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RESUMO

LEITAO, S.G.R. Efeitos do sistema canabindide endégeno sobre a sec  recéo
hormonal, ativacdo neuronal e expressdo de RNA mens  ageiro em resposta a

expansao isotdénica e hipertdnica do volume extracel ular. 2010. 120 f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séao Paulo,

2010.

O sistema endocanabindide é composto por mediadores que participam de inUmeras
respostas homeostaticas e neuroenddcrinas, dentre elas a modulacdo do sistema
hipotalamico magnocelular. Diversas evidéncias sugerem que a grande maioria dos
efeitos centrais produzidos por estas substancias sejam mediados pela ativacédo do
receptor CB;. Portanto, o presente estudo visou avaliar os efeitos da administracao
de anandamida (AEA, 100ng/4ul, i.c.v.), um dos principais agonistas endégenos do
sistema canabindide, ou de rimonabanto (10mg/kg, p.0.), um antagonista seletivo
dos receptores CB;, sobre diversos eventos relacionados a sintese e secrecao de
ocitocina (OT) e vasopressina (AVP) induzidas pelo estimulo de expansédo do
volume extracelular (EVEC). Nosso trabalho mostrou que a EVEC hipertonica (NaCl
0.3M, 2ml/100g p.c., e.v.) promoveu um aumento nas concentra¢des plasmaticas de
AVP e OT, além de aumentar o numero de neurdnios magnocelulares duplamente
marcados para c-Fos/OT e c-Fos/AVP, bem como a expressdo de RNA mensageiro
(RNAmM) de AVP e OT nos nucleos supra-6ptico (NSO) e paraventricular (NPV) do
hipotalamo. Ao contrario disso, a EVEC isoténica (NaCl 0.15M, 2ml/100g p.c., e.v.)
estimulou a secrecdo de OT e diminuiu as concentracdes plasmaticas de AVP,

produzindo efeitos correspondentes no numero de neurdnios ocitocinérgicos e



vasopressinérgicos ativados e na expressdao de RNAm para OT e AVP nestes
nacleos. O pré-tratamento com AEA reduziu significativamente a secrecdo de OT
induzida pela EVEC hipertbnica, porém nao alterou as concentracdes plasmaticas
de AVP, tampouco o numero de neurdnios magnocelulares ativados e a expressao
de RNAmM em resposta a EVEC. Por outro lado, a prévia administracdo de
rimonabanto potencializou a secrecdo hormonal de ambos os peptideos, assim
como o numero de duplas marcacdes para c-Fos/OT e c-Fos/AVP no NSO e NPV de
animais submetidos a EVEC hipertdnica. Contrariamente, a expressdo de RNAm de
AVP e OT foi inibida em animais pré-tratados com rimonabanto e submetidos a
EVEC. Considerando a participagcdo das vias glutamatérgicas na ativacdo dos
neurénios magnocelulares hipotalamicos em resposta ao aumento de volume e/ou
osmolalidade do liquido extracelular, o presente estudo mostrou ainda que tanto a
EVEC isotbnica quanto hipertbnica induziram um aumento no conteudo total de
glutamato no NPV e NSO, sendo que este efeito foi potencializado em animais pré-
tratados com AEA e inibido nos grupos que receberam previamente rimonabanto.
Além disso, os estudos que utilizaram a administracao central de AEA indicaram que
0 sistema canabindide endbégeno possa interagir, possivelmente de maneira
independente a ativacdo do receptor CB;, com a via do 6xido nitrico (NO) na
modulacdo das respostas induzidas pela EVEC. Em conjunto, estes dados sugerem
que o receptor CB; participe do controle da secrecdo e sintese hormonal induzidas
notadamente pelo estimulo hipertdnico, e que a AEA ndo seja o principal
canabindide enddgeno envolvido em tais respostas.

Palavras-chave: EVEC, neurdnios magnocelulares, AVP, OT, glutamato, NO,

RNAmM, AEA, rimonabanto.



ABSTRACT

LEITAO, S.G.R. Effects of the endocannabinoid system on the modula tion of
hormone secretion, neuronal activation and mRNA exp ression induced by
isotonic and hypertonic blood volume expansion. 2010. 120 f. Tese (Doutorado)

- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, 2010.

The endocannabinoid system includes important signaling molecules that are
involved in several homeostatic and neuroendocrine functions, including the
modulation of the hypothalamic magnocellular neurosecretory system. Several
evidences suggest that most of the central effects induced by these substances are
mediated by the activation of the CB; receptor. Therefore, this study aimed to
evaluate the effects of anandamide (AEA, 100ng/4ul, i.c.v.), one of the main
cannabinoid endogenous agonists, or rimonabant (10mg/kg, p.o.), a selective CB;
antagonist, previous administration on several events related to oxytocin (OT) and
vasopressin (AVP) synthesis and secretion in response to blood volume expansion
(BVE). Our results showed that hypertonic (H-) BVE (NaCl 0.3M, 2ml/100g b.w., e.v.)
induced an increase in AVP and OT plasma concentrations, in the number of double
labeled neurons for c-Fos/OT and c-Fos/AVP, as well as in AVP and OT mRNA
expression in the supraoptic (SON) and paraventricular (PVN) nuclei of the
hypothalamus. Conversely, isotonic (I-) BVE (NaCl 0.15M, 2ml/100g b.w., e.v.)
increased OT but decreased AVP plasma concentrations, producing similar effects
on oxytocinergic and vasopressinergic neuronal activation as well as OT and AVP
MRNA expression in these hypothalamic nuclei. Pretreatment with AEA significantly

reduced OT secretion induced by H-BVE, but did not alter AVP plasma



concentrations, vasopressinergic or oxytocinergic neuronal activation, or AVP and
OT mRNA expression induced by stimulus. On the other hand, the previous
administration of rimonabant potentiated both AVP and OT secretion, as well as the
number of double labeled neurons for c-Fos/OT and c-Fos/AVP in the SON and PVN
of animals submitted to H-BVE, although decreased AVP and OT mRNA expression
was found in the hypothalami of rimonabant pretreated groups. Concerning the
participation of glutamatergic pathways in the activation of the magnocellular
neurosecretory system induced by changes in extracellular volume and/or osmolality,
the present study also showed that both I- and H-BVE induced an increase in total
glutamate content in the PVN and SON. Interestingly, this effect was significantly
potentiated by AEA pretreatment and decreased in rimonabant pretreated groups.
Furthermore, the results obtained from central administration of AEA indicated that
the endocannabinoid system may interact, possibly in a CB; independent manner,
with nitric oxide (NO) in the modulation of BVE effects. Taken together, these data
suggest that the CB; receptor may modulate several events that contribute to the
development of appropriate responses to increased fluid volume and osmolality and
that AEA may not be directly related to most of the responses observed under these
experimental conditions.

Key words: BVE, magnocellular neurons, AVP, OT, glutamate, NO, mRNA, AEA,

rimonabant.
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INTRODUCAO



Uma caracteristica crucial ao surgimento da vida, e aperfeicoada ao longo da
evolucéo, foi a capacidade desenvolvida pelos organismos de manter em estado de
relativo equilibrio o volume e a concentracéo de eletrélitos do meio interno, definida
como homeostase hidroeletrolitica. Nesta condicdo, os liquidos e solutos
apresentam um movimento continuo e controlado entre os meios externo e interno,
assim como entre 0os subcompartimentos internos (intravascular e intersticial).
Quando alguma alteracdo de volume ou osmolalidade é detectada por sistemas
especializados (osmorreceptores, receptores de sodio, quimiorreceptores e
barorreceptores), o organismo recruta mecanismos e vias neurais seletivas para o
controle da ingestdo e excrecdo de agua e eletrdlitos, visando a adequada
manutencao das func¢des organicas.

Os osmorreceptores sdo sensores situados em estruturas estrategicamente
posicionadas em regides cerebrais desprovidas de barreira hematoencefalica. Os
chamados 6érgdos circunventriculares (OCV) compreendem a lamina terminal,
estrutura prosencefalica a qual estdo associados o 6rgao subfornicial (SFO), o 6rgao
vasculoso da lamina terminal (OVLT) e o nucleo pré-éptico mediano (MnPO), assim
como a area postrema (AP), a eminéncia mediana (EM), a regido pineal e o érgéo
subcomissural. Em presenca de hiperosmolalidade do liquido extracelular (LEC),
estas células sdo despolarizadas, o que leva a ativacdo de neurbnios localizados
nos nucleos supra-Opticos (NSO) e paraventriculares (NPV) do hipotalamo,
relacionados a secrecao de vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) (Oliet & Bourque,
1993). Além disso, recentes descobertas baseadas em estudos pioneiros tém
apontado para a existéncia de um mecanismo sodio-sensivel de controle da
osmolalidade, caracterizado pela presenca de receptores especificos para este ion

no SFO (Andersson, 1978, Denton et al, 1996; Goldin et al, 2000; Hiyama et al, 2002



e 2004; Weisinger et al, 2004). Ainda segundo tais estudos, uma segunda classe de
neurbnios sensiveis ao sodio estaria localizada na porcdo vasopressinérgica do
NSO. Frente ao estimulo de aumento do conteudo extracelular de sodio, estes
neurdnios seriam capazes de controlar a permeabilidade da membrana plasmatica a
este ion, assim como modificar a expressédo do gene que codifica o canal de sodio
presente nestas células (Voisin & Bourque, 2002).

Diferentemente dos receptores de sOdio e osmorreceptores, 0sS
barorreceptores sé@o ativados pelo estiramento de suas terminagdes neuronais que
ocorre em virtude de um aumento no volume circulante. Eles estéo localizados no
seio carotideo, na parede do arco aortico, nas arteriolas renais e na regido
cardiopulmonar. A geracdo de impulsos por esta via promove a ativacao do nucleo
do trato solitario (NTS), localizado na area bulbar do tronco cerebral; desta regiéo,
0s impulsos sdo enviados, por via multisinaptica, as estruturas hipotalamicas e a
regido antero-ventral do 3° ventriculo (AV3V). Estudos mostraram que a estimulacéo
elétrica do NPV, além de promover a secrecdo de OT e AVP, leva a ativacdo de
projecdes descendentes para o NTS (Landgraf et al, 1990).

Os dois principais estimulos a secrecdo de AVP e OT sé&o a hipovolemia e a
hiperosmolalidade do LEC. Eles exercem efeitos aditivos quando aplicados
simultaneamente, entretanto, uma discreta diminuicdo da osmolalidade plasmatica
capaz de diminuir a secrecao de OT e AVP a despeito da presenca de uma reducéo
no volume plasmético equivalente a 30%. Dessa forma, o controle da osmolalidade
plasmatica parece ser o fator limitante quando os dois estimulos sdo apresentados
simultaneamente (Stricker & Verbalis, 1986).

A OT tem suas principais acdes descritas no aparelho reprodutor feminino,

especificamente no trabalho de parto (agao uterotbnica) e na lactopoiese. Em 1958,



Brooks & Pickford atribuiram, pela primeira vez, uma acao natriurética a este
hormonio. Posteriormente, Soares et al (1999) demonstraram o envolvimento do
sistema GMP ciclico nesta via e propuseram uma acéao direta da OT sobre o atrio
cardiaco, estimulando a secrecdo do peptideo natriurético atrial (ANP), de acédo
natriurética mais potente. Dessa forma, um aumento na concentracdo plasmatica de
OT causado pela hiperosmolalidade do LEC, além de promover diretamente a
natriurese, amplifica este sinal estimulando a liberacdo de ANP do atrio direito
(Antunes-Rodrigues et al, 1991). Estudos posteriores mostraram que receptores
para OT sao transcritos no coracdo, reforcando a hipotese de que este horménio
desempenha funcao fisioldgica neste sitio (Jankowski et al, 1998).

A AVP, por sua vez, € mais conhecida por seu efeito antidiurético e
vasoconstritor; porém também possui acdo termorreguladora. Além disso,
desempenha a funcdo de secretagogo fraco do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) por meio dos receptores Vi, Os receptores vasopressinérgicos do subtipo
V14 €stdo envolvidos no controle da pressao arterial, enquanto que os receptores V,
localizam-se predominantemente nas células principais dos dutos coletores renais.
Suas func¢des estéo ligadas ao efeito antidiurético da AVP e, quando ativados, levam
a insercdo da proteina aquaporina 2 na membrana luminal das células tubulares do
néfron distal, promovendo a reabsorcdo de agua. Estudos também sugerem um
papel estimulatério para a AVP sobre a secrecdo de ANP (Mukoyama et al, 1987,
Elias et al, 2000).

O modelo baseado da expansao aguda do volume extracelular (EVEC) tem
sido amplamente utilizado com o propésito de compreender 0os mecanismos que
modulam a secrecdo destes hormdnios. Nesta condicdo experimental, a integridade

das vias aferentes e eferentes encontra-se preservada, permitindo a pronta ativacéo



de sistemas efetores responsaveis pelos ajustes hemodinamicos, renais e
comportamentais observados em resposta as alteracbes de osmolalidade e volume
do liquido circulante. Ja foi demonstrado que a EVEC hiperténica (NaCl 0.3M)
promove um aumento na concentracdo plasmatica de AVP, OT e ANP e que, ao
contrario disso, a EVEC isotdnica (NaCl 0.15M), além de estimular a liberacdo de
ANP dos cardiomiécitos e dos terminais hipotalamicos, promove aumento nas
concentracfes plasmaticas de OT e diminuicdo das concentracdes plasmaticas de
AVP (Haanwinckel et al, 1995; Antunes-Rodrigues et al, 1991; Ventura et al, 2002).
Estes resultados também mostraram que ambos os tipos de EVEC estimulam a
secrecdo de corticosterona, sugerindo que o eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HHA)
possa estar envolvido em tais respostas.

De fato, experimentos realizados em nosso laboratério mostraram que a
administracdo de dexametasona, um glicocorticéide sintético, inibe rapidamente a
secrecdo de OT (Durlo et al, 2004; Ruginsk et al, 2007), mas nao de AVP, tanto em
resposta a EVEC (Ruginsk et al, 2007) quanto em resposta a estimulacdo
colinérgica e angiotensinérgica central (Lauand et al, 2007). Além disso, dados
imunoistoquimicos revelaram que os neurdnios magnocelulares do NSO e NPV,
responsaveis pela sintese e secrecdo de OT e AVP, encontram-se inibidos em
animais que receberam dexametasona (Ruginsk et al, 2007), mostrando que o0s
glicocorticéides, além de exercer uma grande diversidade de efeitos periféricos,
também podem modular a atividade neuronal. Além disso, os glicocorticoides estédo
envolvidos no controle central de outros sistemas neuroenddcrinos, como 0s eixos
gonadal e de crescimento (para revisédo, consultar McCann et al, 2000).

Sabe-se que, em condi¢gBes basais, os glicocorticéides encontram-se ligados

predominantemente ao receptor de mineralocorticéide (MR), porém quando o eixo



HHA é ativado em situacdes de estresse ou durante picos ultradianos de secrec¢éo, 0
receptor de glicocorticoide (GR) é recrutado para mediar a resposta desta via (Reul
& de Kloet, 1985; Windle et al, 1998). Estes dois tipos de receptores apresentam nao
somente afinidades diferentes dependendo da concentracdo do ligante, mas
também estéo distribuidos de forma desigual pelo Sistema Nervoso Central (SNC).
Enquanto o GR apresenta uma expressdo mais difusa, o MR esta restrito a
estruturas hipotalamicas (como o NPV) e ao sistema limbico (hipocampo, amigdala,
nacleo septal lateral e algumas areas corticais) (de Kloet et al, 2005). Uma vez
ativado, o complexo formado pelo receptor e seu ligante pode se combinar em homo
ou heterodimeros e ligar-se a elementos responsivos (GRES) presentes nas regioes
promotoras de genes-alvo ou interagir, na forma de mondémeros, com fatores de
transcricdo, controlando indiretamente a transcricdo génica (Beato & Sanchez-
Pacheco, 1996).

Por muito tempo esta via gendmica foi o Unico mecanismo descrito, porém,
recentemente, foram identificadas algumas acdes que independem da ativacao
destes receptores classicos (Sandi et al, 2006; Orchinik et al, 1991; Mikics et al,
2004; Limbourg et al, 2002). Estes efeitos sdo observados quase que
instantaneamente a secrecdo hormonal e ndo podem ser bloqueados por meio da
inibicdo da sintese protéica, portanto eles sdo descritos como a¢des ndo gendmicas
ou ndo dependentes de transcricdo (Newton, 2000). Nesse sentido, em 2003,
Limbourg e Liao demonstraram, no modelo de infarto agudo de miocéardio, que o
tratamento com glicocorticoides estimula a sintese rapida de 6xido nitrico (NO) em
células do endotélio vascular, resultando em uma diminuicdo da injuria tissular
normalmente associada a isquemia. Diversas evidéncias apontam ainda para a

participacdo desta via rapida de acédo dos glicocorticdides sobre a secrecdo de



horménios hipotalamicos, envolvendo diversos sistemas neuromoduladores centrais,
dentre eles o sistema canabinoide enddgeno, alvo de estudo deste trabalho.

O estudo dos beneficios farmacologicos de substancias derivadas da planta
Cannabis sativa surgiu ha muito tempo na medicina grega e romana e, mais
recentemente, tem se voltado a participacdo de seus derivados em diversos
mecanimos comportamentais. Estudos pioneiros mostraram que a administracao
exdgena destes compostos inibe a atividade de diversos eixos hipotalamo-
hipofisarios, incluindo o eixo tireoideano, gonadal e de crescimento (Lomax, 1970;
Tyrey, 1978; Rettori et al, 1990). Somente em 1988 foi descrito o primeiro tipo de
receptor no SNC para as chamadas substancias cannabis-like, que corresponde ao
atual receptor de endocanabindéides do subtipo CB; A distribuicdo
predominantemente central do receptor CB; sugeriu, inicialmente, uma clara
correlacdo anatdbmica com os sistemas cognitivo, afetivo e motor. Pouco tempo
depois, foi caracterizado o segundo tipo (CB,), de localizacdo mais periférica e
apresentando apenas 44% de homologia estrutural com o primeiro tipo identificado.
A partir de entdo, diversos estudos realizados com o objetivo de identificar os
ligantes fisioldégicos para esses receptores levaram a descoberta da anandamida
(AEA), o primeiro endocanabindide descrito. Além desta substéncia, o 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) também se encontra entre os ligantes endégenos mais
comumente estudados. Apesar de normalmente serem descritos em conjunto, a
AEA e o0 2-AG sao produzidos e degradados por vias enzimaticas independentes,
além de possuir propriedades farmacolégicas distintas (para revisdo, consultar
Freund et al, 2003).

Diversas evidéncias sugerem que os endocanabindides possam participar do

controle neuroenddécrino da funcdo hipotalamica e hipofisaria. Ja foi demonstrado



gue o RNA mensageiro (RNAm) do receptor CB; € expresso no NPV e NSO, bem
como na camada externa da EM de roedores (Wittmann et al, 2007; Herkenham et
al, 1991). Além disso, Scorticati et al (2003) mostraram que a administracao central
de AEA inibe a secrecao de prolactina (PRL) induzida por estrégeno. O receptor CB;
foi também identificado nas porcdes intermediaria e anterior da hipdfise humana,
apesar de sua expressao ser relativamente baixa na hipdéfise posterior (Pagotto et al,
2001). Aliados a evidéncia da producéo local de endocanabindides pela hipdfise
(Pagotto et al, 2001), estes dados reforcam a hipétese de uma interacdo direta dos
canabindides enddgenos com o controle de componentes do eixo hipotalamo-
hipofisario.

Além disso, o receptor CB; é expresso no NTS (Tsou et al, 1998) e a
administracdo central de agonistas CB; afetam a pressao arterial e a freqiéncia
cardiaca (Lake et al, 1997). A microinjecdo de um antagonista CB; no NTS resulta
em um atraso no retorno aos niveis pressoricos basais ap0ds ativacdo do baroreflexo
(Rademacher et al, 2003), sugerindo que os endocanabindides possam ndo sO
controlar diretamente a atividade hipotalamica, mas também modular outras areas
das quais partem projecbes diretas ou indiretas para o sistema hipotalamo-
hipofiséario.

Por outro lado, descobertas recentes de diferentes grupos tém proposto que
outros tipos celulares, como os astrocitos, possam ter uma fun¢cdo muito importante
na comunicacgéo interneuronal. Esta hipotese é baseada no fato de que astrécitos
hipocampais expressam funcionalmente o receptor CB;, e respondem com elevagao
das concentragfes intracelulares de calcio a liberacdo de neurotransmissores pelos

neurdnios hipocampais (Navarrete & Araque, 2008).



A participacao direta do sistema endocanabindide no controle hipotalamico da
secrecdo de AVP e OT também tem sido o foco de diversos estudos. Di et al (2003 e
2005) mostraram que o0s canabindides enddgenos podem agir diretamente em
neurénios magnocelulares e parvocelulares do NSO e NPV, participando ainda de
diversos mecanismos homeostéaticos e de respostas adaptativas ao estresse, como
dor (Meng et al, 1998) e saciedade (Matias & Di Marzo, 2006). Estes estudos tém
sugerido que o0s endocanabindides atuem como mensageiros retrogrados em
terminais pré-singpticos do NPV e NSO, inibindo, in vitro, a liberagédo de glutamato, o
principal neurotransmissor excitatorio do SNC, bem como facilitando a liberacdo de
acido gama-aminobutirico (GABA), de acao inbitéria (Di et al, 2003 e 2005). Além
disso, existem diversos estudos mostrando que outros mecanismos autdcrinos e
paracrinos possam modular a atividade neuronal no NPV e NSO. Entre eles, os
experimentos desenvolvidos por Oliet e colaboradores (2007), bem como McDonald
et al (2008), sugerem que a OT liberada de dendrites para o espaco extracelular
pode regular a liberagcdo de GABA e endocanabindides, modulando a excitabilidade
dos terminais pés-sinapticos.

Utilizando-se de técnicas que avaliam os efeitos centrais e periféricos
observados em resposta ao aumento do volume e/ou da osmolalidade do LEC, este
trabalho visa contribuir para a avaliagdo do papel exercido pelos endocanabindides
sobre a ativagdo neuronal, sintese e secrecdo dos horménios neuro-hipofisarios no

modelo experimental de EVEC.



OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS



O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos da administracdo de um
agonista (AEA) ou de um antagonista (rimonabanto) dos receptores canabinoides do
subtipo CB; sobre a sintese e secrecao de corticosterona, AVP, OT e PRL em ratos
submetidos a EVEC isotdnica e hipertbnica.

Especificamente, este trabalho se propés a:

1. Avaliar os efeitos da administracdo prévia de um agonista (AEA, 100ng/4pl,
por via intracerebroventricular (icv)) ou de um antagonista (Rimonabanto
10mg/kg, por via intragastrica (gavagem)) dos receptores de canabindides do
subtipo CB; sobre a secrecdo hormonal de corticosterona, AVP, OT e PRL em
resposta a EVEC isotbnica e hipertdnica;

2. Avaliar os efeitos da administracdo prévia de um agonista (AEA, 100ng/4ul,
por via intracerebroventricular (icv)) ou de um antagonista (Rimonabanto
10mg/kg, por via intragastrica (gavagem)) dos receptores de canabindides do
subtipo CB; sobre o conteudo hipotalamico de glutamato em resposta a EVEC
isotdnica e hipertbnica.

3. Avaliar os efeitos da administracdo prévia de um agonista (AEA, 100ng/4ul,
por via intracerebroventricular (icv)) ou de um antagonista (Rimonabanto
10mg/kg, por via intragastrica (gavagem)) dos receptores de canabindides do
subtipo CB; sobre o contetudo hipotalamico de nitrato em resposta a EVEC
isotdnica e hipertbnica.

4. Avaliar os efeitos da administracdo prévia de um agonista (AEA, 100ng/4pl,
por via intracerebroventricular (icv)) ou de um antagonista (Rimonabanto
10mg/kg, por via intragastrica (gavagem)) dos receptores de canabindides do
subtipo CB; sobre a marcacdo nuclear da proteina c-Fos e de sua eventual

co-localizacdo fenotipica com os horménios AVP e OT em neurbnios



magnocelulares do NPV e NSO de animais submetidos a EVEC isoténica e
hipertonica;

5. Avaliar os efeitos da administracdo prévia de um agonista (AEA, 100ng/4ul,
por via intracerebroventricular (icv)) ou de um antagonista (Rimonabanto
10mg/kg, por via intragastrica (gavagem)) dos receptores de canabindides do
subtipo CB; sobre o conteido de RNA mensageiro para OT e AVP no NPV e

NSO de animais submetidos a EVEC isotonica e hipertbnica.



MATERIAIS E METODOS



ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 250-330g, provenientes do
Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto — USP. Os animais foram mantidos no
Biotério do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina (FMRP — USP),
em ambiente com temperatura (22+2°C) e luz controlada (das 7 as 19 horas). O
presente projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentacédo Animal do
Campus da USP de Ribeirdo Preto, sob o protocolo n° 073/2006.

ApOs a habituacdo, os animais foram submetidos aos procedimentos
cirdrgicos segundo o protocolo e divididos em diferentes grupos experimentais. Para
0s experimentos de injecdo central, foram utilizados animais portadores de canula
no ventriculo lateral direito e na veia jugular externa. No dia do experimento, 0s
animais foram submetidos a administracédo icv de AEA (100ng/4ul) 10 minutos antes
da inducdo da EVEC isotbnica ou hipertonica. Foram considerados controles os
animais injetados centralmente com o veiculo da respectiva droga em volume
equivalente. Para os experimentos com 0 antagonista canabindide Rimonabanto
(10mg/kg), os animais foram habituados ao procedimento de gavagem por, no
minimo, 3 dias, e, em seguida, submetidos a canulacdo da veia jugular externa. No
dia do experimento, 60 minutos antes da EVEC, foi realizada a administracdo oral de

Rimonabanto (10mg/kg) ou de seu veiculo em volume equivalente.



CIRURGIAS

Canulacao do ventriculo lateral direito:

Foram utilizadas para confeccdo das canulas agulhas de aco inoxidavel de
0,7 mm de diametro externo, 0,4 mm de diametro interno e 10 mm de comprimento.
Os animais foram previamente anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol a 2,5% (TBE,
1ml/100g de peso corporal, i.p.) e, a seguir, posicionados no estereotaxico. A calota
craniana foi entdo exposta e os referenciais bregma e lambda foram alinhados no
plano horizontal. A canulacdo do ventriculo lateral foi feita com base nas seguintes
coordenadas:

- antero-posterior: 0,5 mm posterior ao bregma,;

- lateral: 1,4 mm para a direita em referéncia ao bregma.

A partir da determinacdo deste ponto, por meio de um orificio previamente
perfurado com o auxilio de uma broca de dentista, a canula foi inserida 3,6 mm
abaixo da superficie da calota craniana e fixada sobre a mesma por meio de um
capacete de acrilico autopolimerizavel (Simplex). Para evitar a obstru¢do de sua luz
por detritos e, por ocasidao da injecdo central, o refluxo das solu¢cdes administradas,
foi mantido um mandril de aco dentro de cada canula. Apés o término da cirurgia, 0s
animais receberam uma dose profilatica de antibiético (50000 unidades de penicilina
G) por via intramuscular.

Ao final da cirurgia, os animais foram colocados em gaiolas individuais com
livre acesso a agua e comida, passando por um periodo de recuperacdo de 5 a 7
dias, durante o qual eles foram manipulados diariamente a fim de adapta-los aos

procedimentos experimentais.



Canulacao da veia jugular:

No dia anterior ao experimento, os animais foram submetidos a canulacao da
veia jugular direita, seguindo-se a técnica descrita por Harms e Ojeda (1974).
Sumariamente, apds a anestesia com TBE (2,5%, 1ml/100g de peso corporal, i.p.,
Sigma), a canula de silastico foi introduzida na veia jugular externa e, a seguir,
exteriorizada na regido cervical dorsal, através de trajeto subcutaneo feito com a
ajuda de um trocater. Apos sua fixacdo na pele, a canula foi lavada com solucéo
isotdnica de salina contendo heparina 1:40 (Liguemine, Roche), a fim de evitar
obstrucdo da mesma. A recuperacdo dos animais foi realizada em gaiolas

individuais, com agua e comida ad libitum.

DROGAS

Para avaliar a modulacdo do sistema canabindide enddgeno sobre os
diversos eventos investigados e descritos anteriormente, foram utilizadas as drogas
AEA (Sigma), agonista especifico CB1, na dose de 100ng/4pl, dissolvida em solucéo
de etanol 0.3% em NaCl 0.15M, para administracao icv 10 minutos antes da inducéo
da EVEC. O antagonista CB; Rimonabanto (Acomplia®, Sanofi Aventis, 10mg/kg) foi
diluido em solucdo de Tween 80 0.1% em NaCl 0.15M e administrado por via

intragastrica (gavagem) 1 hora antes da realizacdo da EVEC.



EXPANSAO ISOTONICA OU HIPERTONICA DO VOLUME

EXTRACELULAR

No dia do experimento, uma hora antes da EVEC, as canulas foram lavadas
com um volume de 0,1ml de salina isotonica contendo heparina (1:40). A EVEC foi
realizada por meio de infusdo endovenosa (volume de 2ml/100g de peso corpéreo)
de solucdo de NaCl hipertdnica (0.3M) ou isotbnica (0.15M), com temperatura

controlada (37 a 40°C), durante o periodo de um minuto.

DOSAGENS HORMONAIS

Para a determinacdo das concentracdes plasmaticas de corticosterona, AVP,
OT e PRL, o sangue foi coletado do tronco, apés a decapitacdo, em tubos de
plastico, mantidos sob gelo, contendo heparina (10ul para cada ml de sangue). A
coleta foi realizada imediatamente antes (tempo 0) ou 5 minutos apos a realizacéo
da EVEC. O plasma foi separado por centrifugacdo (15 minutos, 3000rpm, 4°C) e
submetido a extracdo especifica, exceto para a dosagem de PRL. A corticosterona
foi extraida a partir de 25ul de plasma utilizando-se 1ml de etanol (Castro et al,
1995). Os horménios AVP e OT foram extraidos a partir de 1ml de plasma utilizando-
se acetona e éter de petréleo. As dosagens hormonais de corticosterona, AVP, OT e
PRL foram feitas utilizando-se técnicas especificas de radioimunoensaio descritas
por Castro et al (1995), Hussain et al, (1973), Vecsei (1979) e Haanwinckel et al
(1991), respectivamente. Os coeficientes de variagdo intra-insaio e entre ensaios
foram, respectivamente, 5.7% e 8.4% para corticosterona, 7.7% e 11.9% para AVP,

7% e 12.6% para OT e 5% e 11.7% para PRL.



DETERMINACAO DA QUANTIDADE TOTAL DE GLUTAMATO E NIT RATO

EM ESTRUTURAS CEREBRAIS

Cinco minutos ap0s a realizacdo da EVEC, os animais foram sacrificados por
decapitacdo e seus cérebros foram removidos e mantidos em gelo. Os nucleos
hipotalamicos NPV e NSO (coordenadas: -0.8mm a -2.1mm em relacdo ao bregma
(Paxinos & Watson, 1997)) e a eminéncia mediana (EM) foram removidos por punch
(NPV, agulha de 1.5mm de diametro interno) ou disseccdo (NSO e EM) e
homogenizados em 100 pl de solucdo de acido perclérico 0.4M. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a centrifugacéao (5000 rpm, por 30 min), o sobrenadante
foi separado para a analise do conteudo de nitrato e glutamato e o precipitado foi
novamente homeogenizado em 100 pl de agua destilada e utilizado para o calculo
da proteina total da amostra por absorbancia (Microplate, Biorad) e posterior
correlacdo. Foi realizada a leitura de uma aliquota de 25ul em um sensor enzimético
no qual a enzima L-Glutamato Oxidase encontra-se imobilizada (YSI 2700
Biochemical Analyser, YSI Life Sciences). O conteudo de glutamato da amostra foi
obtido de maneira indireta pela determinacdo da quantidade de um metabdlito da

reacao (H»0,), segundo o esquema abaixo:

L-Glutamato + O, Giut Oxidase » H,O, + a-Cetoglutarato + NH;

Aliguotas de 10ul do sobrenadante foram desproteinizadas com 20ul de
etanol e mantidas a -20°C por 30 minutos. A seguir, elas foram centrifugadas
(10000rpm, 5 minutos) e o contedudo de nitrato foi determinado em um analisador
guimioluminescente (Sievers 280 NO Analyzer). Como o NO é um gas de meia-vida

extremamente curta, a dosagem de um de seus metabdlitos, neste caso o nitrato, foi



utilizada como ferramenta metodoldgica para determinar de maneira indireta a

producdo de NO nas areas hipotalamicas de interesse

IMUNOISTOQUIMICA

Noventa minutos ap0s a inducdo da EVEC e conforme o0s protocolos
estabelecidos, os animais foram anestesiados com TBE e, a seguir, perfundidos por
meio de puncéo intracardiaca com 250ml de solucdo de salina contendo heparina
(500UI/1), seguida de 500ml de solucédo de tampéo fosfato (PB, pH 7.2) contendo
paraformaldeido (PFA) a 4%. A seguir, os cérebros foram removidos e mantidos em
PFA 4%. Depois de 4 horas, eles foram colocados em solucéo de sacarose a 30%
(em PB) a 4°C, onde permaneceram durante, no minimo, 12-14 horas. A seguir, 0S
tecidos cerebrais foram seccionados em cortes de 30um de espessura, utilizando-se
um criostato (Microm, modelo HM 5000M) e armazenados a -20°C em solucao anti-
freezing até o momento do processamento imunoistoquimico.

Inicialmente, foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena com solucéo de
H.O, (0,03%), seguida pelo bloqueio das ligacdes inespecificas com albumina
bovina (5%). Posteriormente, para visualizacdo da marcacéo nuclear para a proteina
c-Fos, os cortes foram incubados em temperatura ambiente por 12-14 horas com o
anticorpo primario anti-c-Fos (Ab-5, Oncogene, 1:10000) e, a seguir, incubados com
0 segundo anticorpo biotinilado (goat anti-rabbit, Vector, 1:200) por um periodo de 1
hora. Para a coloragao, foi utilizado o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector,
1:1000), empregando diaminobenzidina (DAB, Sigma), sulfato de niquel e cloreto de
cobalto como cromégenos, cuja reacao conferiu ao ndcleo neuronal uma coloracéo

de violeta escuro a preto.



Logo apoOs a imunomarcacao para c-Fos, foram realizados os procedimentos
imunoistoquimicos para o estudo de sua possivel co-localizacdo fenotipica com AVP
e OT. Para tanto, os cortes foram primeiramente incubados com anticorpos anti-AVP
(rabbit, Peninsula, 1:20000) ou anti-OT (rabbit, Peninsula, 1:20000) por um periodo
adicional de 48 horas e, em seguida, incubados com o segundo anticorpo biotinilado
respectivo (goat anti-rabbit, Vector, 1:200). A coloracéo foi realizada utilizando-se
somente o complexo DAB como cromdégeno, cuja reacdo conferiu ao citoplasma
neuronal uma coloragédo marrom.

Ao término dos procedimentos acima descritos, os cortes foram montados em
laminas, secados a temperatura ambiente, e a seguir desidratados com xileno e
cobertos com o meio de montagem (Enthelan). A visualizacdo microscopica do
tecido avaliou o padrdo espacial de imunomarcacdo por meio de um sistema de
videomicroscopia. As imagens foram capturadas em alta resolugéo por uma camera
(DC 200, Leica) acoplada a um microscopio, e transmitidas a um computador dotado
de um programa digitalizador. O NPV e o NSO foram identificados e delimitados em
suas distintas regides de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1997). Quatro
subpopulac¢des neuronais foram avaliadas no NPV: as por¢coes magnocelular medial
(PaMM) (AP: -1.30 mm em relagdo ao bregma), magnocelular lateral (PaLM) e
parvocelular medial (PaMP) (AP: -1.8 mm em relacdo ao bregma) e parvocelular
posterior (PaPO) (AP: -2.12mm em relagdo ao bregma). Os neurdnios duplamente
marcados para c-Fos-OT e c-Fos-AVP foram também contados na por¢do medial do
NSO (AP: -1.3 mm em relagcdo ao bregma). SeccOes representativas de 4 a 6
animais de cada condicdo experimental foram adquiridas no mesmo nivel

anatdmico. A contagem visual foi realizada unilateralmente em uma secc¢éo por



animal e foi repetida ao menos por dois pesquisadores alheios as condi¢cdes

experimentais.

REACAO DA TRANSCRIPTASE REVERSA EM TEMPO REAL

Microdisseccao e extracdo de RNA

Sessenta minutos apoés a realizacdo da EVEC, os animais foram decapitados,
0s cérebros foram coletados em condi¢cbes RNAse free, imediatamente congelados
em gelo seco e armazenados a -80°C até o momento da extracdo. As estruturas
cerebrais de interesse foram obtidas em um criostato a partir de sec¢des espessas
(1500um, coordenadas de -0.6 a -2.1 mm em relacdo ao bregma) pela técnica de
disseccéo ou punch (agulha de 1.5mm de diametro interno). A seguir, as estruturas
foram coletadas em tubos RNAse free contendo 30ul de solucdo RNAlater. O RNA
total de cada amostra foi obtido com o uso de Trizol (Invitrogen®), de acordo com as
instrucdes do fabricante, e quantificado por espectofotometria UV. A integridade do
material extraido foi comprovada por eletroforese em gel de agarose 1.2% (60 min a

60V). O cDNA foi entdo sintetizado a partir de 500 ng de RNA de cada amostra.

Andlise semi-quantitativa de expressao génica por m  eio de reacao da
transcriptase reversa em tempo real (Tagman®-pcr).

As reacdes foram realizadas em triplicata em um volume total de 12 ul e 4gua
foi utilizada como controle negativo. A expressao quantitativa dos genes de AVP e
OT, assim como de dois genes constitutivos, foi determinada para cada amostra de
cDNA utilizando-se sondas especificas acopladas a fluoroforos (Rn00564446 gl

(OT), Rn00566449 m1 (AVP), Rn00667869_m1l (beta-actina) e Rn99999916 si



(GAPDH), Applied Biosystems). Os dados foram obtidos em tempo real (Real-Time
PCR System, Applied Biosystems) e a expressdo relativa dos genes-alvo foi
calculada pelo método do AACT. Para cada amostra, o ciclo (Ct) em que a
quantidade de fluorescéncia emitida durante as reacOes ultrapassou o limiar de
deteccdo do sistema foi determinado e normalizado pela média geométrica dos Cts
dos controles enddgenos (ACt = Ctgene alvo = Cleontroles endogenos). O aumento relativo no
conteido de RNAmM da amostra desconhecida foi determinado pela féormula 2724
onde AACt = Ctgene awvo — ACtcontrole absoluto- OS dados foram apresentados em

expressao relativa ao grupo controle absoluto dos experimentos (veiculo sem

EVEC).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como médias + SEM. Os testes
estatisticos utilizados foram: “two way ANOVA” seguido do teste de comparacdes
multiplas (Newman-Keuls). Foram consideradas variaveis deste estudo a EVEC
(isotbnica ou hipertonica) e o tratamento utilizado (agonista ou antagonista dos

receptores CB;). O nivel de significancia adotado foi de p<0.05.



PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS E RESULTADOS



1 - DOSAGENS HORMONAIS

Abaixo encontram-se esquematizadas as linhas temporais de procedimentos
realizados para as dois diferentes tratamentos utilizados neste protocolo

experimental.

| 50 min : 10 min | 5 min
I I I I
lavagem das canulas AEA ou veiculo EVEC decapitacao
de jugular icv
| 60 min : 5 min |
I 1 1
lavagem das canulas de EVEC decapitagao

jugular e administracéo de
rimonabanto ou veiculo

O sangue coletado do tronco foi utilizado para determinacdo das
concentracbes plasmaticas de AVP, OT, PRL e corticosterona por técnicas

especificas de radioimunoensaio.



1A - Efeitos da administracdo icv prévia de um agon ista CB1 (AEA,
100ng/4 pl) sobre a secrecao de corticosterona, AVP, OT e PR L em resposta a

EVEC isotbnica e hipertdnica.

1A.1 - Corticosterona

A Figura 1A.1 representa os valores plasmaticos de corticosterona em
animais previamente tratados com veiculo ou AEA e submetidos a EVEC isotbnica
ou hiperténica. Considerando os grupos que receberam veiculo, podemos observar
que a EVEC nao alterou significativamente a secrecdo de corticosterona. Nos
grupos pré-tratados com AEA, pdde ser obervada uma diminuicdo significativa da
secrecdo de corticosterona tanto nos animais submetidos a EVEC isotdnica
(17.61+0.99 vs 13.37+1.12, p<0.05) quanto hipertdnica (17.61+0.99 vs 13.96+1.45,
p<0.05), quando comparados ao grupo nédo submetido & EVEC. N&o houve diferenca

significativa entre os grupos tratados com veiculo e tratados com AEA.



W
o
|

. C_—1sem EVEC
% @) CEVEC iso
= 4 I EVVEC hiper
s 7 0 © 2 e ©
S . s 3
) 1T
17
.8 104
B
@)

0

veiculo AEA100Nng/4 pl

Figura 1A.1 — Efeitos da administracéo prévia de AEA (100ng/4ul) ou veiculo sobre a secrecao de
corticosterona induzida pela EVEC isotdnica ou hipertdnica. Valores expressos em médias + EPM.

*p<0.05 em relacdo ao grupo AEA sem EVEC.

1A.2 - Vasopressina

A secrecdo de AVP em animais pré-tratados com AEA ou veiculo e
submetidos a EVEC isotbnica ou hipertbnica esta representada no grafico a seguir
(Figura 1A.2). Os dados mostram que a secrecdo de AVP nao foi alterada pela
EVEC isotbnica, porém foi aumentada em animais submetidos a EVEC hipertonica
(1.33+0.09 vs 5.82+1.09, p<0.001).

A Figura 2 mostra ainda que a secrecao de AVP no grupo submetido a EVEC
isotdnica foi potencializada pelo pré-tratamento com AEA (1.14+0.11 vs 1.89+0.19,
p<0.05) e que, por outro lado, a administracdo prévia de AEA nao alterou

significativamente a secrec¢do de AVP induzida pela EVEC hiperténica (5.82+1.09 vs

8.46+1.05).
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Figura 1A.2 — Efeitos da administracéo prévia de AEA (100ng/4ul) ou veiculo sobre a secrecao de
AVP induzida pela EVEC isotdnica ou hipertdnica. Valores expressos em médias + EPM. ***p<0.001
em relacdo ao grupo veiculo sem EVEC ou AEA sem EVEC e +p<0.05 em relagao ao grupo veiculo +

EVEC isotbnica.

1A.3 - Ocitocina

Na Figura 1A.3 estdo representados os valores plasmaticos de OT
observados em animais pré-tratados com AEA ou veiculo e submetidos a EVEC
isotdnica ou hipertbnica. Considerando inicialmente 0s grupos que receberam
injecdo central de veiculo, podemos observar que a secrecdo de OT nao foi
significativamente alterada em resposta a EVEC isotbnica (7.58+0.39 vs 6.43£1.78).
Por outro lado, a EVEC hipertonica induziu um aumento significativo na secrecao
deste horménio (7.58+0.39 vs 46.82+5.42, p<0.001).

Nos grupos pré-tratados com AEA, os dados apontam para uma diminui¢ao
da secrecdo de OT em resposta a EVEC isotbnica, porém os valores ndo séo
estatisticamente diferentes dos encontrados para o grupo nao expandido ou tratado

com veiculo. Por outro lado, os animais previamente tratados com AEA apresentam



uma atenuacéo da secrecdo de OT em resposta a EVEC hipertonica (46.82+5.41 vs

23.74+4.67, p<0.05).
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Figura 1A.3 — Efeitos da administracéo prévia de AEA (100ng/4pl) ou veiculo sobre a secrecdo de OT
induzida pela EVEC isotdnica ou hipertdnica. Valores expressos em médias + EPM. ***p<0.001 em
relacéo ao grupo veiculo ou AEA sem EVEC, +p<0.05 em relagdo ao grupo veiculo + EVEC

hipertbnica.

1A.4 — Prolactina

Na figura 1A.4 estdo representados os efeitos da administracdo central de
AEA sobre as concentracdes plasmaticas de PRL em animais submetidos a EVEC
isotdnica ou hipertbnica. Como pode ser observado, a EVEC hipertonica induziu
aumento significativo na secrecdo de PRL (1.86+0.60 vs 6.53+2.84, p<0.001),
resposta que foi abolida pelo pré-tratamento com AEA (34.90+7.98 vs 6.53+2.84,
p<0.001). Apesar da aparente reducdo da secrecdo de PRL nos animais tratados
com AEA e submetidos a EVEC isotdnica, quando comparados aos animais que
receberam veiculo, ndo foi encontrada diferenca significativa em relacdo ao

tratamento.
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Figura 1A.4 — Efeitos da administracdo prévia de AEA (100ng/4pl) ou veiculo sobre a secrecédo de
PRL induzida pela EVEC isotbnica ou hipertdnica. Valores expressos em médias + EPM. ***p<0.001
em relacao ao grupo veiculo sem EVEC, +++p<0.001 em relacdo ao grupo veiculo + EVEC

hipertbnica.



1B - Efeitos da administrac&o intragastrica prévia de um antagonista CB 1
(rimonabanto, 10mg/kg) sobre a secrecédo de corticos  terona, AVP, OT e PRL

em resposta a EVEC isotonica e hipertdnica.

1B.1 - Corticosterona

A figura 1B.1 mostra os efeitos da administracdo de rimonabanto sobre a
secrecdo de corticosterona induzida pela EVEC. Como pode ser observado, tanto a
EVEC isotonica quanto a EVEC hipertbnica induzem um aumento na secrecao de
corticosterona. Os dados preliminares sugerem que a prévia administracdo de
rimonabanto tenha um pequeno efeito potencializador da secre¢éo de corticosterona
induzida pela EVEC. O namero de animais apresentado ainda € pequeno, porém
todos os experimentos ja foram realizados para as dosagens por radioimunoensaio,

sendo que os resultados finais serdo apresentados oportunamente.
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Figura 1B.1 — Efeitos da administracéo prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre a secrecéo

de corticosterona induzida pela EVEC isotdnica ou hipertnica. Valores expressos em médias + EPM.



1B.2 - Vasopressina

A figura 1B.2 representa os valores plasmaticos de AVP encontrados em
animais pré-tratados com rimonabanto ou veiculo e submetidos a EVEC isotdnica ou
hiperténica. Os dados mostram que somente a EVEC hipertbnica induziu aumento
significativo na secrecao de AVP (1.34+0.80 vs 9.23+1.15, p<0.05). O pré-tratamento
com rimonabanto, contudo, potencializou o efeito da EVEC hipertbnica sobre a

secrecdo deste hormonio (9.23+1.15 vs 13.29+2.47, p<0.05).
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Figura 1B.2 — Efeitos da administracéo prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre a secrecéo
de AVP induzida pela EVEC isotonica ou hiperténica. Valores expressos em médias + EPM. *p<0.05
e **p<0.01 em relacéo ao grupo veiculo ou rimonabanto sem EVEC. +p<0.05 em relagao ao grupo

veiculo + EVEC hiper.

1B.3 - Ocitocina

O grafico a sequir (figura 1B.3) representa os efeitos do pré-tratamento com
rimonabanto ou veiculo sobre os valores plasmaticos de OT em animais submetidos

bY

a EVEC. Podemos observar que tanto a EVEC isotbnica quanto hipertbnica



aumentam a secrecdo de OT (4.03+1.50 vs 10.81+1.45, p<0.05 para a EVEC
isotdnica; 4.03£1.50 vs 31.08+3.04, p<0.01 para a EVEC hipertbnica).

O pré-tratamento com rimonabanto potencializou significativamente a
resposta de secrecdo de OT a EVEC hipertonica (31.08£3.04 vs 75.98%8.72,

p<0.001), porém ndo alterou a secrecdo deste hormdénio induzida pela EVEC

isotonica.
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Figura 1B.3 — Efeitos da administracéo prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre a secrecgéo
de OT induzida pela EVEC isotdnica ou hipertdnica. Valores expressos em médias + EPM. *p<0.05 e
**p<0.01 em relagdo ao grupo veiculo sem EVEC. +++p<0.001 em relacdo ao grupo veiculo + EVEC

hiper.

1B.4 — Prolactina

Na figura 1B.4 estdo representados os efeitos da administracdo prévia de
rimonabanto sobre as concentragfes plasmaticas de PRL em animais submetidos a
EVEC isotonica ou hipertonica. Os dados mostram que tanto a EVEC isotonica
quanto hipertdnica induziram aumento na secre¢do de PRL, porém esse resultado
s6 foi estatisticamente significativo para o estimulo osmoético (6.08+0.41 vs

24.37+4.45, p<0.01). Esta resposta foi potencializada pelo pré-tratamento com



rimonabanto, sendo apenas significativa no grupo submetido a EVEC isotonica

(16.92+2.70 vs 38.19+8.85, p<0.01).
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Figura 1B.4 — Efeitos da administracdo prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre a secre¢céo
de PRL induzida pela EVEC isotbnica ou hiperténica. Valores expressos em médias + EPM. *p<0.05
em relacao ao grupo veiculo ou rimonabanto sem EVEC, ++p<0.01 em relagao ao grupo veiculo +

EVEC isotbnica.



2 - CONTEUDO HIPOTALAMICO DE GLUTAMATO

Para a realizacado deste protocolo experimental, os diferentes grupos foram

submetidos aos procedimentos esquematizados abaixo:

| 50 min | 10 min | 5 min
| | I [
lavagem das canulas AEA ou veiculo EVEC decapitacéo
de jugular icv
| 60 min | 5 min
| | 1
lavagem das canulas de EVEC decapitacdo

jugular e administracao de
rimonabanto ou veiculo

ApOs a decapitacdo, os cérebros foram rapidamente removidos e mantidos
em gelo. Os nucleos hipotalamicos (NPV e NSO) e a EM foram removidos por punch
ou disseccdo e processados para determinacdo do conteudo hipotalamico de
glutamato segundo técnica descrita anteriormente. Os valores de glutamato foram
expressos em porcentagem (%) do grupo controle. Considerando o protocolo de
injecdo central de AEA, os valores basais de contetudo de glutamato para o grupo
veiculo sem EVEC foram de 21.15#0.67, 3.00£1.91, e 3.00£1.60 mmol/mg de
proteina, respectivamente para o NPV, NSO e EM. Para os experimentos de
administracdo periférica de rimonabanto, foram utilizados para esta normalizacdo os
valores de 0.42+0.14 para o NPV, 0.59+0.13 para o NSO e 0 mmol/mg de proteina

para a EM.



2A - Efeitos da administracdo icv prévia de um agon ista CB; (AEA,
100ng/4 pl) sobre o conteudo hipotalamico de glutamato em re sposta a EVEC

iIsotdnica e hipertonica.

2A.1 - NPV

A Figura 2A.1 representa o conteudo total de glutamato no NPV de animais
pré-tratados com veiculo ou AEA e submetidos a EVEC isotdnica ou hiperténica. Os
dados obtidos mostram que tanto a EVEC isotonica quanto a hipertonica induziram
aumento significativo no contetdo total de glutamato no NPV, quando comparadas
ao grupo veiculo sem EVEC (100.00+3.19 vs 175.25+16.14, p<0.001 para a EVEC
isotonica; 100.00+3.19 vs 193.45+14.39, p<0.001 para a EVEC hipertbnica). Este
perfil de resposta foi mantido nos animais pré-tratados com AEA, mostrando que a

administracdo central desta droga ndo altera o contetdo total de glutamato do NPV.
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Figura 2A.1 — Efeitos da administracdo prévia de AEA (100ng/4pl) ou veiculo sobre o contetdo
total de glutamato no NPV em resposta a EVEC isotbnica ou hipertdnica. Valores expressos em

médias + EPM. ***p<0.001 e *p<0.05 em relagdo ao grupo veiculo ou AEA sem EVEC.



2A.2 - NSO

O grafico que avalia o conteddo glutamatérgico no NSO de animais que
receberam previamente AEA ou veiculo e submetidos a EVEC esta apresentado a
seguir (Figura 2A.2). Como podemos observar, a EVEC hipertbnica induziu um
aumento de aproximadamente 10 vezes no conteudo de glutamato no NSO
(100.00+£63.78 vs 1194.34+272.72, p<0.001). O pré-tratamento com AEA
potencializou este efeito tanto para a EVEC isotbnica (467.94+226.14 vs
3006.32+431.15, p<0.001) quanto para a EVEC hipertdnica (1194.34+272.72 vs

6824.29+628.78, p<0.001).
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Figura 2A.2 — Efeitos da administracdo prévia de AEA (100ng/4pl) ou veiculo sobre o contetdo total
de glutamato no NSO em resposta a EVEC isotdnica ou hipertdnica. Valores expressos em médias +
EPM. ***p<0.001 em relagao ao grupo veiculo ou AEA sem EVEC e +++ p<0.001 em relagdo ao

grupo veiculo + EVEC correspondente.

2A.3 - EM

A figura 2A.3 representa o efeito da administracao prévia de AEA ou veiculo

sobre o conteudo glutamatérgico da EM de animais submetidos a EVEC isotbnica ou



hiperténica. Como podemos observar, a EVEC isotdnica induziu um grande aumento
no contetdo de glutamato na EM (100.00+53.43 vs 2328.88+508.73, p<0.001). Uma
resposta de menor amplitude foi também observada em resposta a EVEC
hipertbnica, porém estes valores ndo foram estatisticamente diferentes dos
observados para o grupo veiculo sem EVEC.

Por outro lado, também pode ser observado que a prévia administracdo de
AEA provocou a inversao destas respostas. Os animais que receberam o agonista
CB; e que foram submetidos a EVEC isotdnica apresentaram uma atenuacdo da
resposta do contetudo de glutamato, se comparados aos animais que receberam o
veiculo e que foram submetidos ao mesmo estimulo (2328.88+508.73 vs
515.66+167.86, p<0.001). Contrariamente, o pré-tratamento com AEA potencializou

a resposta induzida pela EVEC hipertonica (608.00+187.65 vs 1706.66+389.76,

p<0.01).
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Figura 2A.3 — Efeitos da administracéo prévia de AEA (100ng/4pl) ou veiculo sobre o contetdo total
de glutamato na EM em resposta a EVEC isotdnica ou hipertdnica. Valores expressos em médias +
EPM. ***p<0.001 em relacéo ao grupo veiculo ou AEA sem EVEC. ++p<0.01 e +++p<0.001 em

relagdo ao grupo veiculo + EVEC correspondente.



2B - Efeitos da administracao intragastrica prévia de um antagonista CB 1
(rimonabanto, 10mg/kg) sobre o conteudo hipotalamic 0 de glutamato em

resposta a EVEC isotbnica e hipertonica.

2B.1 - NPV

De acordo com a Figura 2B.1, pode ser observado que a EVEC hiperténica
induziu aumento de cerca de 6 vezes no conteudo de glutamato no NPV
(99.99+33.07 vs 625.00£77.76, p<0.001). Embora a EVEC isotdnica também tenha
produzido aumento no conteddo total de neurotransmissor neste nucleo
hipotalamico, ndo foi observada diferenca estatistica entre os valores obtidos para
este grupo e os de seu respectivo controle.

A figura mostra ainda que o pré-tratamento com rimonabanto depletou o
contetdo de glutamato no NPV, tanto em resposta a EVEC isotonica (314.34+80.74
vs 122.99+57.37, p<0.05) quanto hipertonica (625.00+77.76 vs 134.93+60.55,

p<0.001), assemelhando os valores encontrados aos da resposta basal.
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Figura 2B.1 — Efeitos da administracdo prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre o
conteudo total de glutamato no NPV em resposta a EVEC isotdnica ou hipertdnica. Valores
expressos em médias = EPM. ***p<0.001 em relacdo ao grupo veiculo sem EVEC. +p<0.05 e

+++p<0.001 em relagao ao grupo veiculo + EVEC correspondente.

2B.2 - NSO

A Figura 2B.2 representa o efeito da administracdo prévia de rimonabanto
sobre o contetdo de glutamato no NSO de animais submetidos a EVEC. Os dados
mostram que ambos os tipos de EVEC induzem um aumento de cerca de 100% no
conteldo de glutamato neste ndcleo, porém estes resultados ndo sao
estatisticamente diferentes dos obtidos para o grupo veiculo sem EVEC. A exemplo
do observado para o NPV, o pré-tratamento com rimonabanto impediu 0 aumento no
contetdo de glutamato induzido tanto pela EVEC isotdnica (183.24+25.71 vs

70.04£26.12, p<0.01) quanto hipertonica (188.24+20.59 vs 88.10+24.77, p<0.01).
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Figura 2B.2 — Efeitos da administracdo prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre o
conteudo total de glutamato no NSO em resposta a EVEC isotdnica ou hiperténica. Valores

expressos em médias = EPM. ++p<0.01 em relagao ao grupo veiculo + EVEC correspondente.

2B.3-EM

A figura 2B.3 mostra o efeito da administracdo prévia de rimonabanto ou
veiculo sobre o conteddo de glutamato na EM de animais submetidos a EVEC.
Como podemos observar, a EVEC induziu um aumento no conteudo de glutamato
na EM, porém estes valores ndo foram estatisticamente diferentes dos obtidos para
o grupo veiculo sem EVEC, que apresentou concentracfes extremamente baixas de
glutamato nesta area. Também pode ser observado que o pré-tratamento com

rimonabanto n&o alterou significativamente a resposta induzida pela EVEC.
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Figura 2B.3 — Efeitos da administracéo prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre o contetido

total de glutamato na EM em resposta a EVEC isoténica ou hipertbnica. Valores expressos em

médias + EPM.nd: ndo detectavel.



3 - CONTEUDO HIPOTALAMICO DE NITRATO

O desenho experimental utilizado neste protocolo para cada uma das drogas

empregadas esta representado nos esquemas abaixo:

| 50 min | 10 min | 5 min
| | I [
lavagem das canulas AEA ou veiculo EVEC decapitacéo
de jugular icv
| 60 min | 5 min
| | 1
lavagem das canulas de EVEC decapitacdo

jugular e administracao de
rimonabanto ou veiculo

ApOs a decapitacdo, os cérebros foram rapidamente removidos e mantidos
em gelo. Os nucleos hipotalamicos (NPV e NSO) e a EM foram removidos por punch
ou dissecc¢ao e processados para determinacédo do conteudo hipotalamico de nitrato,

conforme descrito anteriormente. Os dados foram expressos em nmol ou pmol de

nitrato por mg de proteina.



3A - Efeitos da administracdo icv prévia de um agon ista CB; (AEA,
100ng/4pl) sobre o contetdo hipotalamico de nitrato em resp osta a EVEC

isotdnica e hipertonica.

3A.1 - NPV

A figura 3A.1, apresentada a seguir, representa o efeito da administracdo icv
prévia de AEA sobre o contetdo de nitrato no NPV de animais submetidos a EVEC.
Como podemos observar, a EVEC isotonica nao alterou a concentragdao de nitrato
neste nucleo, porém foi encontrado um aumento no contetdo de nitrato em animais
submetidos & EVEC hipertbénica (0.10£0.009 vs 0.19+0.03, p<0.05). Além disso,
podemos observar que o pré-tratamento com AEA nao alterou significativamente

esta resposta.
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Figura 3A.1 — Efeitos da administracéo prévia de AEA (100ng/4ul) ou veiculo sobre o conteldo total
de nitrato no NPV em resposta a EVEC isotbnica ou hipertdnica. Valores expressos em médias +

EPM. *p<0.05 em relagdo ao grupo veiculo sem EVEC.



3A.2 - NSO

Como pode ser observado na Figura 3A.2, apresentada a seguir, 0 conteudo
de nitrato no NSO foi aumentado em resposta a EVEC isotonica (1.04+0.17 vs
2.62+0.45, p<0.001), porém né&o foi alterado pela EVEC hipertbnica. O pré-
tratamento com AEA blogueou parte do efeito induzido pela EVEC isotbnica
(2.62+0.45 vs 1.41+0.12, p<0.001), contudo, a resposta de aumento no contetdo de
nitrato foi mantida se compararmos os grupos AEA sem EVEC e AEA + EVEC
isotonica (0.61+0.13 vs 1.41+0.12, p<0.05).

Em animais pré-tratados com AEA, a EVEC hipertbnica induziu um aumento
no conteddo de nitrato no NSO quando comparada ao grupo AEA sem EVEC
(0.61+0.13 vs 2.33+0.21, p<0.001). Inversamente a resposta observada para a
EVEC isotbnica, o pré-tratamento com AEA aumentou significativamente a
concentracdo de nitrato no NSO de animais submetidos a EVEC hipertbnica

(1.1020.09 vs 2.33+0.21, p<0.001).
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Figura 3A.2 — Efeitos da administracéo prévia de AEA (100ng/4ul) ou veiculo sobre o contetdo total
de nitrato no NSO em resposta a EVEC isotdnica ou hipertbnica. Valores expressos em médias +
EPM. ***p<0.001 e *p<0.05 em relagcdo ao grupo veiculo sem EVEC. +++p<0.001 em relacao ao

grupo veiculo + EVEC correspondente.

3A.3-EM

A Figura 3A.3 representa o efeito da administracdo central de AEA sobre o
contetdo de nitrato na EM de animais submetidos ou ndo a EVEC. Inicialmente,
houve um aumento no contetudo de nitrato na EM de animais injetados centralmente
com veiculo e submetidos a EVEC isotbnica (0.40+0.06 vs 1.18+0.22, p<0.01),
porém nenhuma alteracéo foi obtida em resposta a EVEC hipertonica.

O pré-tratamento com AEA manteve a resposta obtida para a EVEC isotdnica
e potencializou significativamente o efeito observado para a EVEC hipertdnica, seja
comparado ao grupo AEA sem EVEC (0.40+0.06 vs 0.72+0.13, p<0.01) ou ao grupo

veiculo + EVEC hiper (0.72+0.13 vs 1.27+0.09, p<0.01).
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Figura 3A.3 — Efeitos da administracéo prévia de AEA (100ng/4pl) ou veiculo sobre o contetdo total
de nitrato na EM em resposta a EVEC isotdnica ou hipertdnica. Valores expressos em médias + EPM.
**p<0.01 em relacdo ao grupo veiculo ou AEA sem EVEC. ++p<0.01 em rela¢cédo ao grupo veiculo +

EVEC hiper.



3B - Efeitos da administracao intragastrica prévia de um antagonista CB 1
(rimonabanto, 10mg/kg) sobre o conteudo hipotalamic o de nitrato em resposta

a EVEC isotonica e hipertonica.

3B.1 - NPV

A Figura 3B.1 representa os efeitos da administracdo de rimonabanto sobre o
conteudo de nitrato no NPV de animais submetidos a EVEC. Os resultados mostram
gue nado houve alteracdo significativa entre os grupos, seja quando consideramos a

variavel EVEC ou o tratamento com o antagonista CB;.
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Figura 3B.1 — Efeitos da administracdo prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre o contetddo
total de nitrato no NPV em resposta a EVEC isotdnica ou hipertdnica. Valores expressos em médias +

EPM.

3B.2 - NSO

De acordo com a Figura 3B.2, que representa o efeito da administracao de

rimonabanto sobre a concentracdo de nitrato no NSO em resposta a EVEC,



podemos observar que, novamente, as variaveis EVEC e rimonabanto néo
produziram alteracdo significativa no conteudo deste metabdlito no nucleo

hipotalamico em questao.
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Figura 3B.2 — Efeitos da administracéo prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre o contetido
total de nitrato no NSO em resposta a EVEC isotbnica ou hipertonica. Valores expressos em médias +

EPM.

3B.3-EM

A Figura 3B.3 representa os efeitos da administracdo periférica de
rimonabanto sobre o conteudo de nitrato na EM em resposta a EVEC. A exemplo do
observado para o NPV e NSO, os resultados mostram que ndo houve alteracéo
significativa entre os grupos, seja em resposta a EVEC ou ao tratamento com o

antagonista CB;.
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Figura 3B.3 — Efeitos da administracdo prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre o contetddo
total de nitrato na EM em resposta a EVEC isotbnica ou hipertnica. Valores expressos em médias +

EPM.



4 - IMUNOISTOQUIMICA

Para a realizacdo deste protocolo experimental, os animais foram

inicialmente submetidos aos procedimentos apresentados nos esquemas abaixo:

: 50 min : 10 min | 90 min
|
I | 1 |
lavagem das canulas AEA ou veiculo EVEC perfuséo
de jugular icv
60 min 90 min
| | |
I 1 1
lavagem das cénulas de EVEC perfusdo

jugular e administracdo de
rimonabanto ou veiculo

Noventa minutos apos a EVEC, os animais foram anestesiados, perfundidos e
processados para a avaliacdo da expressao da proteina c-Fos e sua eventual co-
localizagdo com os hormonios AVP e OT nas por¢gbes magnocelular e parvocelular
do NPV e NSO, conforme descrito anteriormente.

Os resultados foram expressos em numero absoluto de duplas marcacdes e
também em porcentagem (%) de ativagdo, ou seja, a porcentagem de células
duplamente marcadas em relacdo ao numero total de células positivas para o

fendtipo correspondente.



4A - Efeitos da administracdo icv prévia de um agon ista CB; (AEA,
100ng/4 pl) sobre a expressédo da proteina c-Fos no NPV e NSO  em resposta a

EVEC isotbnica e hipertonica.

4A.1 - Co-localizagdo com AVP

De acordo com a Tabela 1, que representa o efeito do pré-tratamento com
AEA sobre o numero absoluto e sobre a porcentagem de neurbnios
vasopressinérgicos marcados para c-Fos em animais submetidos a EVEC, o
estimulo hiperténico, mas ndo a EVEC isotdnica, induziu aumento na porcentagem
de duplas marcacdes em todos os grupamentos magnocelulares avaliados (PaMM,
PaLM e NSO). Além disso, a EVEC hiperténica promoveu um aumento significativo
no nimero absoluto de neurdnios duplamente marcados para c-Fos-AVP na regiao
PaMP, sem, no entanto, induzir qualquer alteracdo no padréo de resposta da regiao
PaPO.

Também pode ser observado que o pré-tratamento com AEA nao alterou o
namero de neurdnios vasopressinérgicos ativados em resposta a EVEC na maioria
das regides analisadas, com excecdo da porcdao PaLM, onde a prévia administracéo
do agonista CB; induziu uma pequena reducdo no numero de células ativadas em
resposta a EVEC hiperténica.

Os resultados numéricos sumarizados na Tabela 1 podem também ser
visualizados nas Figuras 4A.1.1 a 4A.1.3, que mostram, respectivamente,
fotomicrografias representativas das por¢cées PaMM e PaLM do NPV e do NSO para

cada grupo experimental.



Tabela 1 - Numero de duplas marcacdes para c-Fos+AVP e porcentagem de

neurénios c-Fos+AVP nas por¢cdes PaMM, PaLM, PaPo and PaMP do NPV e no

NSO de animais pré-tratados com veiculo ou AEA e submetidos ou ndo a EVEC

isotdnica e hipertbnica.

PaMM
c-Fos+AVP
% c-Fos+
AVP

PaLM
c-Fos+AVP
% c-Fos+
AVP

PaMP
c-Fos+AVP
% c-Fos+
AVP

PaPO
c-Fos+AVP
% c-Fos+
AVP

NSO
c-Fos+AVP
% c-Fos+
AVP

Veiculo AEA

Sem . . Sem . :

EVEC EVEC iso EVEC hiper EVEC EVEC iso EVEC hiper
1.00£0.40  0.50+0.28 7.00£2.48 2.40£1.20 2.66x2.07 9.16+2.28(c)
2.60£1.22  1.15+0.67 18.24+5.56(b) 6.63+2.46  4.34+2.76 20.89+3.14(b)
0.25+0.25 0.50+0.50 9.00+3.19(b) 1.00+0.31  0.66+0.49 6.16+2.34
0.25+0.25 1.72#1.72 18.37%3.26(a) 2.79+0.76  1.38+¥1.06  10.52+3.45(c,f)
0.25+0.25 0.75%x0.75 5.00+1.51(c) 0.80+0.58  0.16+0.16 7.40£3.05
0.25+0.25 2.08+2.08 19.36+3.99 3.44+2.76  0.34+0.34 23.67+9.57(b)
0.25+0.25 0.20+0.20 1.40+0.67 0.80+0.37  0.80+0.80 1.40+0.74
0.25+0.25 0.25%0.25 6.22+2.52 4.10£1.95 3.63+3.63 6.07+2.88
1.75£0.62 4.00+1.58 36.00+2.54(a) 8.4045.27  5.83+2.46 34.00£7.11(a)
2.3240.83  7.03+2.78 47.51+0.32(a) 10.41+6.24 7.76x3.19  42.75+8.44(a)

Valores expressos em médias = EPM (n = 4 a 6 ratos por grupo). PaMM, porcao medial magnocelular

do NPV; PaLM: porcéo lateral magnocelular do NPV; PaMP, porcdo medial parvocelular do NPV;

PaPo, por¢éo posterior parvocelular do NPV; (a) p<0.001, (b) p<0.01 e (c) p<0.05 versus veiculo ou

rimonabanto sem EVEC. (f) p<0.05 versus o grupo veiculo + EVEC hiperténica.
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Figura 4A.1.1 - Fotomicrografias representativas de secg¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+AVP na porgdo PaMM do NPV de animais pré-tratados com
veiculo ou AEA e submetidos a EVEC isotdnica ou hipertdnica. Em detalhe no canto inferior direito, a
marcacao citoplasmética para AVP co-localizada ou ndo com a marcagéo nuclear para c-Fos. Escala:

100pum.
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Figura 4A.1.2 - Fotomicrografias representativas de sec¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+AVP na por¢do PaLM do NPV de animais pré-tratados com
veiculo ou AEA e submetidos a EVEC isotdnica ou hipertdnica. Em detalhe no canto inferior direito, a
marcacao citoplasmatica para AVP co-localizada ou ndo com a marcagédo nuclear para c-Fos. Escala:

100pm.
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Figura 4A.1.3 - Fotomicrografias representativas de secg¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+AVP no NSO de animais pré-tratados com veiculo ou AEA e
submetidos a EVEC isotonica ou hipertbnica. Em detalhe no canto superior direito, a marcagao

citoplasmatica para AVP co-localizada ou ndo com a marcacédo nuclear para c-Fos. Escala: 100um.



4A.2 - Co-localizacdo com OT

A Tabela 2 sumariza os efeitos da administracdo prévia de AEA sobre o
namero absoluto e porcentagem de neurdnios duplamente marcados para c-Fos-OT
no NPV e NSO. Como pode ser observado, a EVEC hiperténica induziu aumento na
porcentagem de duplas marcacdes em todas as populacbes de neurdnios
magnocelulares avaliadas, porém estes valores somente atingiram relevancia
estatistica para o NSO. Considerando-se a resposta de ativacdo neuronal das
porcdes parvocelulares, a EVEC né&o induziu efeito significativo, seja frente ao
estimulo isoténico ou ao estimulo hipertonico.

Nos animais pré-tratados com AEA, o padrdo de resposta neuronal
ocitocinérgica foi mantido, ou seja, a administracdo de AEA né&o alterou o namero
absoluto ou a porcentagem de neurénios positivos para c-Fos-OT no NPV e NSO de
animais submetidos a EVEC.

Os resultados apresentados na Tabela 2 estdo representados nas Figuras
4A.2.1 a 4A.2.3, que mostram, respectivamente, fotomicrografias obtidas das

porcdes PaMM e PaLM do NPV e do NSO de cada grupo experimental.



Tabela 2 - Numero de duplas marcacbes para c-Fos+OT e porcentagem de

neurénios c-Fos+OT nas por¢des PaMM, PaLM, PaPo and PaMP do NPV e no NSO

de animais pré-tratados com veiculo ou AEA e submetidos ou ndo a EVEC isotbnica

e hipertbnica.

PaMM
c-Fos+OT
% c-
Fos+OT

PaLM
c-Fos+OT
% c-
Fos+OT

PaMP
c-Fos+OT
% c-
Fos+OT

PaPO
c-Fos+OT
% c-
Fos+OT

NSO
c-Fos+OT
% c-
Fos+OT

Veiculo AEA

Sem . . Sem , :

EVEC EVEC iso EVEC hiper EVEC EVEC iso EVEC hiper
2.00£0.81 4.00+1.84 13.60+2.89 4.00+2.14  2.57+0.99 11.83+4.74(c)
3.43+1.34 6.80+3.44 17.8345.41 5.71+3.38  3.51%1.29 15.72+4.67
1.50+0.28 3.16+0.98 5.66+2.64 1.60+0.74 1.50+0.56 7.28+3.21
3.58+0.94 7.60£2.01 20.09+10.17 3.43£1.83 3.50+1.31 18.66+7.63
1.50+0.50 1.83+1.04 5.50£1.23 1.20+0.58 1.33+0.33 8.57+2.34(b)
6.09+2.16 7.83%4.69 20.22+2.73 2.99+1.32 3.61+0.95 26.09+4.48(b)
2.75%0.62 1.83+0.74 1.16+0.30 0.80+0.37 1.28+0.28 2.00£0.75
6.89+1.60 4.02+1.68 3.18+0.84 2.07£0.90  3.32+0.77 4.44+1.53
3.50+0.86 7.33£1.76 52.00£3.04(a) 5.60+2.33  4.00£1.96 54.71+4.36(a)
6.82+1.67 11.18+2.79 67.10+4.03(a) 7.74+3.37 5.35+2.54 62.30+4.81

Valores expressos em médias = EPM (n = 4 a 6 ratos por grupo). PaMM, porcao medial magnocelular

do NPV; PaLM: porcéo lateral magnocelular do NPV; PaMP, porcdo medial parvocelular do NPV;

PaPo, por¢éo posterior parvocelular do NPV; (a) p<0.001, (b) p<0.01 e (c) p<0.05 versus veiculo ou

rimonabanto sem EVEC.
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Figura 4A.2.1 - Fotomicrografias representativas de secg¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+OT na por¢do PaMM do NPV de animais pré-tratados com
veiculo ou AEA e submetidos a EVEC isotdnica ou hipertdnica. Em detalhe no canto inferior direito, a
marcacao citoplasmatica para OT co-localizada ou ndo com a marcagéo nuclear para c-Fos. Escala:

100pum.
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Figura 4A.2.2 - Fotomicrografias representativas de secg¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+OT na porcao PaLM do NPV de animais pré-tratados com
veiculo ou AEA e submetidos a EVEC isotdnica ou hipertdnica. Em detalhe no canto inferior direito, a
marcacao citoplasmatica para OT co-localizada ou ndo com a marcagéo nuclear para c-Fos. Escala:

100pum.
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Figura 4A.2.3 - Fotomicrografias representativas de secg¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+OT no NSO de animais pré-tratados com veiculo ou AEA e
submetidos a EVEC isotbnica ou hipertdnica. Em detalhe no canto superior direito, a marcacao

citoplasmatica para OT co-localizada ou ndo com a marcacao nuclear para c-Fos. Escala: 100um.



4B - Efeitos da administracdo intragastrica prévia de um antagonista CB 1
(rimonabanto, 10mg/kg) sobre a expressao da protein a c-Fos no NPV e NSO

em resposta a EVEC isotonica e hipertdnica.

4B.1 - Co-localizacdo com AVP

Como pode ser observado na Tabela 3, apresentada a seguir, a EVEC
hiperténica, mas ndo a EVEC isotdnica, induziu aumento na porcentagem de
neurbnios vasopressinérgicos ativados em todas as populacdes de neurdnios
magnocelulares avaliadas (PaMM, PaLM e NSO). Nao houve alteracao significativa
no numero de duplas marcagbes para c-Fos-AVP em nenhuma das por¢cdes
parvocelulares analisadas.

Por outro lado, o pré-tratamento com rimonabanto potencializou
significativamente o numero de neurdnios vasopressinérgicos ativados em resposta
a EVEC hipertdnica nas por¢cdes PaMM e PaLM, porém ndo no SON. Além disso, a
administracdo do antagonista CB; aumentou o ndmero de neurbnios duplamente
marcados para c-Fos-AVP na por¢ao PaMP.

Os dados numéricos apresentados na Tabela 3 estdo visualmente
representados nas Figuras 4B.1.1 a 4B.1.3, que mostram fotomicrografias obtidas
das por¢coes PaMM e PaLM do NPV e do NSO de cada grupo experimental,

respectivamente.



Tabela 3 - Numero de duplas marcacdes para c-Fos+AVP e porcentagem de

neurénios c-Fos+AVP nas por¢cdes PaMM, PaLM, PaPo and PaMP do NPV e no

NSO de animais pré-tratados com veiculo ou rimonabanto e submetidos ou nédo a

EVEC isotbnica e hipertdnica.

PaMM
c-Fos+AVP
% c-Fos+
AVP

PaLM
c-Fos+AVP
% c-Fos+
AVP

PaMP
c-Fos+AVP
% c-Fos+
AVP

PaPO
c-Fos+AVP
% c-Fos+
AVP

NSO
c-Fos+AVP
% c-Fos+
AVP

Veiculo rimonabanto

Sem . . Sem . .

EVEC EVEC iso EVEC hiper EVEC EVEC iso EVEC hiper
0.50+0.50 3.50+2.06 11.80+2.51 1.33+0.88 3.83+1.19  18.80+3.96(b,f)
1.32+1.31 6.59+3.93 20.34+3.39(c) 8.93+6.81 7.38+1.83  34.37+6.21(a,f)
0.75+0.47 0.50+0.22 7.20+1.46 4.25+1.03 2.661£0.76  20.20£3.95(a,d)
1.73£1.27 1.24+0.58 14.93+3.16(a) 9.04+2.37 6.20+1.44  31.48%4.50(a,d)
1.25+0.62 1.33+0.42 4.80+1.88 1.00+0.57 3.50+0.99 8.16+1.24(a,f)
11.85+5.05 7.97+3.13 17.97+6.23 11.8046.83 14.59+4.84 36.29+4.20(b,f)
1.25+0.75 1.33+0.61 1.40+0.24 1.50+0.64 2.16+0.79 1.83+0.40
5.12+3.09 7.00+3.26 9.20+2.39 5.33+2.52 10.31+2.96 8.40+2.30
2.00+1.08 2.50+1.23 51.0044.65(a) 6.25+1.65 5.50+2.20 47.66+12.28(a)
3.94+2.13  3.87+1.57 60.934+6.39(a) 12.45+3.52 7.64+2.54 57.16+9.95(a)

Valores expressos em médias = EPM (n = 4 a 6 ratos por grupo). PaMM, porcao medial magnocelular

do NPV; PaLM: porcéo lateral magnocelular do NPV; PaMP, porcdo medial parvocelular do NPV;

PaPo, por¢éo posterior parvocelular do NPV; (a) p<0.001, (b) p<0.01 e (c) p<0.05 versus veiculo ou

rimonabanto sem EVEC. (d) p<0.001, (e) p<0.01 e (f) p<0.05 versus o grupo veiculo + EVEC

correspondente.



veiculo rimonabanto

)

sem EVEC

EVEC iso

EVEC hiper

Figura 4B.1.1 - Fotomicrografias representativas de sec¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+AVP na porcdo PaMM do NPV de animais pré-tratados com
veiculo ou rimonabanto e submetidos a EVEC isotdnica ou hiperténica. Em detalhe no canto inferior

esquerdo, a marcagéo citoplasmatica para AVP co-localizada ou ndo com a marcagédo nuclear para c-

Fos. Escala: 100pm.
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Figura 4B.1.2 - Fotomicrografias representativas de sec¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+AVP na por¢do PaLM do NPV de animais pré-tratados com
veiculo ou rimonabanto e submetidos a EVEC isotdnica ou hiperténica. Em detalhe no canto inferior
direito, a marcacgéo citoplasmatica para AVP co-localizada ou ndo com a marcagao nuclear para c-

Fos. Escala: 100pm.
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Figura 4B.1.3 - Fotomicrografias representativas de secg¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+AVP no NSO de animais pré-tratados com veiculo ou
rimonabanto e submetidos a EVEC isotonica ou hipertbnica. Em detalhe no canto superior direito, a

marcacao citoplasmatica para AVP co-localizada ou ndo com a marcacgéo nuclear para c-Fos. Escala:

100pum.



4B.2 - Co-localizacdo com OT

A Tabela 4 representa os efeitos da administracdo prévia de rimonabanto
sobre o numero absoluto e porcentagem de neurdnios duplamente marcados para c-
Fos-OT no NPV e NSO. De acordo com os resultados, a EVEC isot6nica induziu
aumento significativo na porcentagem de duplas marcacbes apenas no NSO,
enquanto que a EVEC hipertbnica aumentou estes valores em todas as populacoes
de neurdnios magnocelulares avaliadas (PaMM, PaLM e NSO). N&o houve alteracéo
significativa no nimero de duplas marcacdes para c-Fos-OT em nenhuma das
porcdes parvocelulares analisadas.

Também pode ser observado que o pré-tratamento com rimonabanto
potencializou significativamente o nimero de neurdnios ocitocinérgicos ativados em
resposta a EVEC hipertbnica em todas as regides do PVN avaliadas, incluindo nas
duas porgbes parvocelulares (PaMP e PaPQO). Esta resposta induzida pelo
rimonabanto em animais submetidos a EVEC hipertonica também foi observada no
NSO.

Os resultados sumarizados na Tabela 4 estéo visualmente representados nas
Figuras 4B.2.1 a 4B.2.3, que mostram, respectivamente, fotomicrografias das

porcoes PaMM e PaLM do NPV e do NSO de cada grupo experimental.



Tabela 4 - Numero de duplas marcacbes para c-Fos+OT e porcentagem de

neurdnios c-Fos+OT nas por¢des PaMM, PaLM, PaPo and PaMP do NPV e no NSO

de animais pré-tratados com veiculo ou rimonabanto e submetidos ou ndo a EVEC

isotdnica e hipertbnica.

PaMM
c-Fos+OT
% c-
Fos+OT

PaLM
c-Fos+OT
% c-
Fos+OT

PaMP
c-Fos+OT
% c-
Fos+OT

PaPO
c-Fos+OT
% c-
Fos+OT

NSO
c-Fos+OT
% c-
Fos+OT

Veiculo Rimonabanto

Sem . . Sem . .

EVEC EVEC iso EVEC hiper EVEC EVEC iso EVEC hiper
0.75+0.25 7.50+1.04 12.00+2.50(a) 2.00+1.26 10.60+5.04(c) 29.00+2.84(a,d)
1.1740.39 13.31+3.28 17.21+3.80 2.45+1.40 14.7316.64 41.25+7.56(a,d)
0.50+0.28 4.00+1.47 8.60£1.91(c) 2.40+1.20 3.80+1.42 28.20+2.65(a,d)
1.73+1.02 11.08+4.32 18.52+1.63(c) 7.46+4.30 9.25+3.42 59.06+7.72(a,d)
1.00+0.40 3.25+0.94 5.80+2.41 2.00+1.14 5.60+3.04 13.5043.75(c,e)
2.81+1.15 12.33+3.14 16.16+6.87 5.52+2.94 13.63+6.66 33.33+4.02(a,f)
1.25+0.47 2.25+0.47 5.00+1.48 1.40+0.74 4.80+1.28 9.75+2.13(a,f)
2.95+1.12 5.47+0.96 9.59+2.68 3.77+£1.98 12.04+3.51(c) 18.04+3.33(a,f)
2.25+0.75 21.50+7.45 47.80+12.00(a) 3.00+1.14 14.00+4.51 91.00+7.66(a,d)
4.48+1.37 32.084+8.18(b) 58.85+7.71(a) 5.95+2.38 24.75+7.15(c) 83.97+4.41(a,e)

Valores expressos em médias = EPM (n = 4 a 6 ratos por grupo). PaMM, porcao medial magnocelular

do NPV; PaLM: porcéo lateral magnocelular do NPV; PaMP, porcdo medial parvocelular do NPV;

PaPo, por¢éo posterior parvocelular do NPV; (a) p<0.001, (b) p<0.01 e (c) p<0.05 versus veiculo ou

rimonabanto sem EVEC. (d) p<0.001, (e) p<0.01 e (f) p<0.05 versus o grupo veiculo + EVEC

correspondente.
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Figura 4B.2.1 - Fotomicrografias representativas de sec¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+OT na por¢do PaMM do NPV de animais pré-tratados com
veiculo ou rimonabanto e submetidos a EVEC isotdnica ou hiperténica. Em detalhe no canto inferior
direito, a marcacdo citoplasmatica para OT co-localizada ou ndo com a marcagao nuclear para c-Fos.

Escala: 100pm.
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Figura 4B.2.2 - Fotomicrografias representativas de secg¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+OT na porcao PaLM do NPV de animais pré-tratados com
veiculo ou rimonabanto e submetidos a EVEC isotdnica ou hipertdnica. Em detalhe no canto inferior
direito, a marcacéo citoplasmatica para OT co-localizada ou ndo com a marcacao nuclear para c-Fos.

Escala: 100pum.
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Figura 4B.2.3 - Fotomicrografias representativas de sec¢des coronais do cérebro de rato mostrando a
dupla imunorreatividade para c-Fos+OT no NSO de animais pré-tratados com veiculo ou rimonabanto
e submetidos a EVEC isotdnica ou hipertbnica. Em detalhe no canto superior direito, a marcacao

citoplasmatica para OT co-localizada ou ndo com a marcagao nuclear para c-Fos. Escala: 100um.



5 — REACAO DA TRANSCRIPTASE REVERSA EM TEMPO REAL

Abaixo encontram-se esquematizadas as linhas temporais de procedimentos

realizados para as dois diferentes tratamentos utilizados

experimental.

neste protocolo

decapitacao

50 min | 10 min | 60 min |
| | I [
lavagem das canulas AEA ou veiculo EVEC
de jugular icv
| 60 min | 60 min |
| I 1
lavagem das canulas de EVEC

jugular e administracéo de
rimonabanto

decapitacao

Sessenta minutos a partir da inducéo da EVEC, os animais foram decapitados

e 0s cérebros foram removidos em condi¢cdes RNAse free. Amostras do NPV e NSO

foram obtidas e submetidas a andlise semi-quantitativa de expressao génica por

meio de reacdo da transcriptase reversa em tempo real, conforme descrito

anteriormente. Os valores sdo apresentados em expressao relativa dos genes de

interesse, que corresponde a expressao do gene-alvo normalizada pela expressao

dos genes enddgenos e pelo controle absoluto do experimento (grupo veiculo sem

EVEC correspondente).



5A - Efeitos da administracdo icv prévia de um agon ista CB; (AEA,
100ng/4 pl) sobre a expressdao de RNAmM no NPV e NSO em respos ta a EVEC

isotdnica e hipertonica.

5A.1 - AVP

A Figura 5A.1.1 representa a expressao relativa do RNAm de AVP no NPV de
animais pré-tratados com AEA ou veiculo e submetidos ou ndo & EVEC. Como pode
ser observado, nos animais que receberam veiculo, a EVEC isotdnica ndo alterou a
expressdo de RNAmM de AVP neste nucleo. Por outro lado, a EVEC hipertbnica
induziu um aumento nesta variavel, porém os dados nao atingiram relevancia
estatistica quando comparados aos obtidos para o grupo veiculo sem EVEC. Os
resultados também mostram que o pré-tratamento com AEA ndo alterou o padréao de

expressdo de RNAm para AVP obtido no NPV em resposta a EVEC.
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Figura 5A.1.1 — Efeitos da administracao prévia de AEA (100ng/4pl) ou veiculo sobre a expressao
relativa do RNAm para AVP no NPV em resposta a EVEC isotdnica ou hipertnica. Valores expressos

em médias + EPM.



A expresséao relativa do RNAm de AVP no NSO induzida pela EVEC em
animais submetidos previamente a injecéo icv de AEA ou veiculo esta representada
na Figura 5A.1.2. A exemplo do encontrado para o NPV, a EVEC hipertdnica, porém
nao a isotbnica, induziu aumento no conteuddo do RNAmM para AVP, que foi
significativo quando comparado ao grupo veiculo sem EVEC (1.02+0.08 vs
1.86%0.45, p<0.05). A prévia administracdo central do agonista canabindide nao

alterou o padréo de resposta induzido pela EVEC.
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Figura 5A.1.2 — Efeitos da administragdo prévia de AEA (100ng/4ul) ou veiculo sobre a expresséo
relativa do RNAm para AVP no NPV em resposta a EVEC isotdnica ou hipertnica. Valores expressos

em médias = EPM. *p<0.05 em relac&o ao grupo veiculo sem EVEC.



5A.2 -OT

A expressao relativa do RNAmM de OT induzida pela EVEC no NPV de animais
que receberam injecdo central de AEA ou veiculo estad representada na Figura
5A.2.1. Considerando inicialmente os animais que receberam veiculo, ambos os
tipos de EVEC induziram aumento no conteudo de RNAm para OT, porém os dados
nao atingiram relevancia estatistica quando comparados aos obtidos para 0 grupo
veiculo sem EVEC. O pré-tratamento com AEA nao alterou significativamente o

padrao de resposta induzido pela EVEC.
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Figura 5A.2.1 — Efeitos da administragdo prévia de AEA (100ng/4pl) ou veiculo sobre a expresséo
relativa do RNAm para OT no NPV em resposta a EVEC isotdnica ou hipertonica. Valores expressos

em médias = EPM. *p<0.05 em relacdo ao grupo AEA sem EVEC.

De acordo com o que pode ser observado na Figura 5A.2.2, no NSO, a EVEC
ndo alterou significativamente o conteldo do RNAm para OT, embora os resultados
apontem para um aumento no grupo veiculo+EVEC hipertdnica. A prévia
administracdo central do agonista canabindide n&do alterou o padrdo de resposta

induzido pela EVEC.
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Figura 5A.2.2 — Efeitos da administracao prévia de AEA (100ng/4pl) ou veiculo sobre a expressao
relativa do RNAm para OT no NSO em resposta a EVEC isotdnica ou hipertnica. Valores expressos

em médias + EPM.



5B - Efeitos da administracao intragastrica prévia de um antagonista CB 1
(rimonabanto, 10mg/kg) sobre a expressdo de RNAmM no NPV e NSO em

resposta a EVEC isotbnica e hipertonica.

5B.1 - AVP

A Figura 5B.1.1, que representa o efeito da administracdo prévia de
rimonabanto sobre a expressdo de RNAmM para AVP em resposta a EVEC, mostra
que o estimulo hiperténico (1.08+0.16 vs 2.05+0.34, p<0.001), porém ndo o
isotdnico, promove aumento na expressao do RNAm para AVP no grupo tratado
com veiculo. Também pode ser observado que a administracdo de rimonabanto, por
si s0O, induziu uma reducdo na expressdo do RNAm para AVP no grupo sem EVEC
(1.08+0.16 vs 0.49+0.10, p<0.05). A prévia administracdo do antagonista CB;
também reduziu significativamente a resposta induzida pela EVEC hipertdnica no
NPV (2.05£0.34 vs 0.58+0.16, p<0.05). Nao foram observadas alteracdes
significativas em relacdo ao tratamento na expressdo do RNAm para AVP nos

animais submetidos a EVEC isotonica.
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Figura 5B.1.1 — Efeitos da administracao prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre a
expresséo relativa do RNAm para AVP no NPV em resposta a EVEC isotonica ou hipertonica.
Valores expressos em médias + EPM. ***p<0.001 em rela¢cdo ao grupo veiculo sem EVEC. +p<0.05 e

+++p<0.001 em relagdo ao grupo veiculo sem EVEC ou veiculo + EVEC hiper.

A resposta obtida no NSO foi bastante semelhante a encontrada no NPV. De
acordo com a Figura 5B.1.2, a EVEC hipertdnica induziu um aumento na expressao
do RNAm para AVP no NSO de animais injetados com veiculo (1.11+0.11 vs
2.3840.39, p<0.001). Além disso, o pré-tratamento com rimonabanto reduziu
significativamente a resposta induzida pela EVEC hipertdnica (2.38+0.39 vs
1.46£0.21, p<0.05). Nao foram observadas altera¢cGes significativas na expressao do
RNAmM para AVP nos animais submetidos a EVEC isotbnica, seja em relacdo a

EVEC ou ao tratamento.
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Figura 5B.1.2 — Efeitos da administracao prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre a
expressao relativa do RNAm para AVP no NSO em resposta a EVEC isotdnica ou hiperténica.
Valores expressos em médias + EPM. ***p<0.001 em relacdo ao grupo veiculo sem EVEC. +p<0.05

em relacdo ao grupo veiculo + EVEC hiper.

5B.2-OT

A Figura 5B.2.1 mostra a expressao relativa do RNAm para OT no NPV 60
minutos apés a EVEC em animais pré-tratados com veiculo ou rimonabanto. De
acordo com os resultados, tanto a EVEC isotdnica quanto a hipertbnica induziram
um aumento de duas vezes no conteudo de RNAm para OT (0.97+0.27 vs
2.67+0.50, p<0.01; 0.97+0.27 vs 2.90+0.61, p<0.01, respectivamente). Contudo, a
administracdo prévia de rimonabanto reduziu de maneira significativa esta resposta
para os dois tipos de EVEC (2.67+0.50 vs 1.36+0.26, p<0.05 para a EVEC isotonica;

2.9040.61 vs 1.3740.21, p<0.05 para a EVEC hipertdnica).
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Figura 5B.2.1 — Efeitos da administracao prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre a
expressao relativa do RNAm para OT no NPV em resposta a EVEC isotdnica ou hipertonica. Valores
expressos em médias + EPM. **p<0.01 em relagao ao grupo veiculo sem EVEC. +p<0.05 em relagéo

ao grupo veiculo + EVEC correspondente.

A expresséao relativa do RNAm para OT no NSO, representada na Figura
5B.2.2, foi significativamente aumentada pela EVEC hipertdnica, quando comparada
a expressao basal do grupo veiculo sem EVEC (0.89+0.06 vs 1.96+0.22, p<0.01).
Também pode ser observado que este efeito foi drasticamente reduzido nos animais
pré-tratados com rimonabanto e submetidos & EVEC hipertbnica (1.96+£0.22 vs

1.3520.18, p<0.01).
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Figura 5B.2.2 — Efeitos da administracao prévia de rimonabanto (10mg/kg) ou veiculo sobre a
expresséo relativa do RNAm para OT no NSO em resposta a EVEC isotonica ou hipertdnica. Valores
expressos em médias = EPM. ***p<0.0)1 em relagdo ao grupo veiculo sem EVEC. ++p<0.01 em

relagdo ao grupo veiculo + EVEC hiper.
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Quando um aumento do volume extracelular € detectado, o organismo
mobiliza diversos sistemas que visam, de uma forma geral, restabelecer o volume
circulante pelo controle sobre a ingestdo e excrecao de eletrolitos e agua. Estas
respostas homeostaticas envolvem a ativacdo de mecanismos neurais, humorais e
comportamentais.

A EVEC isotdnica ativa receptores especializados localizados no sistema
cardiovascular, os quais, por meio dos nervos vago e glossofaringeo, atingem a
regido do NTS. Do tronco cerebral, partem conexdes multissinapticas que alcangcam
o NPV e o NSO, promovendo ativacdo dos neurbnios hipotalamicos ocitocinérgicos
e inibicdo da secrecdo de AVP. Por sua vez, a EVEC hipertbnica, além de promover
aumento do volume circulante, ativa células osmossensiveis localizadas nos OCV,
as quais, por meio de vias diretas ou indiretas, estimulam a ativacdo de neurbnios
ocitocinérgicos e vasopressinérgicos, bem como a secrecdo dos hormoénios neuro-
hipofisarios, dados apresentados neste estudo e que corroboram com os achados
obtidos anteriormente por diversos autores (Haanwinckel et al, 1995; Durlo et al,
2004; Godino et al, 2005; Ruginsk et al, 2007). Agindo em sitios especificos nos rins
e coracdo, os peptideos produzidos pelo NPV e NSO, em conjunto com outros
sistemas, promovem 0S ajustes necessarios para a manutencdo da homeostase
hidreletrolitica, controlando a excrecao renal de agua e eletrolitos.

Além da AVP e OT, outros hormdnios participam da manutencao do equilibrio
hidrossalino, como € o caso dos peptideos natriuréticos (PN), entre eles o de origem
atrial (PNA), e a prolactina (PRL). A PRL é um horménio que influencia mdultiplos
processos, dentre os quais o desenvolvimento mamario, producdo e manutencéo da
secrecdo de leite, a resposta imune e ao estresse, e o metabolismo celular

(Freeman et al, 2000). As acBes da PRL no equilibrio hidreletrolitico estdo



relacionadas ao controle renal do transporte de solutos e agua (Shennan, 1994).
Nossos resultados corroboram com dados anteriores de nosso laboratério (Durlo et
al, 2004) e mostram que tanto a EVEC isotonica quanto hipertonica induzem
aumento na secrecao de PRL.

Diversas evidéncias também apontam para a participacdo do eixo HHA na
modulacdo das respostas hormonais a EVEC, uma vez que tanto o estimulo
isotbnico quanto o hipertbnico elevaram as concentracdes plasmaticas de
corticosterona em estudos anteriores (Durlo et al, 2004; Ruginsk et al, 2007).
Contudo, no protocolo de injecado central, os dados ndo mostram uma diferenca
significativa da EVEC sobre a secrecdo de corticosterona, apesar de o estimulo
hiperténico ter aumentado a secrecdo deste hormonio. Isso se deve a diferencas
metodoldgicas empregadas e ao fato de que a secrecéo de corticosterona responde
a outros tipos de estresse, como 0 uso de técnicas invasivas, ja que 0s animais
utilizados no presente estudo tiveram adicionalmente o sistema nervoso central
manipulado cirurgicamente (canulacdo do ventriculo lateral direito). Em decorréncia
dos diversos procedimentos acumulados ao longo do protocolo experimental, o
efeito da EVEC, principalmente do estimulo isotbnico, sobre a secregcdo de
corticosterona foi parcialmente mascarado, uma vez que foi observado aumento nos
valores basais deste glicocorticéide. Mais uma evidéncia que reforca esta hipotese é
a de que, no protocolo experimental em que é administrado perifericamente o
antagonista CB; (rimonabanto), sem a necessidade da realizacdo da cirurgia
estereotaxica, 0s animais que receberam veiculo apresentaram um aumento da
secrec¢do de corticosterona, tanto em resposta a EVEC isoténica quanto hiperténica.

Os efeitos dos glicocorticoides sobre a ativacdo de mecanismos

homeostaticos complexos, como a sintese de proteinas, e sobre a modulacdo de



respostas rapidas como a secrecdo hormonal, tém sido recentemente alvo de
diversos estudos. Atualmente, os glicocorticoides estao relacionados a uma série de
acOes que envolvem o recrutamento de respostas fisiolégicas e comportamentais
rapidas ou tardias em tecidos-alvo distribuidos por todo o organismo. Estudos
desenvolvidos em nosso laboratorio também mostraram que o pré-tratamento com
dexametasona, um glicocorticéide exdégeno, diminuiu as concentracdes plasmaticas
de OT observadas em resposta a EVEC isotbnica e hiperténica (Durlo et al, 2004;
Ruginsk et al, 2007) e ndo alterou as concentracdes plasmaticas de AVP induzidas
pelos mesmos estimulos (Ruginsk et al, 2007; Lauand et al, 2007). Dados
imunoistoquimicos mostraram ainda que o pré-tratamento com dexametasona
diminuiu o nimero de neurdnios ocitocinérgicos ativados em resposta a EVEC. Ao
contrario disso, a prévia administracdo de dexametasona néo alterou o padréo de
ativacdo dos neurdnios vasopressinérgicos observado em resposta ao estimulo
isotdnico, porém inibiu a resposta celular a EVEC hipertonica (Ruginsk et al, 2007).
Em conjunto, esses resultados sugerem que os glicocorticéides modulam nado sé a
rapida secrecdo de OT, mas também a ativacdo de neurdnios ocitocinérgicos em
resposta a EVEC, e que, ao contrario disso, a modulagédo da secrecéo de AVP pelos
glicocorticéides parece ndo envolver mecanismos de secre¢do, mas sim de ativagcédo
neuronal.

Considerando a incompatibilidade entre os efeitos bioldégicos e
comportamentais rapidos dos glicocorticoides e a regulacdo transcricdo-dependente,
estudos sugerem que algumas destas acdes possam ser mediadas pela interacéo
dos glicocorticoides com a membrana plasmatica (Liu & Chen, 1995) e envolvam
mecanismos independentes da transcricdo génica (Limbourg e Liao, 2003). Di et al

(2003 e 2005) mostraram posteriormente que os efeitos inibitérios dos



glicocorticéides sobre a ativacado neuronal estdo relacionados com a supressao das
vias excitatorias (principalmente glutamatérgicas) e/ou facilitacdo das vias inibitorias
(GABAEérgicas) no hipotadlamo. Estes estudos mostraram que os glicocorticoides
inibem rapidamente as correntes glutamatérgicas em terminais pos-sinapticos de
neurénios magnocelulares e parvocelulares do NPV por meio da liberacdo dos
endocanabindides, que agem como mensageiros retrégrados suprimindo a liberacéo
de glutamato para a fenda sinaptica (para revisao, ver Tasker et al, 2007).

Com base nestes relatos e na utilizagcdo de um agonista endégeno (AEA) e de
um antagonista dos receptores canabindides do tipo CB; (rimonabanto), os
resultados apresentados mostram que o pré-tratamento com AEA diminuiu
significativamente a secrecdo de corticosterona nos animais submetidos a EVEC,
achados que corroboram com os obtidos por outros autores (Barna et al, 2004;
Wade et al, 2006). Dados preliminares indicam ainda que o pré-tratamento com
rimonabanto potencializa a secre¢do de corticosterona em resposta a EVEC,
sugerindo que o0s canabindides enddgenos estejam modulando diretamente a
ativacéo do eixo HHA via receptores CB;.

Nossos resultados também mostraram que a administragdo prévia de AEA
diminuiu a resposta induzida pela EVEC na secre¢do de PRL, dados semelhantes
aos obtidos por Scorticati et al (2003), e ndo alterou de maneira expressiva 0S
valores de AVP observados em resposta a EVEC. Por outro lado, o pré-tratamento
com o antagonista CB; potencializou significativamente a secrecdo de PRL em
resposta a EVEC isotbnica e também a secrecdo de AVP em resposta ao estimulo
hipertonico, sugerindo que nem todos os efeitos observados sobre a secrecao
destes dois peptideos e mediados pelo receptor CB; possam ser induzidos pela

administracdo exogena de AEA.



Quando consideramos a secrecdo de OT, pdde-se observar que o pré-
tratamento com AEA impediu o aumento das concentracdes plasmaticas deste
horménio observado em resposta a EVEC, mimetizando os resultados obtidos em
animais tratados com dexametasona (Durlo et al, 2004; Ruginsk et al, 2007). A
administracdo prévia de rimonabanto, por sua vez, potencializou o efeito da EVEC
sobre a secrecdo de OT. Em conjunto, esses dados reforcam o papel dos
endocanabindides na modulacdo negativa a secrecdo de OT e apontam para uma
participacdo direta dos receptores CB; sobre a secrecdo deste peptideo induzida
pela EVEC.

Além de influenciar a secrecdo hormonal, nossos dados sugerem que a via
desencadeada pela ativacdo do receptor canabindide CB; possa modular a atividade
de neurbnios magnocelulares do hipotdlamo. Particularmente em relacdo a
administracdo central de AEA, ndo foram observadas alteracdes significativas no
padréo de ativagdo neuronal do NPV e NSO, seja nos neurdnios vasopressinérgicos
ou ocitocinérgicos. Contudo, quando o antagonista rimonabanto foi pré-administrado,
houve uma potencializagdo dos efeitos induzidos pela EVEC, tanto em neurdnios
marcados para AVP quanto para OT. Estes dados sugerem que o receptor CB;
esteja envolvido na modulacdo da atividade neuronal em resposta a EVEC, e que a
AEA possa desencadear mecanismos distintos que aumentem a complexidade
desta via.

Ja foi descrito que a AEA se liga aos receptores CB; com alta afinidade e
regula a atividade das proteinas efetoras da cascata como um agonista parcial
(Bouaboula et al, 1995). Por outro lado, o outro endocanabindide descrito até o
momento (2-AG), apesar de ser o mais abundante no SNC, tem menor afinidade por

esta classe de receptores quando comparado a AEA, porém estimula a cascata



intracelular como um agonista total (Mechoulam et al, 1995). Ambas as substancias
sao sintetizadas a partir de fosfolipides de membrana, porém utilizam maquinaria
enzimatica distinta, tanto para sua sintese quanto para degradacdo. Porém, néo
existem na literatura dados que relacionam um ou outro tipo de substancia aos
efeitos atribuidos ao sistema canabindide enddgeno, particularmente ao receptor
CB;. O que se sabe é que, além dos dois tipos classicamente estudados, outros
receptores da familia canabindide ainda estéo para serem completamente descritos
em termos de afinidade, locais de expressdo e mecanismo de a¢do, como é 0 caso
do receptor 6rfao GPR55.

Além disso, uma descoberta muito importante € a de que a AEA pode se ligar
a receptores vanildides do subtipo TRPV1 com alta afinidade. Estes estudos
sugerem ainda que a AEA possa ativar conjuntamente os receptores CB; e os
receptores TRPV1, uma vez que os dois tipos de receptores estdo colocalizados em
diversas regides do SNC (Tath et al, 2005) e que alguns dos efeitos produzidos pela
AEA ndo puderam ser mimetizados pelo agonista sintético WIN55,212-2 no
hipocampo e em outras regides cerebrais (Al-Hayani et al, 2001). Além disso, alguns
dos efeitos atribuidos & AEA, como antinocicepgdo, continuaram presentes em
animais knockout para o gene que codifica o receptor CB;, sugerindo que estas
respostas possam ser mediadas pela ativagdo exclusiva do sistema vaniléide (Di
Marzo et al, 2000).

Considerando a modulacdo exercida pelos endocanabindides sobre a
atividade sinaptica, diversos estudos tém demonstrado acgfes diretas destas
substancias sobre o balanco central de glutamato, o principal neurotransmissor
excitatorio do SNC. Tanto o NPV quanto o NSO recebem uma densa inervacao

glutamatérgica, que corresponde a aproximadamente um quarto do total de contatos



sinapticos estabelecidos por estes neurbnios (van den Pol et al, 1990). Além de
participar do metabolismo celular, o glutamato € liberado para a fenda, sendo
rapidamente captado pela terminacdo pos-sinaptica por meio de transportadores
especificos, entre eles 0 VGLUT2. Este tipo de receptor esta presente nos neurénios
magnocelulares (Mueller et al, 2005), na camada externa da EM (Lin et al, 2003) e
na hipoéfise posterior (Hisano et al, 2002), o que pode indicar diversos sitios de acao
local sobre a sintese e secrecdo hormonal. No entanto, deve ser esclarecido que os
valores apresentados neste estudo para o conteddo glutamatérgico ndo permitem a
determinacdo da distribuicdo do neurotransmissor segundo compartimentos
celulares, mas sim uma avaliacdo geral do balanco entre seu armazenamento e
utilizacao.

Em nosso estudo, tanto a EVEC hipertbnica quanto isotdnica induziram um
aumento significativo no conteudo total de glutamato no NPV e NSO. Estes achados
sdo consistentes com a participacdo de estimulos excitatérios vindos do tronco
cerebral, particularmente do NTS e AP, e também de outras regides hipotalamicas,
na ativacdo de respostas neuroenddcrinas e autondmicas induzidas pela
hipervolemia e hiperosmolalidade (para revisao, ver Antunes-Rodrigues et al, 2004).
O pré-tratamento com AEA nao alterou significativamente estes valores no NPV,
porém potencializou a resposta induzida pela EVEC no SON, podendo indicar que
mais glutamato tenha sido produzido ou que menos desta substancia tenha sido
utilizada nos diferentes processos celulares. A administracdo do antagonista CBj,
por outro lado, diminuiu estes estoques, podendo sugerir que menos glutamato
tenha sido produzido ou que mais desta substancia possa ter sido liberada. Esta
Gltima teoria estaria de acordo com o0s achados imunoistoquimicos, uma vez que a

prévia administragdo de rimonabanto potencializou o numero de neurbnios



ocitocinérgicos e vasopressinérgicos ativados em resposta a EVEC hipertbnica.
Contrariamente, a prévia administracdo de AEA n&o alterou o padrdo de ativacéo
neuronal, porém modificou o conteudo total de glutamato, sugerindo outros
mecanismos mais complexos estejam envolvidos nestas respostas. Nossos dados
também sugerem que a AEA possa modular o conteudo de glutamato da EM
independentemente da ativacdo do receptor CB;, porém a funcdo deste mecanismo
para o controle da secrecao hipofisaria ainda ndo esta esclarecido.

Mais recentemente, uma nova descoberta veio aumentar a complexidade
deste sistema. Foi sugerido que o0s glicocorticdides possam estimular
simultaneamente duas vias ndo gendmicas distintas. A ativacdo da cascata
intracelular derivada da subunidade Ggs do receptor transmembranico de
glicocorticoides estimularia a liberacdo de endocanabindides, 0os quais, por sua vez,
agiriam como mensageiros retrogrados nos receptores CB;j, localizados nos
terminais pré-sinapticos, para suprimir a liberacdo de glutamato para a fenda. Por
outro lado, a cascata intracelular iniciada pela ativagdo da subunidade Ggy levaria a
sintese e liberacdo de NO, substancia que tem um efeito estimulatério sobre a
liberacdo de GABA, o principal neurotransmissor inibitério do SNC (Di et al, 2009).
Segundo estes autores, os efeitos combinados dos endocanabindides e do NO
produziriam, in vitro, uma inibigdo tonica dos neurbnios magnocelulares
hipotalamicos, resultando em secrecao diminuida de AVP e OT.

O NO é um dos mais estudados neuromoduladores gasosos e tem sido
relacionado a uma série de respostas fisioldgicas e patologicas (Leonelli et al, 2008).
Ele € produzido por acdo da enzima NO sintase (NOS) sobre a L-arginina, em
quantidades equimolares ao outro produto da reacéo, L-citrulina. Uma vez liberado,

o NO tem um alcance e uma meia-vida muito curtos, sendo rapidamente convertido



em nitrato e nitrito. Estudos recentes mostraram que o NO inibe centralmente a
secrecdo de OT induzida por estimulo angiotensinérgico, além de diminuir o nimero
de disparos em neurdnios magnocelulares do NPV e NSO (Ventura et al, 2009; Reis
et al, 2007). Além disso, de acordo com o descrito anteriormente, a liberagdo de NO
e GABA mediada pelos glicocorticoides também pode estar relacionada a inibicdo
destas células (Di et al, 2005; Di et al, 2009). Embora estes efeitos sobre as
sinapses GABAérgicas possam ser determinados pela producdo e expresséo
seletiva de elementos nos terminais pré e pés-sinapticos, estudos tém sugeridos que
o NO também possa modular a excitabilidade neuronal independentemente da
liberacdo de GABA (Ventura et al, 2009).

Nossos resultados mostraram que a EVEC hipertbnica promove um aumento
significativo no conteudo de nitrato do NPV, mas ndo do NSO, de animais que
receberam veiculo centralmente, e que a administracdo prévia de AEA ndo modifica
este padrdo. Contudo, a prévia administragcdo de AEA potencializou o contetdo de
nitrato encontrado no NSO de animais submetidos ao estimulo hipertonico,
sugerindo que possam existir diferengcas nas respostas elaboradas por estes dois
ndcleos hipotalamicos. De fato, um aumento na atividade da NOS ja foi demonstrado
no hipotadlamo médio basal de animais submetidos & sobrecarga salina cronica
(Ventura et al, 2002), porém os estudos que avaliam a participacdo do NO na
secrecéo de OT e AVP sao bastante controversos e o uso de metodologias diversas
dificulta a interpretacao dos resultados obtidos.

Além de modular o conteddo de nitrato no hipotalamo, nossos resultados
mostram que a AEA parece potencializar a resposta induzida pela EVEC hipertonica
na EM. Estes dados sdo consistentes com a evidéncia de que o NO de origem

endotelial, produzido pelos capilares da circulacdo porta-hipofisaria em resposta a



estimulacdo por AEA, possa estar envolvido na modulacdo da secrecdo de
hormdnios sintetizados pela hipéfise anterior de ratos (Prevot et al, 1998). Por outro
lado, ndo foram observadas diferencas significativas entres os grupos quando
consideramos o protocolo de administracdo periférica do antagonista CB;. Em
conjunto, nossos dados podem sugerir que a modulacdo exercida pela AEA na
producdo de NO pela EM em resposta a EVEC nao sejam mediados pela ativacéao
do receptor CB;.

Além de demonstrar a participacdo do sistema canabindide enddgeno na
secrecdo hormonal, ativacdo neuronal e neuromodulacdo, este trabalho também
mostrou o efeito deste sistema sobre a expressdo do RNAmM de AVP e OT no
hipotalamo de animais submetidos a EVEC. De acordo com os resultados, a EVEC
hipertbnica, porém nao a isotdnica, aumentou a expressao relativa do RNAm para
AVP no NPV e NSO, dados consistentes com o0s apresentados para a secregao
hormonal e ativacdo de neurbnios vasopressinérgicos. Por outro lado, os dois tipos
de estimulo induziram um aumento no conteddo de RNAm para OT, sugerindo que
ndo s6 mecanismos de liberacdo hormonal rdpida foram ativados, mas também
foram iniciados em resposta a EVEC processos que culminam com a sintese
peptidica. A prévia administracdo de AEA ndo alterou significativamente o padréo de
resposta & EVEC, seja em relacdo a expressdo do RNAm para OT ou AVP. Por
outro lado, a administragcdo do antagonista CB; diminuiu significativamente a
expressdo do RNAm para os dois peptideos, tanto no NPV quanto no NSO. Os
mecanismos envolvidos nesta resposta ainda ndo conhecidos, porém Paldyova e
colaboradores (2007) mostraram que o0 antagonista CB; rimonabanto pode
apresentar efeitos dissociados na atividade funcional e na expressdo do RNAm de

receptores opidides no cerebelo. Além disso, deve ser levado em conta o fato de



que a expressdo do RNAmM nem sempre esta diretamente associada a quantidade
de proteina sintetizada, uma vez que existem mecanismos de processamento pos-
transcricional que podem atuar quando a demanda de sintese é aumentada.

Analisando, em conjunto, os multiplos eventos que formam a resposta
neuroendocrina a expansdo aguda do volume extracelular, podemos tracar uma
linha temporal de efeitos que se inicia com a secrecdo dos hormoénios hipotalamicos
a partir dos estoques neuro-hipofisarios, efeito que € observado dentro de poucos
minutos a partir da apresentacdo do estimulo e que parece estar sob modulacdo dos
receptores CB;. A EVEC hiperténica produziu um aumento detectavel no nimero de
duplas marcacfes para c-Fos/AVP ou c-Fos/OT no NPV e NSO, bem como na
expressdo do RNAm tanto de AVP quanto de OT. Interessantemente, a
administracdo central de AEA néo alterou a resposta neuronal ou de RNAm, embora
0 pré-tratamento com rimonabanto tenha promovido aumento da ativacéo celular e
inibicdo da expressdo do RNAm para AVP e OT. Contudo, deve ser notado que um
aumento na secre¢cdo hormonal nem sempre esta relacionado a um aumento da
expressdo de RNAmM, uma vez que estes efeitos constituem duas respostas
fisiologicas independentes, temporalmente separadas.

Além disso, Carter e colaboradores (1991) apresentaram a primeira evidéncia
de que a expressao de RNAm para OT e AVP induzida pela injec&o intraperitonial de
salina hipertdnica possa estar temporalmente dissociada de outros eventos, como a
ativacdo neuronal. Estes autores mostraram que 0s neurbnios magnocelulares
podem produzir um aumento no tamanho da cauda de poli (A) presente no terminal
3’ da molécula de RNAm, fato que precedeu, naquele estudo, qualquer alteracdo
significativa no contetdo absoluto de RNAm. O aumento do comprimento da cauda

poli (A) parece estar relacionado a um aumento na estabilidade do RNA (Ford et al,



1997) e, apesar de também ser observado em resposta a estimulos agudos, parece
constituir um mecanismo adaptativo importante quando o estimulo osmoético é
persistente. Infelizmente, ndo se pode afirmar que esteja seja 0 mecanismo
responsavel pelas respostas observadas, tampouco que 0s endocanabinoides
estejam envolvidos neste processo, mas pode-se especular que a administracéo de
rimonabanto possa ter alterado de alguma forma a cinética de sintese protéica,
apesar de a resposta celular e a secre¢cdo hormonal induzidas pela EVEC terem sido
mantidas, ou até mesmo potencializadas, pelo pré-tratamento com rimonabanto.
Contudo, novos estudos sdo necessarios para comprovar esta hipotese.

Em suma, os dados apresentados forneceram evidéncias da participacdo dos
canabindides enddgenos na modulacdo da secrecdo hormonal e da via de
neurotransmissao excitatoria glutamatérgica in vivo por meio da utilizagdo do modelo
experimental da EVEC e da avaliacdo dos efeitos da administracdo do ligante
enddgeno e de um antagonista dos receptores CB; sobre as respostas induzidas
frente ao aumento da osmolalidade e do volume circulantes, e ainda forneceram

evidéncias da participacéo de outros sistemas no controle destas respostas.



CONCLUSOES



Os resultados apresentados permitem concluir que o sistema canabindide
endogeno, via receptor CB;, participa de diversos eventos relacionados a sintese e
secrecdo de OT e AVP induzidas pelo estimulo da EVEC. Porém, estes dados
também sugerem que a AEA né&o seja o principal endocanabindide envolvido em tais

respostas.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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