH respondem aos mesmos estimulos, porém a magnitude
de respostas varia, devido a sensibilidade menor da secrecdo FSH ao GnRH (KRULICH et al.,
1974). Acéo prolongada do GnRH seria requerida para a secre¢do de FSH, enquanto um breve
pulso é suficiente para estimular a secrecdo de LH (LIBERTUN; ORIAS; MCCANN, 1974).

Por outro lado, o pico de secrecdo de FSH induzido pelo estrégeno, observado a tarde,
por volta das 17 horas (figura 7B) foi inibido pelo estresse. Esta resposta foi revertida
parcialmente por antalarmin. Esta inibi¢do pelo estresse também aconteceu com a secrecdo de
LH, indicando que neste caso 0s mecanismos de inibicdo poderiam ser compartilhados.
Injecdes de CRH em doses de 5 e 10ug i.c.v. a ratas em proestro inibem significativamente a
secre¢do de FSH e LH, mostrando o envolvimento do CRH na acdo inibidora
(ROOZENDAAL et al., 1996).

Como observado na figura 7B, as doses de 0,1mg/kg e.v. e 1ug i.c.v. de antalarmin
atenuaram parcialmente o efeito inibidor do estresse sobre o pico de FSH. Estes resultados
estdo em concordancia com os efeitos ja analisados previamente do antagonista CHR-R;
sobre a inibicdo do pico de LH. Assim, os receptores CRH-R; poderiam estar mais envolvidos
na resposta inibidora do CRH sobre a secrecéo de gonadotrofinas (LI et al., 2006).

5.3. Prolactina

As concentracdes de prolactina imediatamente ap6s o estresse de imobilizacdo ndo

foram alteradas (figura 5). A secrecdo de prolactina é muito susceptivel a situacdo de estresse.

Estimulos isolados de curta duragdo desencadeiam uma resposta secretora instantanea e as



concentracfes plasmaticas podem aumentar entre 4 a 5 vezes em 2 minutos e em média
podem chegar até 250% dos valores basais. Esta resposta é de curta duracdo e as
concentragOes retornam aos valores basais dentro de 30 minutos ou menos (KRULICH et al.,
1974; TURPEN; JOHNSON; DUNN, 1976; POLETINI et al., 2006). Tal resposta ndo pode
ser verificada neste modelo experimental, pois as coletas de sangue ocorreram apds o término
dos 40 minutos do estresse por contencdo, quando pela descricdo da literatura as
concentracOes plasmaticas ja teriam retornado a valores basais.

A concentragdo plasmatica de prolactina aumentou em ratas ovariectomizadas tratadas
com estrogeno, na tarde do dia do experimento, a partir de 13 horas e manteve-se elevada até
18 horas. H& na literatura descricdo do aumento da secrecdo de prolactina na tarde de
proestro, dependente do estrégeno liberado durante o desenvolvimento folicular, assim como
em ratas ovariectomizadas submetidas a reposicdo com estrégeno, modelo que utilizamos
(CHEN; MEITES, 1970). Varias regides do sistema nervoso central estdo envolvidas na
regulacdo do pico de prolactina induzido por estrégeno, entre as quais destacam-se, o LC
(POLETINI et al., 2004), nacleo supraquiasmatico (PALM et al., 2001), nicleos
hipotalamicos ventromedial e dorsomedial, amigdala corticomedial (PETERS; GALA, 1980),
e especialmente a area pré-Optica medial, onde a injecdo de estrdgeno mantém a secrecao
elevada de prolactina (PAN; GALA, 1985)

O estresse retardou o efeito estimulador do estrogeno sobre a secrecdo de prolactina e
este efeito foi revertido pela administracdo e.v. de antalarmin. Este atraso pode ser devido a
um aumento da atividade dopaminérgica e/ou incremento na secre¢do de B. A adrenalectomia
aumenta a liberagdo de prolactina em resposta ao estresse, enquanto a reposicdo com
corticoides atenua essa liberacdo (YELVINGTON; WEISS; RATNER, 1984). A injecdo de
pimozide, antagonista dopaminérgico, incrementa a secrecdo de prolactina e impede

completamente a diminuicdo induzida pelo estresse de contengdo (GALA; HAISENLEDER,



1986). Kam et al. (2000), mostraram que o tratamento com estrogeno reduz o RNAm para
receptores dopaminérgicos D, na adeno-hipofise de ratas ovariectomizadas e essa resposta é
revertida pelo estresse. Este conjunto de resultados sugere que o incremento na secrecdo de
dopamina poderia mediar o atraso da secre¢do de prolactina induzida pelo estresse
(MOREHEAD; LOOKINGLAND; GALA, 1990).

Existem dados mostrando envolvimento dos receptores CRH-R; no sistema
dopaminérgico. O aumento de expressdo dos receptores dopaminérgicos D, e D3, no ndcleo
acumbens de ratos, causado pelo estresse por isolamento social, foi bloqueado pelo tratamento
prévio com antalarmin por 10 dias (DJOUMA et al., 2006). Assim, o tratamento com este
antagonista preveniu o incremento destes receptores causado pelo isolamento social. Da
mesma maneira, usando administragdo cronica de antalarmin em modelos de abuso de
substancias, observaram up-regulation na expressdo dos receptores D, e aumento do RNAmM
para tiroxina hidroxilase (enzima chave na sintese de dopamina) na substancia negra (pars
compacta) e na area tegmental ventral, assim como diminui¢do das terminais sinapticas nos
ganglios da base e complexo amigdaloide (LAWRENCE et al., 2005). Os nossos resultados
sustentam por primeira vez a possibilidade de que em situacdes de estresse o receptor CRH-
R, tenha um efeito no retardo do pico de prolactina induzido por estrégeno.

Como observa-se na figura 5, as concentragdes plasmaticas de prolactina no grupo que
recebeu antalarmin i.c.v. em dose referida na literatura (ZORRILLA et al., 2002a) foram
menores do que 0 grupo que recebeu antalarmin e.v. Isto indica que os receptores CRH-R;
centrais exercem um efeito inibidor maior sobre a prolactina que os expressos fora da barreira
hematoencefélica.

5.4. Progesterona
Em ratas ovariectomizadas ndo submetidas ao estresse observamos um pico de secre¢édo

de progesterona as 11 horas (Figura 6). Houve aumento significativo dessa secrecdo quando



as ratas foram submetidas ao estresse e essa resposta foi revertida pela administracdo previa
de antalarmin.

A progesterona tem acdo indispensavel no processo reprodutivo. Suas agfes inibidoras
(usada como contraceptivo) e facilitadoras (usada no tratamento para infertilidade) geram
conflitos e mal-entendidos na literatura cientifica (ZALANYI, 2001). No entanto, parece
haver concordancia sobre os efeitos do estresse na secrecdo desse horménio. Trabalhos em
animais e humanos mostram claramente incremento das concentracdes plasmaticas com
diferentes tipos de estresses, como observado também em nossos resultados com estresse por
contencdo. Por exemplo, a secrecdo de progesterona aumenta em mulheres, ap0s estresse
inflamatorio por endotoxina (XIAO et al., 1994), ou em ratos machos expostos a contencdo
(JAROENPORN et al.,, 2007), ao estresse metabdlico (ELMAN; BREIER, 1997), a
deprivacdo de sono ou eletrochoques (ANDERSEN et al., 2004) ou em ratas fémeas em
proestro expostas a inalacdo de éter (DEIS; LEGUIZAMON; JAHN, 1989).

H& concordancia também que a adrenal seja a origem principal da progesterona
secretada em resposta ao estresse, via ativacdo eixo HPA e estimulacdo do cértice adrenal
pelo ACTH (HOLZBAUER; NEWPORT, 1967; FEDER; RUF, 1969; RESKO, 1969;
ANDERSEN et al., 2004).

Em suma, o pico de secrecdo de progesterona que observamos por volta de 11 horas €
de origem adrenal, ndo foi alterado por antalarmin, indicando que o envolvimento do CRH
neste caso nao estaria envolvendo receptores CRH-R;. O estresse amplifica o pico de secre¢éo
de progesterona e esta amplificagdo sim, seria mediada por acdo de CRH em receptores CRH-

Ri.



5.5. Conclusdes
O estresse por imobilizacdo ativou o eixo HPA e esta resposta foi reduzida por
antalarmin. Houve aumento imediato com antecipacdo do pico de secrecdo de LH e esta
alteracdo foi revertida na maior parte por antalarmin. O incremento e retardo do pico de
secrecdo de prolactina provocados pelo estresse foram revertidos pelo antagonista CRH-R;.
Assim, este trabalho mostrou que alteracdes induzidas por estresse de contengdo no eixo
HPA, no eixo HPG e no sistema de controle da secrecédo de prolactina, podem ser pelo menos
em parte mediadas por ac6es de CRH em receptores CRH-R;.
5.6. Perspectivas
Os resultados obtidos neste trabalho sobre a interagdo dos eixos HPA e HPG em
condigdes de estresse, particularmente os efeitos da atenuagdo do aumento da secrecéo de B,
prolactina e LH a contencdo animal observados pela administracdo de antalarmin, incentiva o
estudo dos possiveis locais onde o antagonismo estaria ocorrendo, as vias usadas, a

neuromodulacgdo envolvida, e descobrir a participagdo de outros receptores além dos CHR-R;.
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