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RESUMO

Em mamiferos, a osmolalidade do fluido extracelular é o parametro mais
importante na manutencdo do balanco hidroeletrolitica. Deste modo, variacbes de
osmolalidade sdo detectadas por células hipotalamicas especializadas, iniciando
assim uma sinalizagcao neuroquimica, com envolvimento dos sistemas glutamatergicos
e GABAEérgico, a qual pode desencadear a secrecao da ocitocina. Entretanto, o modo
como a relacdo dos aminoacidos GABA e glutamato pode modular a liberacdo de
ocitocina durante a hiperosmolalidade ainda é pouco compreendida. Neste contexto, o
objetivo do presente estudo foi caracterizar o efeito do meio hipertdénico sobre os
niveis extracelulares de GABA e glutamato e sua relagdo com a liberagao de ocitocina
em preparacfes de hipotdlamo in vitro. Para tal, Ratos Wistar Machos (270-300g)
foram mantidos em condi¢cdes padrdes de laboratério. E apds decapitacdo o cérebro
foi retirado rapidamente, os fragmentos hipotalamicos foram imediatamente
dissecados em Krebs Ringer Bicarbonato Glicose gelado (KRBG) e colocados no
sistema de perinfusédo com solugdo de KRBG isotdnica (280 mOsm/Kg H,O) fluxo de
0.5-1.0 ml/min, foram feitas as coletas a cada minuto durante 15 min. O estimulo
hipertdnico (340 mOsm/Kg H,0O) ocorreu por 3 minutos. As dosagens de glutamato,
GABA e ocitocina foram efetuadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC). As dosagens de glutamato mostraram um aumento da liberacdo somente
ap6s a diminuicdo da concentracdo de GABA. Este padrdao de liberacdo temporal
motivou-nos a adicionar GABA (3 pM) durante o estimulo osmético, resultando no
bloqueio da liberagcdo de glutamato anteriormente observada. Além disso, o0s
resultados mostraram que a liberacdo de ocitocina estimulada por solucdo de NacCl
hipertbnica pode depender também de uma diminuicdo da liberacdo de GABA. O
presente estudo sugere que a liberacdo de ocitocina estimulada por hipertonicidade

depende de alteragdo da relacdo GABA/glutamato.

Palavra chave: Glutamato, GABA, hiperosmolalidade, Ocitocina, hipotalamo



ABSTRACT

In mammals, the osmolality of extracellular fluid is a main factor for
maintenance hydro electrolyte balance. Thus, changes in osmolality are detected by
specialized hypothalamic cell, thereby starting a neurochemical signaling with
glutamatergic and GABAergic system involvement, which may trigger the oxytocin
release. However, the way of GABA glutamate aminoacids relationship could modulate
the oxytocin release under hyperosmolality is till poorly understood. In this context, the
aim in present study was characterize the hypertonic medium effect in GABA glutamate
extracellular levels and its relationship with oxytocin release in the hypothalamus in
vitro. For this, male wistar rats (270-300g) were kept under standard laboratory
conditions. After decapitation, the brain was quickly removed and the hypothalamic
fragments were immediately dissected in cold Krebs Ringer Bicarbonate Glucose
Buffer (KRBG), and were transferred to perifusion chambers containing KRBG isotonic
(280 mOsm/Kg H,0), at flow rate of 0.5-1.0 ml/min, medium effluent was collected
every during 15 min. The hypertonic stimulation (340 mOsm/kg H,O) was performed
during 3 minutes. Glutamate, GABA and oxytocin levels were determined by reverse
phase high-performance liquid chromatograph (HPLC) system. The measurements of
glutamate showed an increased release only after decrease in GABA concentration.
This release temporal profile motivated us to add GABA (3 mM) during osmotic
stimulation, resulting in blockage of glutamate release previously observed. Moreover
the results showed oxtocin release by hypertonic solution may also depend on a GABA
decrease. The present study suggests that oxytocin release stimulated by hypertonicity
depends on altering the relationship GABA / glutamate.

Keyword: Glutamate: Glutamate, GABA, Hyperosmolality, Oxytocin, Hypothalamus.
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1. INTRODUCAO

1.1As bases fisiol6égicas do controle neuroendocrino da homeostase dos

fluidos corporais.

Nas ultimas décadas, varios estudos foram realizados para identificar os
mecanismos e as areas cerebrais envolvidas na regulacdo do volume e
osmolalidade dos compartimentos corporais. Em mamiferos esses parametros
sdao mantidos por uma complexa interacdo que envolve mecanismos
neuroenddcrinos, autonémicos, hemodindmicos, renal e comportamental.
Assim, variagfes no volume e osmolalidade tornam-se importantes estimulos
para desencadear respostas adaptativas, sendo que a osmolalidade
(normalmente na faixa de 280 a 295 mOsm/kg H20) é considerada o mais
eficiente e sensivel fator capaz de ativar mecanismos compensatorios. De fato,
variagbes na ordem de 1-2% s&o o suficiente para desencadear essas
respostas (Mark et al., 2012; Fitzsimons, 1998), que em linhas gerais buscam
manter a osmolalidade mais proxima do ideal (Figura 1) (Bourque et al., 1994).

Os primeiros estudos anatbmicos apontaram para o hipotdlamo como
orgdo central responsavel por essa regulacdo (Grossan, 1969), onde ocorre
ativacdo de estruturas que sdo capazes de detectar as variacdes na
osmolalidade, resultando no recrutamento de varios mediadores quimicos, tais
como; angiotensina Il (Stancheva et al., 2009), serotonina (Margatho et al.,
2002), oxido nitrico (Gomes et al., 2010), adenosina (Menezes et al., 2011),
neuro-peptideos vasopressina e ocitocina (Brennan et al., 1984; Balment et al.,

1980), e também os dois principais neurotransmissores exitatorio e inibitério do
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sistema nervoso central (SNC), glutamato e acido gama aminobutirico (GABA)

respectivamente (Grossan., 1969; Li et al., 2005).

Regulagioda agua | Osmolalidadedo LEC Regulacdo de sédio
| | Alta |
330 mOsm/kg H20
1 Sede J, Diurese 1 Natriurese | | |, Apetite Na*
Isoténico

285 mOsm/kg H20

J Sede ‘1 Diurese J, Natriurese | | 1 Apetite Na*

Baixa
270 mOsm/kg H20

Figura 1: Respostas homeostéticas a variagdo de osmolalidade. O diagrama ilustra as
respostas adaptativas que mantém a osmolalidade do liquido extracelular (LEC)
sempre proximo do valor isoténico (= 285mOsm/kg H20, para ratos). Seta para cima
representa aumento, seta para baixo representa diminuicdo. Do lado esquerdo estdo
0s mecanismos relacionados a regulacdo hidrica. Esses incluem alteragcdo do
comportamento de sede (busca por agua) e o controle da excrecao renal de agua. Do
lado direito estdo os mecanismos da regulacdo de sédio. Esses incluem ingestdo de
sodio e sua excrecgéo renal. (adaptado de Bourque et al., 1994).

No hipotalamo, entre as estruturas responsaveis pela deteccédo e
manutencdo da osmolalidade, destaca-se a regido anteroventral do terceiro
ventriculo (AV3V), local onde encontramos o0s 6rgdos circunventriculares
(OCVs), regibes desprovidas de barreira hematoencefélica, consideradas

verdadeiras “janelas cerebrais”, essas estruturas sao precocemente expostas
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as variacoes na osmolalidade plasmatica, e os principais nucleos sao: O 6rgéo
subfornical (SFO), nucleo mediano predptico (MnPO) e o 6rgao vasculoso da
lamina terminal (OVLT) (Figura 2). Esses tem um papel chave na resposta a
variacdo da osmolalidade, neles encontramos células especializadas em
detectar variacbes no conteddo de sodio, chamadas de osmoreceptores

(Andersson & McCann, 1956).

S . Ventriculo Lateral
Orgio Subfanica

Comissia
Anterior

Orgio Vasaloso
daLanina Tamina

AreaPostram
Quarto Ventriculo
Terceiro
Veantriculo

Figura 02: Seccdo Sagital do cérebro de rato, localizacdo dos Orgéos
circunventriculares;(A), parede anterior do terceiro ventriculo (AV3V) (B).6rgéo
vasculoso da lamina terminal (OVLT), 6rgdo subfornical (SFO), nlcleo mediano
preéptico (MnPO) (adaptado de Summy-Long & Kadekaro 2001).

Essas células osmoreceptoras presente nos nucleos formadores do AV3V,
comunicam se entre elas e apresentam conexdes diretas com outros dois
importantes ndcleos do hipotdlamo; o nucleo paraventricular (PVN) e o nucleo
supradptico (SON), essa rede de comunicagdo é citada como “complexo
osmorreceptor central” (Figura 3) (Hussey et al., 2001). Essas conexdes sao
importantes para transmitir informagbes sobre a osmolalidade, e sé&o

consideradas predominantemente vias glutamatérgicas e/ou GABAérgicas

15



(Grob et al., 2003; Decavel & Van den Pol 1990; Mason et al., 1987; Van den
Pol et al., 1990). O recrutamento dessas vias vao desencadear eventos
adaptativos que incluem a secrecdo de hormoénios, ativacdo do sistema
simpatico, atividade renal e alteragcdo no comportamento, todos com intuito de
restabelecer a homeostase dos fluidos corporais. Consequentemente todas
essas respostas adaptativas, incluindo: regulacdo da secrecdo dos
neuropeptideos, podem ser mediadas pela relacdo dos aminoacidos GABA e
glutamato (Hussey et al., 2001), porém a compreensdo de como essa relacao
atua na regulacao hidroeletrolitica e os efeitos da hiperosmolalidade sobre os
niveis desses neurotransmissores ainda ndo sdo completamente elucidada

(Grob et al., 2003; Li et al., 2005; Patiense S, 2013).

SFO

MnPO

OVLT PVN
< osmoreceptores
@ periféricos
* )
SON

Figura 03: Complexo osmorreceptor central. Os corpos celulares dos neurdnios
magnocelulares do nudcleo paraventricular (PVN) e nacleo supradptico (SON) projetam
seus axbnios para o lobo posterior da pituitaria, onde ocitocina (OT) evasopressina
(AVP) séo liberados na circulagéo periférica. Eles recebem informacdes dos neurbnios
osmoreceptores centrais, muitos sédo glutamatérgicos e GABAérgicos; 6rgao vasculoso
da lamina terminal (OVLT), 6rgao subfornical (SFO) e nlcleo mediano predptico
(MnPO). OVLT e SFO enviam projecdes para MnPO. Muitas dessas informagdes sdo
mediadas por glutamato e GABA Informagfes também chegam de osmoreceptores
periféricos (adaptado de Hussy et al., 2001).

oT
AVP
Pituitaria
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De maneira geral, pequenas variacdes de osmolalidade dos fluidos
corporais de mamiferos sdo detectadas por células especializadas (chamadas
de osmoreceptores) localizadas em trés importantes nucleos; MnPO, SFO e
OVLT. Esses nucleos convertem essa alteracdo em sinalizacdo neuroquimica,
com envolvimento dos sistemas glutamatergicos e GABAEérgico, e enviam
essas informacbes para o PVN e SON, onde é produzido, armazenado e
secretado os neuropeptideos OT e AVP envolvidos no balanco hidrico. Esse
circuito uma vez ativado pode determinar importantes respostas adaptativas.
No entanto, a compreensédo de como o balanco entre a sinalizagéo inibitoria e
excitatéria no hipotalamo se relaciona com a homeostase dos fluidos corporais,
principalmente no que concerne a liberacdo de peptideo, no estado basal e
hiperosmoético, ndo sao completamente elucidadas. Assim, entender o efeito da
hiperosmolalidade sobre a relagdo entre 0s neurotransmissores
GABA/glutamato pode elucidar o mecanismo neurogquimico da resposta
hipotalamica na homeostase dos fluidos corporais, e configura-se como um

importante aspecto para compreensao da fisiologia hipotalamica.
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1.2 Papel dos sistemas GABAégico e Glutamatégico na fisiologia

hipotalamica

Glutamato e GABA s&o os principais neurotransmissores no hipotalamo
(Decavel & Van den Pol 1990; Brann 1995). Estdo envolvidos na regulacdo de
varias funcdes hipotalamicas, tais como: liberagdo de hormonios (Busnardo et
al., 2012), regulacéo da ingestdo de alimentos (Stanley et al., 1993), resposta
ao estresse (Myers et al., 2013), reproducdo (McCarthy et al., 1994), e também
na manutencao do volume e osmolalidade plasmatica (Busnardo et al., 2012;

Brennan et al., 1984; Yamaguchi & yamada 2008; Li et al., 2006).

Evidéncias recentes apontam para um papel central desses aminoacidos
na regulagdo hidrica. Dados usando hibridizagdo in situ demonstraram que a
regido do AV3V, apresenta marcacdo para ambos 0S neurdnios
glutamatérgicos e GABAérgicos (Grob et al., 2003). Além disso, alteracdes no
conteldo de Na* induzem aumento na expressdo de c-fos nessa regido,
sugerindo o recrutamento desses circuitos (Ho et al., 2007; Grob et al., 2003).
Essas caracteristicas, com a presenca de ambos 0s circuitos excitatorios e
inibitérios nos mesmos nucleos (OVLT, SFO e MnPO), indicam que essas
estruturas poderiam em determinado momento serem predominantemente
excitatorias ou inibitérias, dependendo do tipo de alteracdo detectada (Grob et
al., 2003). Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar qual

neurotransmissor é predominante em diferentes condi¢des fisioldgicas.

Os sistemas glutamatérgicos e GABAérgicos ndo estdo presentes
somente na regido responsavel pela deteccdo da variacdo de osmolalidade
(AV3V), mas também sao constituintes do PVN e SON, onde ja foram descritos

0s principais subtipos de receptores para o glutamato, incluindo NMDA, AMPA,
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cainato e mGIuRs (Al-Ghoul et al., 1997; Meeker et al., 1994; Kawasaki et al
2009; Mateos et al.,, 1998), bem como os receptores de GABA, tais como
GABAa e GABADb (Kabashima et al., 1997; Park et al., 2006). Sugerindo que o
sistema hipotalamo-neurohipofisario possa ser diretamente modulado por
esses aminoacidos, regulando assim a liberacdo dos peptideos AVP e OT

(Kabashima et al., 1997).

Porém, apesar de ambos os neurénios secretores de OT e AVP recebem
intensa inervacao de vias glutamatergicas e GABAérgicas (van den Pol et al.,
1990; Decavel & Van den Pol 1990), algumas evidéncias sugerem que eles
diferem em suas respostas frente aos aminoacidos (Yang et al., 1994,
Busnardo et al.,, 2012). Por exemplo, aplicacdo de agonistas dos receptores
tipo NMDA no NSO ativa fortemente os neurbnios secretores de AVP, porém
ndo os de OT (Busnhardo et al., 2012). Além das diferencas nas respostas das
células AVP e OT, poucos estudos abordam o papel fisiolégico dos
aminoacidos na liberacdo de OT relacionado ao equilibrio hidroeletrolitico.
Neste sentido, mais estudos sdo necessarios, buscando esclarecer a relacao
dos neurotransmissores GABA, glutamato e o peptideo OT com a homeostase

dos fluidos corporais.

Outro aspecto importante nessa fisiologia é a possivel existéncia de um
mecanismo indireto de regulacéo na liberacéo de OT, pois o fato de existir uma
acado direta dos neurotransmissores glutamato e GABA sobre os neurdnios
secretores de OT (Kabashima et al., 1997; Park et al., 2006; Busnardo et al.,
2012), ndo exclui a possibilidade de um mecanismo indireto, através da

interacd0 entre 0s proprios neurotransmissores, uma vez que ja foi
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demonstrado que a interacdo GABA/glutamato regula muitas funcdes do SNC

(Schousboe et al., 2003).

Neste sentido, estudos recentes estdo sugerindo que relagcéo
GABA/glutamato também pode regular a excitabilidade neuronal hipotalamica,
incluindo a relacionada com a variacdo de osmolalidade. O trabalho de Li e
colaboradores (2006) mostrou que o uso de agonista do receptor tipo NMDA
blogueia diminuicdo da pressdo sanguinea, decorrente da ativacdo do receptor
GABAa no hipotalamo. Sugerindo que as acdes dos circuitos GABAérgicos
possam ser mediadas pelo glutamato. Em outro estudo foi mostrado que o
bloqueio de receptores ionotrépicos de glutamato aboli a liberacdo de AVP
tanto induzida por antagonista de GABAa como em decorréncia da infusdo de
salina hipertonica (Yamaguchi & yamada 2008). Esses achados sugerem que a
modulacdo GABAérgica sobre a liberacdo dos neuropeptidios possa ocorrer via
glutamato. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer essas

evidéncias.

Contudo, apesar de muitas evidéncias apontarem um importante papel
dos sistemas GABAEérgicos e glutamatérgicos na regulacdo da homeostase dos
fluidos corporais, ainda ndo esta bem esclarecido seu papel na liberacdo de OT
relacionada com homeostase dos fluidos corporais. E por outro lado, apesar da
literatura sugerir uma acdo direta desses neurotransmissores sobre 0s
neurdnios produtores e liberadores OT, ainda ndo é bem documentado o papel
de um mecanismo indireto. Portanto, entender esses mecanismos pode
esclarecer importantes aspectos de como a relagdo dos neurotransmissores

controlam a liberacdo de OT em condicfes basais e hiperosmdtica.
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1.3 Papel da ocitocina no balanco hidrico e sua relagdo com os
neurotransmissores glutamato e GABA

Ocitocina, um peptideo formado por nove aminoacidos, com peso
molecular de 1007 KDa, foi descrita pela primeira vez em por Henry Dale
(1906), que mostrou a capacidade do extrato da pituitaria posterior em provocar
contracdo uterina em gatas gravidas. Posteriormente foi descrita a acdo da OT
na lactacdo (Otto & Scott 1910). Embora ndo se soubesse que ambos os
efeitos eram oriundos do mesmo hormoénio, esses achados definiram as duas

principais agdes periféricas da OT (Carson et al., 2013).

Apos essas descobertas, a OT tornou-se um dos neuropeptidios mais
estudados no sistema nervoso de mamiferos (Carson et al., 2013).
Consequentemente, novos estudos mostraram uma ampla participacdo em
outros processos fisioldgicos (Riem et al., 2011; Stevens et al., 2013; Burns et
al.,, 1997), incluindo a regulacdo do balanco hidrico e regulacdo da
osmolalidade plasmaética (Blackburn et al., 1993; Favaretto et al., 1997). De
fato, apesar de nao ser considerado seu principal papel na fisiologia, a OT
exerce importantes efeitos relacionados as alterac6es no balanc¢o hidrico, por
exemplo, inibindo o apetite por sal sem alterar a ingestdo de agua (Blackburn et
al., 1993), e aumentando a excrecdo renal de sédio (Balment et al., 1980;

Favaretto et al., 1997).

Além disso, trabalhos também mostraram que osmolalidade elevada é um
importante estimulo para o aumento na liberagdo de OT na corrente sanguinea
de ratos, reforcando sua participacdo na homeostase dos fluidos corporais

(Balment et al.,, 1980; Cunningham & Sawchenko 1991). Alguns estudos
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mostraram que esta liberacdo envolve alguns mediadores neuroquimicos,
como o o6xido nitrico (Gomes, 2010) e peptideo natriurético atrial (Chirquer,
2003). Entretanto, a participacdo dos aminoacidos na liberacdo de OT, induzida
pela hiperosmolalidade, ainda ndo € bem estudada. Porém, algumas
evidéncias apontam neste sentido. Como a capacidade do sistema
glutamatérgico em induzir aumento na liberacdo de OT (Busnardo et al., 2012;
Morsette et al., 2001), além do préprio envolvimento do glutamato na liberagcéo
fisiologica de OT durante a amamentacédo (Parker et al., 1993). Sugerindo uma

relacdo entre o sistema glutamatérgico e a liberacdo deste neuropeptidio.

Entretanto, alguns estudos demonstraram resultados controversos sobre a
relacdo do glutamato com a liberacdo de OT, induzida ou ndo pelo estimulo
hiperosmoético. Morsette e colaboradores (2001) demonstraram que o bloqueio
de receptores metabotrépicos de glutamato ndo altera a liberacdo de OT
induzida por meio hipertdnico. Além disso, um estudo farmacolégico mostrou
gue o receptor NMDA pode inibir a liberacdo de OT (Nissen et al., 1994). Esses
resultados mostram a complexidade da interacdo entre o0 sistema

glutamatérgico e os neurdnios ocitocinérgico.

Tao complexa quanto a relacdo do glutamato com a OT, é a interacdo
deste peptideo com o “antagonista fisiologico” do sistema glutamatérgico no
SNC, o neurotransmissor GABA. Este aminoacido parece agir como um
potente modulador do sistema ocitocinérgico. Trabalhos demonstraram que a
inervacdo GABAérgica diminui atividade de neurdnios ocitocinérgicos em
condi¢cdes basais (Nicoll & Barker 1971; Decavel & Van den Pol 1990),
sugerindo que o GABA exerca uma inibicdo tbnica sobre essas ceélulas

(Decavel & Van den Pol 1990; Kasai et al., 1987; Park et al., 2006). De fato,
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essa modulacéo é tao significativa, que durante situacées onde ha necessidade
do aumento na liberagcdo de OT, tais como: parto e amamentacdo, criou se
mecanismos fisioldgicos para diminuir a atuacédo do sistema GABAérgico sobre
as ceélulas secretora de OT (Brussard et al.,, 1997; Crowley et al., 1992).
Entretanto, mesmo bem conhecido os mecanismos relacionados com a
liberacdo de OT e o sistema GABAérgico no parto e amamentacdo, poucos
estudos buscam entender os fendmenos fisiologicos que envolvem esses
mediadores quimicos relacionados com a homeostase dos fluidos corporais,

bem como os efeitos da osmolalidade elevada sobre esses sistemas.

Alguns estudos demonstraram a capacidade do GABA em modular
importantes aspectos da homeostase dos fluidos corporais (Brennan et al.,
1984; Yamaguchi & Yamada 2008; Li et al., 2005), incluindo a modulagéo da
liberacdo do peptideo hipotalamico AVP, em condi¢cdes basais ou durante a
hiperosmolalidade (Yamaguchi & Yamada 2008). E apesar da regido do AV3V
expressar ambos o0s receptores (Kabashima et al., 1997; Park et al., 2006),
parece que essa acao ocorre via receptores tipo GABAa, sem a participacao do
receptor GABAb (Yamaguchi & Yamada 2008). Entretanto, o receptor
metabotropico de GABA pode estar envolvido na modulacdo de outros
parametros homeostaticos. Pois ja foi demostrado a capacidade do receptor
GABADb em modular o potencial excitatorio pés-sinaptico no NSO (Kombian et
al., 2001) e sua acéo reguladora da pressdo sanguinea em ratos (Li & Pan

2006).
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Em linhas gerais, as respostas enddcrinas hipotalamicas, descritas em
detalhes no campo do conhecimento em fisiologia, vdo gerar uma cascata de
eventos, os quais incluem: liberacdo de hormonios, alteracdo da atividade
simpatica, modificacdo da funcdo renal e mudanca de comportamentos, 0s
quais buscam manter o equilibrio interno e o funcionamento adequado dos
diferentes o6rgdos e sistemas. Em concordancia com a literatura atual,
aparentemente todas essas respostas podem ser controladas e
desencadeadas por mediadores neuroquimicos. Portanto conhecer e estudar a
neuroquimica dessa estrutura do sistema nervoso central resulta ndo somente
em descrever mecanismos de gatilho na resposta neuroenddécrina, mas permite
desbravar muito além do conhecimento em neuroquimica, permeando por
regides de fronteira na ciéncia, que envolve o conhecimento da fisiologia,
biologia celular, farmacologia, neurociéncia e neuroendocrinologia. Portanto
esse pode ser a chave para compreensao profunda da relacdo entre duas
classes de moléculas sinalizadoras, as quais apresentam fisiologias totalmente
diferentes, mas que no hipotalamo estdo intimamente relacionadas e ainda

pouco compreendidas, 0s neurotransmissores e 0s hormaonios.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

» Avaliar o efeito do meio hipertdnico sobre os niveis extracelulares dos
neurotransmissores GABA e glutamato e sua relacédo com a liberagcéo de

ocitocina em preparacdes de hipotalamo de ratos.

2.2Especificos

» Caracterizar o efeito do meio hipertdnico nos niveis extracelulares de

glutamato, GABA e ocitocina.

» Avaliar o papel do GABA sobre os niveis extracelulares de glutamato e

ocitocina em meio hipertonico.

» Avaliar o papel do Glutamato sobre os niveis extracelulares de ocitocina.

» Avaliar o efeito da adicdo de agonista GABA, e GABA, sobre 0s niveis

extracelulares de glutamato e ocitocina em meio hiperténico e isoténico.
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3 METODOLOGIA
3.1Aspectos éticos

O presente projeto foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica em
Pesquisa com Animais de Experimentacédo da Universidade Federal do Para

(CEPAE-UFPA), sob o protocolo n°® CEPAE-UFPA 140-13.
3.2 Animais Experimentais

Ratos Wistar Machos (260-300g) foram mantidos em condi¢cdes padrdes
de biotério, com controle de temperatura (23 = 2 °C) e luz ambiente (08:00 as

18:00 h), com agua e racao ad libitum.
3.3 Explante hipotalamico e sistema de perinfuséoin vitro

ApoOs decapitacdo o cérebro foi retirado rapidamente, os explants
hipotalamicos foram imediatamente dissecados em gelo como descrito por
Gomes e colaboradores (2010), e imediatamente colocado em meio de
incubacdo gelado; Krebs-Ringer Bicarbonato-Glicose (KRBG) isotbnico com
1% de glicose (118.46 mM NaCl, 5 mM KCI, 25 mM CaCl2, 1.18 mM
NaH2PO4, 1.18 mM MgSO04, 24.88 mM NaHCO3, pH 7.4, 280 mOsm/kg H20)
(Gomes et al., 2010), para posteriormente serem transferidos para camaras
individuais no sistema de perinfusdo (Figura 4) com solucdo KRBG isotonica a
uma temperatura de 37 + 0,5 °C (a qual teve por finalidade ndo somente nutrir
e manter viavel o tecido, mas também foi o veiculo para as drogas usadas no
presente estudo) e foi estabelecido um fluxo de 0,5-0,1 ml/min, e apoés
estabilizacdo de vinte minutos, foram feitas as coletas, do lavado tecidual, com
intervalo de um minuto, durante o periodo que transcorreu o experimento. O

estimulo hipertdnico foi realizado com solugdo de KRBG hipertbnica, pela
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adicdo de Nacl (340 mOsm/Kg H,0O).No final de cada experimento o tecido foi

exposto a 60 mM de KCI, para testar a capacidade de resposta do tecido.

O sistema de perinfusdo consiste num tipo de microdialise, adaptado ao
monitoramento e quantificacdo das concentracdes de farmacos, substancias
endogenas e metabodlitos em fluidos bioldgicos, baseando-se na difuséo
passiva de substancias através de um gradiente de concentracdo. O
equipamento € composto de um banho-maria contendo agua destilada com
temperatura em torno de 37°C, distribuidor de fluxo de um para cinco canais,
cinco camaras de acrilico forradas com filtro, para acomodar o hipotadlamo e
permitir que apenas a solucdo que banha o tecido seja difusa por capilares.
Estes capilares estdo conectados nas camaras, e interligados a uma bomba de
microinfusdo, que perfunde o liquido a fluxo constante. A solucédo de estimulo
fica em um béquer suspenso por uma estante adaptada ao banho-maria

(Figura 4).

Desta forma, a bomba promove succéo da solucédo de estimulo contida no
béquer, perpassa pelos capilares, banha o tecido nas camaras por um tempo
determinado de acordo com o protocolo experimental, entdo o liquido que lava
o tecido hipotalamico é armazenado no tubo coletor e mensurado por técnicas

de deteccédo do analito de interesse.

O volume de agua do banho-maria deve estar no nivel da camara
contendo o tecido e do béquer contendo a solugdo de estimulo, com

temperatura de 37°C, mimetizando a temperatura corpérea.

Quando a solugédo de estimulo for trocada, apenas sera substituido o

béquer por outro contendo a nova solugdo, espera-se a solucdo antiga ser
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difundida e pde-se a nova solucdo no sistema, iniciando entdo um novo

tratamento.

Tal sistema foi previamente calibrado com uma analise temporal de
aproximadamente sessenta minutos, medindo-se cada fluxo da bomba e a
respectiva vazao proporcionada por ele, verificando-se entédo o fluxo 6timo para

0S experimentos.

Sistema de perinfusao

HPLC | ¢ . 5

Figura 4: Esquema didatico do sistema de perinfusdo: Composto por reservatorio (1)
onde a solucéo de lavagem é aspirada através de uma bomba peristaltica (2) com um
determinado fluxo de trabalho, posteriormente passa para o distribuidor (3) que divide
o fluxo em cinco canais individuais, sendo que em cada canal encontra-se uma
camara de perinfusdo (4) (volume 0,5 mL) onde o tecido € colocado, o fluxo passa
pela camara lavando o tecido, e entdo é coletado para posterior analise (5). As
manipulacdes farmacolégicas podem ser realizadas mudando a solugdo do
reservatorio.
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3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
3.4.1 Equipamentos cromatograficos

O sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) usado no
presente estudo foi composto por Bomba (Shimadzu, LC20AT), detector de
fluorescéncia (Shimadzu, RF-10Axl), detector de UV/VIS (Shimadzu, SPD-
20A), desgaseificador (Shimadzu, DGA-20A5), modulo comunicador
(Shimadzu, CBM-20A), injetor de amostras Rheodyne com alca de injecao de
20 microlitros, forno (Shimadzu, CTO-20A), coluna cromatografica Shimadzu,
Shim-Pack VP-ODS, dimensdo 250 x 4,6 mm, com particulas de 5 um.
Acoplado a um microcomputador com software de integracdo Lab Solution,

esquematicamente representado na figura 5.

Injetor

Coluna

Reservatorio

Computador Detector

Figura 5: Sistema de CLAE composto por reservatorio, bomba, injetor, coluna,
detector e microcomputador.
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3.4.2 Reagentes e padrdes

Todos os reagentes e padrdes usados no presente estudo foram grau de
pureza CLAE (99 % de pureza), acetato de sodio, acido acético, acido borico,
o-phytaldehyde  (OPA), N-acetilcisteina, L-glutamato, Acido gama-
aminobutirico, Acetato de Ocitocina, Muscimol, Cloridrato de baclofen e L-
homoserina foram obtidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), Metanol foi
comprado da TEDIA Co (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Todas as solucdes foram

preparadas com agua ultrapura (Millipore).

3.4.3 Condic¢des cromatogréficas para quantificacdo de aminoacidos

Foram adotadas as seguintes condicbes operacionais: Coluna
cromatografica Shimadzu, Shim-Pack VP-ODS, dimensédo 250 x 4,6 mm, com
particulas de 5 ym; vazéo da fase movel 1,2 mL/min. Eluicdo da fase mével foi
realizada por gradiente (tabela 1) composto por fase A tampao acetato de sédio
50 uM, metanol e propanol (95% de tampéao acetato com pH 5,67; 5% de
metanol e 12 mL de propanol para cada litro de fase A), e fase B metanol 70 %;
Tempo total da corrida foi de 25 minutos; volume injetado foi de 40 pL; detector
fluorescéncia, comprimento de onda de excitacdo 340 nm e emissdo de 460

nm; A homosserina foi usada como padrao interno (Tabela 2).
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Tabela 1: Fase moével com gradiente para quantificacdo de aminoacidos: composto
por fase A tampao acetato de soédio 50 yM, metanol e propanol. pH = 5,67. Fase B
metanol 70 %, fluxo de 1,2 mL/min, eluicdo de 25 minutos

Tempo (minutos) Fase A% Fase B%
0,01 100 0
10 70 30
20 50 50
25 100 0

Tabela 2: Resumo das condi¢cbes cromatogréaficas para dosagem de aminoacidos

Caracteristica do protocolo Especificacdes

Fase movel Gradiente: Fase A (tampéao acetato de
sédio) e Fase B (metanol 70%)

Coluna analitica VP-0ODS, 250 x 4,6 mm, 5 um
Fluxo 1,2 mL/min
Temperatura 26 °C
Agente Derivatizante OPA/ N-acetilcisteina
Detector Fluorescéncia, comprimento de onda

de excitacdo 340 nm e emisséo de 460

nm.

Tempo de eluigao 25 min
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3.4.4 Procedimento de derivatizagcado de aminoacidos

Devido auséncia de caracteristicas fluorescentes intrinsecas dos
aminoacidos (glutamato e GABA), esses ndo sao detectaveis por fluorescéncia,
desta maneira utilizamos a técnica de derivatizacdo pré-coluna para separacéo
e deteccdo dos componentes. O agente derivatizante usado no presente
estudo foi o OPA, que reage com aminas primarias na presenca de

grupamento tiol gerando derivados fluorescentes.

A derivatizacdo foi realizada em duas etapas: Primeiramente em um tubo
cbnico ambar de 2 mL de volume foi feita a mistura de 16,3 mg de N-acetil-
cisteina, 13 mg de OPA e solubilizado em 300 uL de metanol (chamada de 1°
solucéo). Nesta reacdo o OPA se ligou ao grupamento tiol da cisteina. Foi
necessario manter repouso por 30 minutos para formar o complexo —OPA +
cisteina (Shah et al, 2002). Decorrido o tempo de reacdo, a 1° solucao foi
misturada a amostra (ou padrdes de aminoacidos) e tampéao borato (pH 9.5) na
proporcao de 1:6:4 (v/v) respectivamente, em um tubo ambar 2 mL de volume,
A solucdo resultante foi agitada e injetada no sistema cromatogréafico apés 5

minuto.

3.4.5 Condic¢des cromatogréficas para quantificacdo de ocitocina

Foram adotadas as seguintes condicbes operacionais: Coluna
cromatografica Shimadzu, Shim-Pack VP-ODS, dimensédo 250 x 4,6 mm, com
particulas de 5 uym; vazao da fase movel 1 mL/min; Eluicido isocratica, com fase

movel composta por metanol 70 %, pH 3.1; Tempo total da corrida foi de 10
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minutos; volume injetado foi de 40 uL; detector UV-vis, comprimento de onda

de 280 nm (tabela 3).

Tabela 3: Resumo das condi¢cdes cromatograficas para dosagem de ocitocina

Caracteristica do protocolo Especificacdes
Fase movel metanol 70%
Coluna analitica VP-0ODS, 250 x 4,6 mm, 5 um
Fluxo 1 mL/min
Temperatura 26 °C
Agente Derivatizante Sem derivatizacéo
Detector UV-vis, 280 nm
Tempo de eluicéo 10 min

3.4.6 Preparacao das amostras

As amostras do lavado do tecido coletadas no sistema de perinfusdo
(bem como os padrbes submetidos ao ensaio de recuperacdo) foram
submetidas ao processo de preparacdo, o qual consistiu: Adicdo do padréo
interno (somente usado na dosagem de aminoacidos); exposicdo ao acido
tricloroacético (TCA 1%); agitacdo em vortex durante 1 minuto, centrifugacéo a
10000 RPM por 5 minutos, retirada do sobrenadante, este foi novamente

agitado por 1 minuto, para entédo ser realizada a derivatizacéo (Figura 6).
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Amostra do lavado
de hipotalamo

+ 20 pL do Padrso interno *

+20 uL do TCA1 %

+ agitacao em vortex 1 min

+ centrifugacdo 10000 rpm
smin

v
300 L sobrenadante

+ agitacdo em vortex 1 min

Derivatizagdo **

> | CLAE

Figura 6: Fluxograma do procedimento de preparacdo das amostras. *Padrao interno

foi usado somente para detec¢cdo de aminoacidos. * Derivatizagdo somente para
deteccdo de aminoacidos.
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3.5 Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi realizada de acordo com o método de Bradford
(1976). Este método consiste no seguinte fundamento, ocorre ligacdo do
corante azul de Coomassie com grupos funcionais ou aromaticos das
proteinas. A ligacdo ocorre em dois minutos e esta dura aproximadamente
duas horas. Durante o processo, a interacdo entre a proteina de alto peso
molecular e o corante provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a
forma anibnica, que absorve fortemente em comprimento de onde de 595 nm.
Para a dosagem de proteina, separou-se em tubos de 1,5 mL, homogeneizado
de 100 puL de amostra de tecido em agua destilada, a seguir acrescentou-se
100 pL de hidréxido de sédio (NaOH) 1N e completados 500 uL com agua
destilada. Para analisar estas amostras, colocou-se, em tubos de ensaio, 50 uL
destas e adicionou-se 150 uL de agua destilada. Apds isto, adicionou-se 2 mL
do reativo de Bradford e deixou-se reagir por dois minutos. De trés em trés
tubos, foram realizadas leituras no espectrofotbmetro com comprimento de
onda de 595 nm. Os valores foram obtidos pelo uso de uma curva pré-

estabelecida com BSA (albumina sérica bovina) e reativo.
3.6 Analise estatistica

Todos os dados séo expressos em média + E.P.M. As comparacdes
dentro do grupo experimental foram feitas por meio de analise de variancia
(ANOVA) com Newman-Keus poés-teste. ComparacOes entre grupos foram
feitas utilizando ANOVA de duas vias, com Bonferroni pos-teste. P< 0.05 foi

considerado significativo.
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4. RESULTADOS
Efeito do meio hipertdnico sobre os niveis extracelular de glutamato e GABA
Com intuito de avaliar o efeito da hiperosmolalidade sobre os niveis dos
neurotransmissores glutamato e GABA, colocamos o hipotdlamo em meio
hiperosmotico (340 mOsm/Kg H,O) durante trés minutos. Em relagcdo ao
aminoacido GABA, os resultados mostraram os niveis basais (quando o tecido
foi exposto ao meio isotdnico) em torno de 3.9 £ 0.72 nmol/mg ptn, este nivel
foi imediatamente diminuido (redugao de =80%) durante a hiperosmolalidade
(0.7 £ 0.25 nmol/mg ptn (P<0.01), 1.4 + 0.33 nmol/mg ptn (P<0.05) e 1.3 £ 0.37
nmol/mg ptn (P<0.05), no primeiro, segundo e terceiro minuto do estimulo
hiperténico respectivamente), retornando aos valores basais ap6s o fim do

estimulo (Figura 7).
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GABA extracelular
nmol/mg ptn
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Figura 7: Efeito do meio hipertdnico sobre os niveis de GABA. A barra com valor da
osmolalidade de 340 mOsm/Kg H,O representa o periodo (tempo de 3 minutos) em
qgue o hipotalamo foi exposto a hiperosmolalidade. * p< 0.05; 4, 5 e 6 minutos versus
basal.
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Simultaneamente foram feitas as dosagens de glutamato, apresentando
niveis basais em torno de 2.4 + 0.22 nmol/mg ptn, porém a resposta do sistema
glutamatérgico, frente a osmolalidade elevada, ocorreu com atraso de um
minuto (quando comparado com a resposta GABAEérgica), pois o nivel basal de
glutamato foi elevado somente a partir do segundo minuto de exposicdo ao
meio hiperténico (4.3 £ 0.21 nmol/mg ptn (P<0.01) e 6.1 + 0.47 nmol/mg ptn
(P<0.001), segundo e terceiro minuto de estimulo osmaotico respectivamente),

apos o fim do estimulo os valores retornaram aos niveis basais (Figura 8).

10+

*k*k

6- *%

Glutamato extracelular
nmol/mg ptn

O 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

340 mOsm/kg H,O
Tempo (min)

Figura 8: Efeito do meio hipertbnico sobre os niveis de glutamato. A barra com valor
da osmolalidade de 340 mOsm/Kg H,O representa o periodo (tempo 3 minutos) em
que o hipotalamo foi exposto a hiperosmolalidade. ** p< 0.01; 5 minutos versus basal.
*** ps<; 0.001 6 minutos versus basal.
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A relacéo temporal dos niveis extracelular de GABA e glutamato durante
a hiperosmolalidade é visualizada com mais clareza quando a linha temporal
desses dois aminoacidos foi colocada no mesmo eixo (Figura 9). Onde
visualizamos no primeiro minuto do meio hiperténico (entre terceiro e quarto
minuto) diminuicdo imediata do GABA e atraso na resposta do glutamato,
levantando a hipdtese de que o efeito do meio hipertdnico sobre o glutamato
seria dependente da diminuicdo dos niveis extracelulares de GABA, e por esse
motivo o glutamato somente se elevaria apés o segundo minuto, quando o

GABA ja apresenta valores significativamente menores que o nivel basal.
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Figura 9: Efeito do meio hiperténico sobre os niveis de glutamato e GABA. A barra
com valor da osmolalidade de 340 mOsm/Kg H,O representa o periodo (3 minutos) em
que o hipotalamo foi exposto a hiperosmolalidade. A linha escura com quadrado
representa os niveis de glutamato. ** p< 0.01; 5 minutos versus basal do glutamato. ***
ps; 0.001 6 minutos versus basal glutamato. A linha vermelha com tridangulo
representa os niveis de GABA. * p< 0.05; 4, 5 e 6 minutos versus basal de GABA. No
primeiro minuto de exposicdo ao meio hipertdnico ndo houve alteracdo significativa
nos niveis de glutamato, mas ocorreu uma diminuicdo do GABA extracelular.
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Efeito da adicdo de GABA exdgeno sobre os niveis extracelular de glutamato

durante a hiperosmolalidade

Com intuito de confirmar a hipotese da necessidade de diminuicdo dos
niveis de GABA antecedendo resposta glutamatérgica, o experimento anterior
foi repetido, mas com adicdo de GABA (3 uM) exdégeno durante o periodo em
qgue o tecido foi exposto a hiperosmolalidade. Os resultados mostraram que o
GABA foi capaz de bloquear o aumento de glutamato induzido por estimulo
osmotico, mantendo os valores em 1.7 £0.57 e 1.8 +0.30 nmol/mg ptn no
segundo e terceiro minuto de hiperosmolalidade, sem diferencas significativas
com os valores basais (Figura 10a), sendo esses valores significativamente
menores quando comparados a hiperosmolalidade sem adicdo de GABA, (no
segundo minuto de hiper+GABA (1.7 £0.57) vs hiper (4.3 £ 0.21 nmol/mg ptn)
(P<0.001), e no terceiro minuto de hiper+GABA (1.8 +£0.30 nmol/mg ptn)vs
hiper (6.1 £ 0.47 nmol/mg ptn) (P<0.001), (Figura 10b). Os niveis de glutamato

retornaram a faixa de concentracéo basal ap6s o fim do estimulo.
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Figura 10: Efeito do GABA sobre a elevacao dos niveis de glutamato induzido por
hiperosmolalidade. a) Barra com valor da osmolalidade de 340 mOsm/Kg H,O + GABA
(3 uM) representa o periodo (3 minutos) em que o hipotalamo foi exposto a
hiperosmolalidade na presenca do GABA exdgeno. A segunda barra representa a
exposicdo do tecido ao Kcl (60 mM), para mostrar viabilidade do tecido. Adicdo de
GABA durante o estimulo osmético manteve os valores iguais aos do nivel basal (sem
diferenca estatistica, p>0.05). b) Comparacéao entre hiperosmolalidade na presenca de
GABA (3 uM) e hiperosmolalidade. +++ p< 0.001; 5 minutos hiper+GABA versus hiper,
+++ p< 0.001; 6 minutos hiper+GABA versus hiper.
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Efeito do meio hipertdnico sobre a liberagcéo de ocitocina

Com objetivo de mostrar que o modelo de estudo também é adequado
para avaliar a liberagcdo de ocitocina no hipotalamo, tentamos demonstrar a
capacidade da hiperosmolalidade em aumenta a liberacdo de OT. Para tal, o
hipotalamo foi exposto ao meio hipertdnico durante 5 minutos. Os resultados
mostraram um aumento na liberacdo de OT no quinto minuto de estimulo (p<
0.01 quando comparado com valor basal) que se sustentou por mais um minuto
apos o fim da hiperosmolalidade (nono minuto p< 0.05 quando comparado com

valor basal). Esses niveis retornaram ao valor basal nos minutos seguintes

(Figura 11).
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Figura 11: Efeito do meio hiperténico sobre a libera¢do de ocitocina. A barra com valor
da osmolalidade de 340 mOsm/Kg H,O representa o periodo (5 minutos) em que o
hipotalamo foi exposto a hiperosmolalidade. ** p< 0.01; 8 minutos versus basal. * ps;
0.05, 9 minutos versus basal.
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Efeito do glutamato sobre a liberagéo de ocitocina

Uma vez que nossos resultados mostraram a capacidade do meio
hiperténico em liberar ambos, OT e glutamato. Questionamos a possibilidade
de que a liberacdo de OT induzida por hiperosmolalidade seja mediada por
glutamato. Se essa hipotese for verdadeira, entdo glutamato poderia também
induzir liberagdo de OT, no intuito de confirmar este fenbmeno, o tecido
hipotalamico foi exposto ao glutamato (10 pM) durante 3 minutos. Os
resultados mostraram um aumento significativo na liberacdo de OT no sexto
minuto (p< 0.001 quando comparado com valor basal) este aumento se
sustentou por mais dois minutos, retornando aos valores basais apds nono

minutos de experimento (Figura 12).
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Figura 12: Efeito do glutamato (10 uM) sobre a liberacdo de ocitocina. A barra com
gluta 10 uM representa o periodo (3 minutos) em que o hipotdlamo foi exposto ao
glutamato exdégeno. *** p< 0.001; 6 minutos (9.2 £ 1.2 ng/mg ptn) versus basal. ** p<;
0.01, 7 minutos (8.8 £ 1.1 ng/mg ptn) versus basal. * p<; 0.05, 8 minutos (7.3 + 1.2
ng/mg ptn) versus basal.
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Efeito da adicdo de GABA exdgeno sobre a liberagcdo de ocitocina induzida por

hiperosmolalidade

Se de fato a liberacdo de OT induzida por hiperosmolalidade for medida
pelo glutamato, poderiamos entdo supor que adicdo de GABA durante o
estimulo osmdético pode bloquear o aumento na liberacdo da OT, uma vez que
mostramos a capacidade do GABA em bloquear o aumento dos niveis de
glutamato durante a hiperosmolalidade. Para fortalecer essa relacéo,
realizamos o experimento colocando o tecido hipotalamico diante do meio
hiperténico na presenca de GABA (3 uM) exdégeno durante cinco minutos, e
guantificamos a ocitocina liberada pelo tecido. O resultado mostrou que o
GABA exdgeno foi capaz de bloguear a liberacdo de OT induzida por

hiperosmolalidade no minuto 8 e 9. Mantendo os niveis iguais aos valores

+

basais (Figura 13a), minuto 8 (3.5 £ 1.0 ng/mg ptn) versus basal (3.3 £ 0.8

+

ng/mg ptn) p>0.05, minuto 9 (2.8 £ 0.6 ng/mg ptn) versus basal (3.3 £ 0.8
ng/mg ptn) p>0.05. E diferenca significativa quando comparamos o0s niveis de
OT do estimulo osmoético sem adicdo de GABA (figura 13 b), minuto 8 hiper
(7.7 £ 1.1 ng/mg ptn) versus minuto 8 hiper+GABA (3.6 = 1.0 ng/mg ptn) p<;
0.01, e minuto 9 hiper (6.3 £ 1.0 ng/mg ptn) versus minuto 9 hiper+GABA (2.8 =

0.5 ng/mg ptn) p<; 0.05.
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Figura 13: Efeito do GABA sobre o aumento da liberagdo de OT induzida por
hiperosmolalidade. a) Barra com valor da osmolalidade de 340 mOsm/Kg H,O + GABA
(3 uM) representa o periodo em que o hipotalamo foi exposto a hiperosmolalidade na
presenca do GABA exdgeno, a segunda barra representa a exposicéo do tecido ao Kcl
(60 mM), no intuito de mostrar a viabilidade do tecido. Adicdo de GABA durante o
estimulo osmadtico manteve os valores iguais aos do nivel basal (sem diferenca
estatistica, p>0.05). b) Comparacéo entre hiperosmolalidade mais GABA (3 uM) e
hiperosmolalidade. ++ p< 0.01; minuto 8 hiper+GABA versus minuto 8 hiper, + p< 0.05;
minuto 9 hiper+GABA versus minuto 9 hiper.
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Efeito do agonista GABA, sobre o aumento dos niveis extracelular de

glutamato induzida por hiperosmolalidade

Apb6s mostrar a capacidade do GABA em bloquear o efeito do meio
hiperténico sobre o glutamato e ocitocina, buscamos entender qual receptor
GABAérgico estaria envolvido. Neste sentido para avaliar a participacdo do
receptor GABA, utilizamos o agonista especifico, Muscimol (1 puM) durante a
hiperosmolalidade (3 minutos), e quantificamos o glutamato. O resultado
mostrou que ativacédo do receptor GABA, foi capaz de bloquear o aumento dos
niveis extracelular de glutamato induzido por meio hiperténico, mantendo os
niveis iguais aos valores basais (Figura 14a), minuto 5 (3.2 + 0.3 ng/mg ptn)
versus basal (3.1 + 0.3 ng/mg ptn) p>0.05, minuto 6 (3.8 £+ 1.6 ng/mg ptn)
versus basal (3.1 £ 0.3 ng/mg ptn) p>0.05. E diferenca significativa quando
comparamos os niveis de glutamato durante estimulo osmaético sem adi¢do de
muscimol (Figura 14b); minuto 5 hiper (5.1 + 0.2. nmol/mg ptn) versus minuto 5
hiper+Muscimol (3.2 £ 1.0 nmol/mg ptn) p<; 0.01, e minuto 6 hiper (7.4 £ 0.4

nmol/mg ptn) versus minuto 6 hiper+muscimol (3.8 + 1.6 nmol/mg ptn) p<; 0.05.
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Figura 14: Efeito do muscimol sobre a elevacdo dos niveis de glutamato induzido por
hiperosmolalidade. a) Barra com valor da osmolalidade de 340 mOsm/Kg H,O +
Muscimol (1 uM) representa o periodo (3 minutos) em que o hipotalamo foi exposto a
hiperosmolalidade na presenca do muscimol, a segunda barra representa a exposi¢ao
do tecido ao Kcl (60 mM), para mostrar viabilidade do tecido. Adicdo de muscimol
durante o estimulo osmético manteve os valores iguais aos do nivel basal (sem
diferenca estatistica, p>0.05). b) Comparac¢éo entre hiperosmolalidade na presenca de
muscimol (1 pM) e hiperosmolalidade sem muscimol; + p< 0.05; 5 minutos
hiper+muscimol versus hiper, + p< 0.05; 6 minutos hiper+muscimol versus hiper.

46



Efeito do agonista GABA, sobre o aumento dos niveis extracelular de

glutamato induzida por hiperosmolalidade

No sentido de avaliar a participacdo do receptor GABA, utilizamos o
agonista especifico, baclofeno (3 uM) durante a hiperosmolalidade (3 minutos),
e quantificamos o glutamato. O resultado mostrou que ativacdo do receptor
GABA, nédo foi capaz de bloguear o aumento dos niveis extracelular de
glutamato induzido por meio hipertbnico, os valores durante a
hiperosmolalidade foram significativamente maiores que 0s niveis basais
(Figura 15a), minuto 5 (7.2 £ 1.0 ng/mg ptn) versus basal (2.8 + 0.4 ng/mg ptn)
p<0.05, minuto 6 (9.4 £ 1.9 ng/mg ptn) versus basal (2.8 + 0.4 ng/mg ptn)
p<0.05. E valores iguais quando comparamos os niveis de glutamato durante
estimulo osmaético sem adicao de baclofeno (Figura 15b); minuto 5 hiper (5.1
0.2. nmol/mg ptn) versus minuto 5 hiper+baclofeno (7.2 £ 1.0 nmol/mg ptn) ps;
0.01, e minuto 6 hiper (7.4 £ 0.4 nmol/mg ptn) versus minuto 6 hiper+baclofeno

(9.4 £ 1.9 nmol/mg ptn) p<; 0.05.
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Figura 15: Efeito do baclofeno sobre a elevacéo dos niveis de glutamato induzido por
hiperosmolalidade. a) Barra com valor da osmolalidade de 340 mOsm/Kg H,O +
baclofeno (3 uM) representa o periodo (3 minutos) em que o hipotalamo foi exposto a
hiperosmolalidade na presenca do baclofeno, a segunda barra representa a exposicao
do tecido ao Kcl (60 mM), para mostrar viabilidade do tecido. Adicdo do baclofeno
durante o estimulo osmotico ndo alterou a liberagédo de glutamato. * p< 0.05; 5 minutos
hiper+baclofeno versus basal. ** p< 0.01, 6 minutos hiper+baclofeno versus basal b)
Comparacdo entre hiperosmolalidade na presenca de baclofeno e somente
hiperosmolalidade, n&o ocorreu diferenga estatistica em todos os tempos (p>0.05).
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Efeito do agonista GABA, sobre a liberagdo de ocitocina induzida por

hiperosmolalidade

Apoés estudar o papel dos receptores (inotropicos e metabotropicos) de
GABA na liberacdo de glutamato, buscamos também entendem como esses
receptores estdo relacionados com a liberacdo de OT durante a
hiperosmolalidade. Neste sentido para avaliar a participacdo do receptor
GABA,; utilizamos o0 agonista especifico, Muscimol (1 pM) durante a
hiperosmolalidade, e quantificamos o neuropeptidio ocitocina. O resultado
mostrou que ativacado do receptor GABA, foi capaz de bloquear o aumento da
liberacdo de OT induzido por meio hipertdénico, mantendo os niveis iguais aos
valores basais (Figura 16a), minuto 8 (2.8 £ 1.5 ng/mg ptn) versus basal (3.0 £
0.9 ng/mg ptn) p>0.05, minuto 9 (3.0 = 1.1 ng/mg ptn) versus basal (3.1 + 0.9
ng/mg ptn) p>0.05. E diferenca significativa quando comparamos os niveis de
OT durante o estimulo osmético sem adicdo de GABA (Figura 16b), minuto 8
hiper (7.7 = 1.1 ng/mg ptn) versus minuto 8 hiper+Muscimol (2.8 = 1.5 ng/mg
ptn) p< 0.01, e minuto 9 hiper (6.3 £ 1.0 ng/mg ptn) versus minuto 9

hiper+GABA (3.0 = 1.1 ng/mg ptn) p< 0.05.
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Figura 16: Efeito do muscimol sobre o aumento da liberagdo de OT induzida por
hiperosmolalidade. a) Barra com valor da osmolalidade de 340 mOsm/Kg H,O +
muscimol (1 pM) representa o periodo em que o hipotdlamo foi exposto a
hiperosmolalidade na presenca de muscimol, a segunda barra representa a exposi¢ao
do tecido ao Kcl (60 mM), com intuito de mostrar a viabilidade do tecido. Adicdo de
muscimol durante o estimulo osmadtico manteve os valores iguais aos do nivel basal
(sem diferenca estatistica, p>0.05). b) Comparagédo entre hiperosmolalidade mais
muscimol (1 pM) versus hiperosmolalidade. + p< 0.05, minuto 8 hiper+muscimol
versus minuto 8 hiper, + p< 0.05; minuto 9 hiper+GABA versus minuto 9 hiper.
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Efeito do agonista GABA, sobre a liberagdo de ocitocina induzida por

hiperosmolalidade

No sentido de avaliar a participagdo do receptor GABA, utilizamos o
agonista especifico, baclofeno (3 uM) durante a hiperosmolalidade, e
quantificamos a ocitocina. O resultado mostrou que ativacdo do receptor
GABA,, nao foi capaz de bloquear o aumento da liberacéo de ocitocina induzida
por meio hipertdnico, os valores durante a hiperosmolalidade foram
significativamente maiores que os niveis basais (Figura 17a), minuto 8 (9.0 +
1.2 ng/mg ptn) versus basal (3.8 = 0.8 ng/mg ptn) p<0.05. E valores iguais
quando comparamos 0s niveis de ocitocina durante estimulo osmoético sem
adicdo de baclofeno (figura 17 b); minuto 8 hiper (7.7 £ 1.1. nmol/mg ptn)
versus minuto 8 hiper+baclofeno (9.0 + 1.2 nmol/mg ptn) p>0.05, e minuto 9
hiper (6.7 £ 0.9 nmol/mg ptn) versus minuto 9 hiper+baclofeno (6.3 + 1.0

nmol/mg ptn) p>0.05.
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Figura 17: Efeito do baclofeno sobre o0 aumento da liberacdo de OT induzida por
hiperosmolalidade. a) Barra com valor da osmolalidade de 340 mOsm/Kg H,O +
baclofeno (3 uM) representa o periodo em que o hipotalamo foi exposto a
hiperosmolalidade na presenca do baclofeno. Adi¢cdo do baclofeno durante o estimulo
osmotico nao alterou a liberagéo de OT, ** p< 0.01; 8 minutos hiper+baclofeno versus
basal. b) Comparacéo entre hiperosmolalidade na presenca de baclofeno e somente
hiperosmolalidade, ndo demostrou diferenca estatistica significativa (p>0.05).
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Efeito da ativacdo dos receptores GABA, e GABA,, sobre o0s niveis basais de

glutamato.

Apo6s demonstrar o feito modulador do sistema GABAérgico sobre os
niveis de glutamato durante a osmolalidade elevada, buscamos entender se
este sistema também poderia regular os niveis de glutamato no ambiente
isotbnico. Para tal, o hipotdlamo foi exposto aos agonistas especificos dos
receptores GABA, e GABA,, Os resultados mostraram que tanto a ativacao do
receptor GABA, quanto o receptor GABA, ndo foi capaz de causar alteracées

significativas nos niveis do neurotransmissor glutamato (Tabela 04).

Tabela 4: Efeito dos agonistas GABAa e GABAb sobre os niveis basais de glutamato.

Muscimol (1 uM) Baclofeno (3 uM)
basal 1.84+£0.48 255+ 0.51
1° minuto 1.82 +0.67 1.98 £ 0.57
2° minuto 2.36 £ 0.87 143 +1.17
3° minuto 1.77+£0.78 1.29+1.01
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5. Discusséao

E bem descrito na literatura que o adequado balanco entre os sistemas
de neurotransmissado glutamatérgico e GABAérgico, regulam varias funcées no
SNC de mamiferos (Decavel & Van den Pol 1990; Brann 1995; Grob et al.,
2003; Li et al.,2006). Contudo, poucos estudos sao voltados para a avaliacéo
da relacdo entre estes dois sistemas com a regulacdo da fisiologia
hipotalamica. O presente estudo procura elucidar o comportamento destes
neurotransmissores no tecido hipotalamico submetido a hiperomolalidade e
sugerir como esta relacdo participaria do controle do equilibrio hidroeletrolitico.
Estudos recentes tém demonstrado o envolvimento desses sistemas
independentemente nas respostas a alteracdo de osmolalidade, com destaque
para: liberacdo de horménios (Delmore et al., 2001), regulacdo da atividade
simpatica (Li & Pan 2006), variacdo da pressdo arterial e inducdo de

comportamento (Brennan et al.,1984).

Como demonstrado nos resultados o ambiente hipertbnico causou
aumento significativo nos niveis de glutamato (Figura 8). Varios estudos
demonstram que um dos importantes fenbmenos associados a liberacdo de
glutamato no meio sdo eventos despolarizantes que, neste caso, podem estar
associados a hipertonicidade. A relacdo entre hiperosmolaridade e
despolarizacdo € fortemente sugerida por Ciura & Bourque (2006), onde é
demonstrado que as células chamadas osmoreceptores expressam em sua
membrana canais ndo seletivos para cations sensiveis a deformagéo (TRPV,
transient receptor potential vanilloid), deste modo, durante a hipertonicidade a

célula perde agua para o meio extracelular, ocasionando deformacdo de sua

membrana, abrindo os canais, causando o influxo de céations e despolarizacéo,
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podendo entéo levar a liberacdo do neurotransmissor. Essa hipotese também é
fortalecida pelo achado de Grob et al (2003), que através do estudo histoldgico
na regido do AV3V, mostraram o aumento da probabilidade de liberacdo do
glutamato ocasionada pelo aumento do sodio extracelular, além do aumento da
expressdo de c-fos dessas populacdes neuronais. Porém, também ¢é
amplamente descrito na literatura que outros mecanismos celulares podem
disparar ou favorecer eventos despolarizantes que culminariam na liberacao de
glutamato. Dentre estes mecanismos podemos destacar o conteudo de GABA
na fenda sinaptica. De fato € bem reconhecido que a diminuicdo da liberacdo
ou aumento da captacdo de GABA no SNC favorece eventos despolarizantes.
Como pouco € conhecido sobre o concomitante comportamento destes
neurotransmissores frente ao estimulo hiperosmético nosso trabalho tem muito

a acrescentar para o conhecimento da neuroquimica hipotalamica.

No que concerne aos nossos resultados observamos que o sistema
GABAérgico responde de maneira oposta ao glutamato frente a
hiperosmolalidade, (Figura 7). O mecanismo que expligue este fendbmeno
observado em nosso trabalho ainda serd fruto de avaliacdo, contudo, o
aumento da captacdo do GABA induzida pelo estimulo no ambiente
hipotalamico seria uma hipotese razoavel. Baseamo-nos em dois fatos
principais: sabe-se que os transportadores de GABA, Na' dependente, (GAT,
divididos em quatro subtipos GAT1-3 e BGT-1) controlam o conteudo deste
aminoacido no espaco extracelular de diferentes regides dos SNC (Shousboe
et al.,, 2004), incluindo o hipotalamo (Park et al., 2006), e segundo, ja foi
demonstrado que a elevacdo na concentracdo de Na'* extracelular é capaz de

aumentar a afinidade desses transportadores por seu substrato (GABA) (Bricho
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& Grewer 2005). Deste modo poderiamos entdo supor que a hipertonicidade,
causada pela elevagdo no contetido extracelular de Na®*, aumentaria afinidade
dos GATs localizados no hipotalamo, levando ao aumento da captacdo do
GABA, e consequentemente diminuicdo de sua concentracdo extracelular.
Esse possivel fenbmeno foi recentemente descrito em cultura de células da
retina (Yahara et al., 2010), tornando nossa hipdtese ainda mais plausivel.
Entretanto, estudos que consideram o efeito do estimulo hiperosmético na

captacao ou liberacdo de GABA séo necessarios para elucidar essa questao.

Embora os mecanismos envolvidos na diminuicdo dos niveis de GABA
decorrente a hiperosmolalidade ndo sejam totalmente esclarecidos, parece ser
esta resposta fundamental para uma adequada fisiologia do hipotalamo frente a
este estimulo, posto que, fora descrito o importante papel do GABA mediando
diferentes modalidades de inibicdo no hipotdlamo sendo ela ténica ou fasica

(Park et al., 2006).

Esses achados demonstram efeitos opostos da hiperosmolalidade sobre
os niveis de glutamato e GABA, sugerindo fungBes antagdnicas dessas
substancias na homeostase dos fluidos corporais. E, além disso, a metodologia
usada no presente estudo tornou possivel, ndo somente a andlise individual de
cada neurotransmissor, mas também realizar uma caracterizacado da relacao
temporal desses aminoacidos durante a hipertonicidade, uma vez que eles

foram mensurados simultaneamente (Figura 9).

Por conseguinte, quando avaliamos o curso temporal dos aminoacidos
frente a hipertonicidade podemos destacar um padréo de resposta que ocorreu
durante o primeiro minuto de estimulo, nesse momento tivemos uma resposta
imediata do sistema GABAérgico, com diminuic&o significativa da concentracao
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deste neurotransmissor inibitério no meio, porém, sem alteracao significativa
nos niveis de glutamato, ou seja, o sistema glutamatérgico se torna responsivo
somente apos diminuicdo dos niveis de GABA, um retardo relativo de um
minuto para a elevacdo dos niveis de glutamato. Esse padrdo temporal de
resposta, nos levou a questionar a possibilidade do sistema GABAérgico
modular a liberacdo de glutamato no hipotalamo. Na literatura temos alguns
dados que suportam nossa hipotese, por exemplo, ja foi bem descrita a inibicédo
tbnica do receptor GABAa sobre essa regiao (Park et al.,, 2006) e sua
modulacdo em importantes aspectos da homeostase dos fluidos corporais, 0s
quais sdo controlados pelo sistema glutamatérgico (Li et al., 2006), trabalhos
usando eletrofisiologia também demonstraram diminuicdo da frequéncia de
disparos, das células hipotalamicas na presenca do GABA e/ou seus agonistas
(Park et al., 2007; Kabashima et al., 1997). Nossa hip6tese é fortalecida por
estudos morfolégicos da citoarquitetura de células GABAérgicas e

glutamaérgicas nos principais nucleos hipotalamicas (Grob et al., 2003).

Buscando entdo confirmar essa acdo GABAérgica inibitéria sobre a
liberacdo de glutamato, questionamos o que aconteceria se 0 niveis de GABA
fossem mantidos durante a hipertonicidade. Assim, experimentos com a adicéo
de GABA exdgeno durante o periodo de tempo em que o tecido foi exposto ao
ambiente hipertbnico resultou no blogueio da liberacdo de glutamato induzida
por meio hipertbnico (Figura 10 a e b). Esse achado confirma a modulacéo
GABAérgica sobre a liberacdo de glutamato induzida por hiperosmolaridade,
contribuindo em parte para o esclarecimento da neuroquimica hipotalamica sob
condicao hipertonica, uma vez que tal fendmeno ainda nédo havia sido descrito.

Além disso, como nossos experimentos também mostraram que esta acao é
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mediada pelo receptor GABAa (Figura 14 a e b), sem envolvimento do receptor
GABAD (Figura 15 a e b), e considerando que a ativacao do receptor inotrépico
pode gerar influxo de ions cloreto, ocasionando hiperpolarizacdo da membrana
e reduzindo a probabilidade de que estimulos excitatorios possam iniciar
potenciais de acdo (Farrant & Nusser, 2005), podemos supor que iSSO seria
suficiente para anular ou diminuir a capacidade de resposta da célula
osmoreceptora, mesmo com abertura de canais de cations sensiveis a
deformacédo (Ciura & Bourque, 2006), e consequente influxo de cétions,
ocasionada pela hiperosmolalidade. Porém mais estudos sdo necessarios para
estabelecer os mecanismos que envolvem a modulacdo do sistema

GABAérgico no hipotalamo, na condicéo hiperténica.

Neste ponto, os principais resultados desse estudo, permitem postular
um novo mecanismo para a liberacdo de glutamato mediada por osmolalidade
elevada. Considerando o GABA como o principal mediador inibitério no
hipotalamo (Li et al., 2006; Park et al., 2006), o qual controla a exitabilidade
local (Mason et al., 1986), podemos supor, que a diminuicdo de seus niveis
extracelulares durante a hipertonicidade, descrita no presente estudo, poderia
sozinha ja causar elevacao dos niveis de glutamato (sem o envolvimento dos
TRPVs), 0 que em parte, explicaria a relacdo temporal da resposta desses dois
sistemas (GABAeérgico e glutamatérgico) na hipertonicidade. E de fato, essa
hipotese é reforcada pelo estudo de Li et al (2006) que mostrou que o
aplicacao da bicuculina (antagonista GABAa) na condicdo isotbnica promove
aumento dos niveis de glutamato. Ou seja, 0 bloqueio deste receptor somente,

ja é suficiente para aumentar os niveis do aminoacido excitatorio, pois no

ambiente isotbnico (observado no trabalho de Li et al., 2006) ndo temos
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abertura dos canais de cétion (TRPV), decorrente da desidratacao celular, que
ocorre somente me condi¢cdes hipertbnicas. Na literatura atual, o mecanismo
envolvendo os TRPVs é postulado como a principal explicacdo para o aumento
da excitabilidade neuronal hipotalamica durante hipertonicidade (Ciura &
Bourque, 2006; Sharif-Naeni et al., 2008), e nosso achado, ndo anula ou
desqualifica essa teoria, podemos supor que o mecanismo relacionado ao
sistema GABAérgico pode ser um facilitador da resposta, ou talvez um gatilho
inicial. Nesse ponto dependendo de qual evento poderia ocorrer primeiro: a
diminuicdo dos niveis GABA ou alteracdo do volume celular (e consequente

abertura dos TRPVSs).

Além disso, supondo a importancia do sistema GABAérgico nessa
resposta, e se a diminuicdo do GABA durante a hiperosmolalidade ocorrer
através dos GATSs, fica evidente que que esses transportadores teriam um
papel chave na fisiologia do equilibrio hidro eletrolitico, alcangcando uma nova
importancia na fisiologia hipotalamica, semelhante aos TRPVs que vém sendo
colocados como canais osmoreguladores (Liedtke 2006; Sharif-Naeni et al.,
2008). E bem provavel, que de fato esses transportadores possam estar
envolvidos na resposta a osmolalidade, pois explicariam a diferenca na
magnitude da resposta de solucdo osmoticamente equivalente com Na®, que
apresentam uma resposta de maior magnitude, em relacdo a solu¢cdes com
acucares, com menor eficiéncia na resposta (Bourque & Oliet 1997). Uma vez
que somente o Na* pode aumentar a afinidade dos GATs (Bricho & Grewer
2005), anulando nessa condicédo a atuacdo do receptor GABAa decorrente da
diminuicdo dos niveis de GABA extracelular, o que ndo ocorre no ambiente

hipertdnico causado por aclcares, ou Seja a0 que parece a ativacdo do
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receptor inotropico de GABA pode prejudicar a resposta hipotalamica a

osmolalidade.

Os achados descritos no presente trabalho fornecem novas informacoes
para 0 entendimento da resposta neuroquimica hipotalamica a
hiperosmolalidade, esses indicam novos mecanismos, 0s quais abrem caminho
para futuros estudos no campo de neurociéncia, em especial da neuroquimica,
apenas este fato ja € de grande relevancia, entretanto, devido a peculiaridade
dessa regido do SNC, a qual controla varias func¢des sistémicas, os achados
neuroquimicos ganham verdadeiro sentido, principalmente campo da fisiologia,
quando buscamos entender sua relacdo com as respostas sistémicas
desencadeadas pelo estimulo osmatico, ou seja, temos a oportunidade buscar
entender como 0s niveis desses neurotransmissores podem se relacionar e
influenciar a liberagdo de um horménio, tal como a ocitocina. Para tal,
primeiramente, demonstramos a capacidade da hiperosmolalidade em
aumentar a liberagdo de OT, como se pode observar na Figura 11. Este
achado confirma trabalhos anteriores (Balment et al ., 1980), que demonstram
gue a osmolalidade € um importante estimulo para liberacdo de OT em ratos, e
primordialmente no contexto do nosso estudo, mostra que a metodologia
empregada no presente trabalho €é adequada tanto para analise dos
aminoacidos bem como do neuropeptideo OT. Desta maneira, relacionando
aminoacidos e OT, evidenciamos a liberacdo prévia do glutamato a secrecao
da ocitocina estimulada por hipertonicidade, levando-nos a sugerir que o0
glutamato possa mediar a secre¢cdo de ocitocina, colabora com nossa
interpretacdo o fato de que ja foi descrito a presenca de receptores de

glutamato nas células ocitocinérgicas (Busnardo et al., 2012). Assim, com 0
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intuito de fortalecer essa possibilidade o tecido hipotalamico foi exposto ao
glutamato em ambiente isotdnico, o qual induziu aumento significativo na
liberacdo de OT (Figura 12), confirmando achados anteriores por estudos in
vivo (Busnardo et al.,, 2012) ou in vitro (Delmore et al., 2001), os quais
mostraram que tanto receptores ionotropicos como metabotropicos de
glutamato estimularam a liberacdo de ocitocina. Sugerindo o envolvimento do
sistema glutamatérgico na ativacdo de neurbnios secretores de OT durante a

hiperosmolalidade.

Quando comparamos o padrdo de liberacdo de OT induzida por
glutamato e o induzido por meio hipertdnico, podemos notar uma diferenca
temporal. Aparentemente a adicdo do glutamato foi capaz de gerar uma
liberacdo sustentada por mais tempo (Figura 12), sugerindo a participacao de
receptores metabotrépicos. Entretanto, surpreendentemente na
hiperosmolalidade (Figura 11) parece nao haver a participacdo desses
receptores, indicando primordialmente um componente ionotrépico. Essa
hipétese é reforcada pelo estudo de Delmore e colaboradores (2001), o qual
mostrou a capacidade dos receptores metabotropicos de glutamato em liberar
OT, porém o uso dos antagonistas desses receptores nao reduzem ou
blogueiam a liberacdo de OT induzida por hiperosmolalidade. Entretanto, mais

estudos sao necessarios neste sentido.

Apesar de nao sabermos com clareza qual receptor pode estar
envolvido, nosso estudo sugere um papel importante para o0 sistema
glutamatérgico na liberagcdo de OT frente a hiperosmolalidade, além disso,
tendo em vista que ele é considerado o principal neurotransmissor na regiao

hipotalamica (Van Den Pol et al., 1990), e a capacidade do GABA em bloquear
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sua liberacdo por hiperosmolalidade (descrita no presente estudo), podemos
supor que adicdo de GABA exdgeno durante o estimulo osmotico poderia
entdo bloguear o aumento na liberacdo de OT. Para esclarecer este aspecto,
realizamos o experimento, o qual confirmou nossa hipétese, demonstrando a
capacidade do GABA em bloquear também a liberacdo de OT (figura 13). Este
achado sugere que o sistema glutamatérgico, se ndo for o principal, pode ser
um dos principais mediadores da liberacdo de OT induzida por osmolalidade
elevada. Entretanto, ndo podemos excluir também uma acdo direta da via
GABAérgica sobre os neurbnios ocitocinergicos, visto que esses expressam
receptores para GABA (Brussaard et al.,, 1997; Kabashima et al., 1997; Li).
Oportunamente, vale destacar que a principal colaboracdo do presente
resultado é resaltar a importancia do adequado balanco entre vias excitatérias
e inibitérias bem como a propria interacdo GABA/glutamato na regulacdo da

excitabilidade neuronal no hipotalamo.

Os mecanismos bioquimicos envolvidos na liberacdo de ocitocina foram
amplamente estudados e tema de revisdo na literatura atual (Tobin et al.,
2012), porém no que concerne a liberacéo induzida por osmolalidade elevada,
temos ainda alguns aspectos nao totalmente esclarecidos, incluindo sua
modulacdo. Classicamente é relatada a dependéncia e o importante papel das
células osmorreceptoras para liberacdo desse peptideo (Summy-Long &
Kadekaro 2001; Andersson & Mccann 1956). Entretanto, recentemente, vem
sendo descrito uma resposta intrinsecas dos neurdnios ocitocinérgicos frente a
hiperosmolalidade (Meeker, 2002; Bourque et al., 1994), sugerindo que essas
células possam responder diretamente a variacdes de osmolalidade, porém o

papel fisiologico desses achados, na regulacdo dos fluidos corporais, séo
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guestionaveis e néo totalmente esclarecidas, uma vez que lesdo nos nucleos
onde encontramos as células osmoreceptoras abolem quaisquer respostas a

osmolalidade elevada, incluindo a liberacéo de ocitocina (Oliveira et al., 2004).

Em nosso estudo, observamos um padrdo de resposta temporal bem
como de inibicdo pelo sistema GABAérgico, que sugere que a liberacdo de OT
ocorra principalmente pela acdo de inputs extrinsecos glutamatérgicos, sem
participacdo aparente de uma resposta intrinseca das células secretoras de
OT. Por um lado temos o receptor GABAa bloqueando a liberacdo de OT
(Figura 18), o que nos permite supor que tal fenbmeno ocorra em
consequéncia da préprio bloqueio da liberacédo do glutamato, e de fato, estudos
mostraram que 0s antagonistas dos receptores de glutamato bloqueiam muitas
respostas a osmolalidade elevada, entre elas destacamos a liberacdo dos
neuropeptideos AVP e OT (Onaka & Yagi 2001). Reforcando o papel central
das vias glutamatérgicas na resposta hipotalamica ao aumento do contetudo de
sédio extracelular. Oportunamente, também podemos supor o envolvendo da
inibicdo tbnica do receptor GABAa nesta modulacédo, pois quando adicionamos
o0 agonista do GABAa em ambiente isotbnico n&o tivemos alteracdes
significativas nos niveis de glutamato (Tabela 4), sugerindo que durante o
estado basal os niveis de GABA sdao suficientes para ativar continuamente o
referido receptor. Essa interpretacdo € reforcada pelo estudo de Li e
colaboradores (2006) que mostrou que o aplicacdo da bicuculina (antagonista

GABAa) no ambiente isotonico induz aumento dos niveis de glutamato.

Ainda avaliando o sistema GABAérgico, mostramos que 0 receptor
GABAb nédo bloqueia a liberagdo do horménio (Figura 17), resultado

aparentemente controverso diante do documentado papel deste receptor
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metabotropico na modulacdo da liberagdo de OT durante a amamentacao
(Richards et al., 2005), ao que parece entdo a capacidade intrinseca dessas
células em responder a osmolalidade elevada (Meeker, 2002) atua em conjunto
com o0s inputs glutamatérgicos extrinsecos diferenciando a capacidade de
resposta do neurdnio ocitocinérgico diante desses dois estimulos; osmolalidade
elevada e amamentacdo. Nossa hipétese ainda ndo esclarece o verdadeiro
papel dessa resposta intrinseca dos neurénios ocitocinérgicos, mas, apesar da
abertura desses canais sensiveis a deformacéo, nessas células, ndo ser capaz
de gerar uma despolarizacdo substancial (Meeker, 2002), é possivel que ele
facilite atuacdo de sinapses excitatorias. Esses dados juntos sugerem que o
receptor GABAb pode estar envolvido em outros aspectos da fisiologia
hipotalamica mediada pela ocitocina, porém, em decorréncias das
propriedades intrinsecas dos neurbnios ocitocinérgicos, ndo participa

significativa na regulacdo da homeostase dos fluidos corporais.
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Em conclusdo, os achados descritos no presente estudo permitem
descrever uma sequéncia de eventos neuroquimicos desencadeados pela
hipertonicidade, os quais culminam com a liberacdo de OT. Primeiramente, no
ambiente isotdnico encontramos concentracdes de GABA suficientes para
manter uma inibicdo ténica, mediada pelo receptor GABAa, sobre a liberacéo
de glutamato, e, deste modo a propria excitabilidade hipotalamica . Finalmente,
este estudo contribuiu com evidéncias in vitro que suportam a hipétese de que
a liberacdo de ocitocina estimulada por hipertonicidade depende da relacéo
GABA/glutamato favoravel ao glutamato para ocorrer. Uma vez instalada a
condicdo de hiperosmolalidade (Figura 18 a), observamos a diminuicédo
imediata dos niveis do neurotransmissor GABA, que consequentemente
elimina/diminui a inibicdo tdnica presente no estado basal (Figura 18 b),
sucedido pelo aumento dos niveis de glutamato, o que inverteu a relacéo
GABA/glutamato anterior, tornando as vias excitatérias predominantes no
tecido hipotalamico (Figura 18 c), e os niveis elevados de glutamato resultaram

na liberacdo de OT.
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Figura 18: Eventos neuroquimicos desencadeados pela hipertonicidade.
Esquematicamente representados, a) Aumento da osmolalidade extracelular. b)
Diminuicdo do neurotransmissor GABA. ¢) Aumento dos niveis de glutamato, que
culminam no aumento da liberacdo de ocitocina.
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7 ANEXOS

Validacdo dos métodos cromatograficos
Tempo de retencéo

E o parametro que verifica o periodo para eluicdo do analito desde o ato
da injecdo até a saida do ponto maximo do pico do sistema. Engloba o tempo
que o componente em questdo fica no sistema cromatografico, quer na fase
moével quer na fase estacionaria. A obtencdo deste parametro permite a
identificacdo do analito de interesse frente as condigcbes cromatograficas

previamente estabelecidas.

Linearidade

Corresponde a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracado da substancia em exame. Recomenda-se que a
linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 6 concentracdes
diferentes em triplicata. Os resultados devem ser analisados por métodos
estatisticos apropriados como, por exemplo, o calculo de regressao linear. O

critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser = 0,95.

Curva de calibracao

A curva de calibracdo representa a relacdo entre a resposta do
instrumento e a concentracdo conhecida do analito, utilizando-se a mesma
matriz biolégica proposta para o estudo. A curva de calibragdo deve incluir no
minimo seis amostras contendo padrdao do analito e padréo interno. Os
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resultados devem ser analisados por métodos estatisticos apropriados como,
por exemplo, o célculo de regresséo linear. O critério minimo aceitavel do

coeficiente de correlacao (r) deve ser = 0,95.

Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O LD do método representa a menor concentracao do analito em exame
que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado. O limite de
deteccdo € estabelecido por meio da analise de solucGes de concentracfes
conhecidas e decrescentes do analito, at¢é o menor nivel detectavel.
Recomenda-se que o LD seja de 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de
base.O LQ € a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condicdes

experimentais estabelecidas (desvio menor ou igual a 15%).

Exatidao (teste de recuperacao)

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. Os ensaios foram feitos em triplicata durante trés dias
consecutivos. Para calcular a exatidao efetuou-se a divisdo da concentracéo

obtida pela concentragéo tedrica multiplicado por cem.
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A recuperacdo do analito indica o quanto foi perdido durante as diversas
etapas ocorridas nos procedimentos de preparo da amostra, esse também &
considerado um parametro que mede exatiddo. A recuperacdo do presente
meétodo foi determinada a partir das solu¢des controle que foram mensuradas
antes e apos os diferentes processos. Os resultados obtidos com solucdes

padrdo ndo submetidas aos processos representam 100% de recuperacao.

Repetibilidade (preciséo intra-dia e inter dia)

E a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condicBes
definidas. A repetibilidade é verificada utilizando-se, no minimo, 3 (trés)
concentracfes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de variacdo do
procedimento, realizando-se, no minimo, 5 (cinco) determinacbes por
concentracdo. Deve ser avaliada pelo coeficiente de variacdo (CV%), ndo se

admitindo valores superiores a 15%.
Estabilidade

Para a realizacdo do estudo de estabilidade devem ser observados os
parametros de exatiddo, precisdo, linearidade, limite de deteccao, limite de
quantificacdo e especificidade previamente validados. A estabilidade do analito
depende de suas propriedades quimicas, da matriz biologica e do material de
acondicionamento utilizado.

As condicdes de realizacdo dos ensaios de estabilidade devem reproduzir
as reais condi¢cdes de manuseio e analise das amostras. Deve ser avaliada a

estabilidade do analito durante a coleta e manuseio da amostra, apés
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armazenagem de longa duracdo (congelamento) e curta duracdo (a
temperatura ambiente), apos ciclos de congelamento e descongelamento e nas

condicdes de analise.

Parametros obtidos na validacdo da dosagem de amino&cidos
Tempo de retencao

O tempo de retencdo dos aminoacidos glutamato, Homoserina (padréo

interno) e GABA foram respectivamente 9.7, 14.6 e 22.4 minutos (figura 19).

i GABA
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Padrdo interno

Amplitude do pico mV
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Figura 19: Cromatograma padrao mostrando o tempo de retencdo dos aminoacidos
nas condi¢bes cromatogréaficas estabelecidas

Linearidade

O teste de linearidade mostrou que o sistema cromatogréafico respondeu
de maneira linear para ambos os aminoacidos (glutamato e GABA), na faixa de
concentracéo de 0.3, 0.6, 1.25, 2.5, 5, 10 e 15 nmol para glutamato e 0.15, 0.3,

0.6, 1.25, 2.5, 5 e 10 nmol para o GABA, com coeficiente de correlacéo igual a
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0.9878 e 0.9958 para glutamato (Figura 20) e GABA (Figura 21)

respectivamente.
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Figura 20: Linearidade do glutamato. No eixo das ordenadas a relagdo de altura do

pico dos padrdes de glu e padréo interno e nas abscissas as diferentes concentragfes
de glutamato
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Linearidade
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Figura 21: Linearidade do GABA. No eixo das ordenadas a relacdo de altura do pico
dos padrdoes de GABA e padréo interno e nas abscissas as diferentes concentracdes
de GABA

Curva de calibracao

Os resultados obtidos com a curva de calibracdo mostraram que a diluicdo dos
analitos na matriz biol6égica submetidos e o processo de preparagdo das amostras ndo
interferio na linearidade, a resposta do detector foi proporcional a concentracdo dos
aminoécidos faixas de 0.3, 0.6, 1.25, 2.5, 5 e 10 nmol para glutamato e 0.15, 0.3,
0.6, 1.25, 2.5 e 5 nmol para 0 GABA, com coeficiente de correlagdo igual a
0.9914 e 0.9972 para glutamato (figura 22) e GABA (figura 23)

respectivamente.
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curva de calibracéo
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Figura 22: Curva de calibracdo do glutamato. No eixo das ordenadas a relacdo de

altura do pico dos padrbes de glu e padrdo interno e nas abscissas as diferentes
concentracdes de glutamato
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Figura 23: Curva de calibragdo do GABA. No eixo das ordenadas a relagéo de altura
do pico dos padrbes de GABA e padrdo interno e nas abscissas as diferentes
concentracdes de GABA

Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de detec¢éo obtidos nas condicdes cromatogréficas foram de 0.006
(28% CV) e 0.001 nmol (23% CV) para glutamato e GABA respectivamente. Enquanto
que os limites de quantificacdo foram de 0.015 e 0.005 nmol para glutamato GABA

respectivamente.

Exatidao (teste de recuperacao)

Os resultados de exatiddo estdo expressos na tabela 4 e mostram
valores aceitaveis, menores que 15%, mostrando que as condi¢cdes
cromatograficas geram resultados exatos para ambos os aminoacidos. Os

resultados do ensaio de recuperacao estdo expressos na tabela 5 e mostram
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que o tratamento da amostra ndo causou alteracbes significativas nas

concentracdes dos aminoacidos.

Repetibilidade (preciséo intra-dia e inter dia)

Os resultados de precisdo estdo expressos na tabela 5 e mostram

valores dentro do preconizado para considerar o ensaio analitico preciso e

reprodutivel para ambos os aminoacidos.

Tabela 5: Resultados de exatiddo e precisdo do glutamato e GABA:

consecutivos e trés concentracdes diferentes (baixa, média e alta)

em trés dias

Analito Dia 1 Dia 2 Dia 3 Inter dia
Glutamato 7,6 CV% 5,8 CV% 4,6 CV% 6,2 CV%
Baixo (0.3 nmol) £ &0 105% Exatiddo 98%  Exatiddo 102%

Médio (2,5 nmol) 4,3 CV% 6,9 CV% 3,7 CV% 5,6 CV%
Exatiddo 98%  Exatiddo 101% Exatidao 99%

Alto (10 nmol) 1,5 CV% 1,3 CV% 1,2 CV% 1,6 CV%
Exatiddo 95%  Exatiddo 97% Exatiddo 104%

GABA 4.9 CV% 3,9 CV% 5,0 CV% 4.8 CV%

Baixo (0.15nmol) £ 1450 93%  Exatiddo 98%  Exatiddo 109%

Médio(1,2 nmol) 2,9 CV% 3,0 CV% 51 CV% 3,9 CV%
Exatiddo 103% Exatidao 94% Exatidao 97%

Alto (5 nmol) 1,7 CV% 0,8 CV% 2,3 CV% 2,4 CV%

Exatidao 97%

Exatiddo 102%

Exatiddo 104%
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Estabilidade

Os testes de estabilidade em condicbes ambientes e de congelamento/
descongelamento estdo expressos na tabela 6 e mostram que glutamato e
GABA sao estaveis nas condi¢cdes impostas (mimetizando as reais condi¢cdes

de manuseio e analise das amostras).

Tabela 6: Resultados de recuperacdo do glutamato e GABA: em trés concentracfes
diferentes (baixa, média e alta)

Analito Recuperacao (%) Coeficiente de variacao
(%)
Glutamato 110 5,7
Baixo (0,3 nmol)
Médio (2,5 nmol) 98 4,9
Alto (10 nmol) 102 3,1
GABA 109 6,7

Baixo (0,15 nmol)

Médio (1,2 nmol) 97 5.3

Alto (5 nmol) 96 11

Tabela 7: Resultados de estabilidade do glutamato e GABA em trés concentracdes
diferentes (baixa, média e alta). * Estabilidade em temperatura ambiente por 24 h. **
Estabilidade de congelamento/descongelamento, ciclo de 48 h (estocado a -20 °C)

Analito Estabilidade %* Estabilidadecongelamento %**
Baixa Média Alta Baixa Média Alta

glutamato 89 98 103 91 97 99

GABA 93 109 111 108 95 103
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Parametros obtidos na validacdo da dosagem de Ocitocina
Tempo de retencao

O tempo de retencéo da ocitocina foi de 4.89 minutos (figura 24). Tempo

total da corrida foi de sete minutos.
Linearidade

O teste de linearidade mostrou que o sistema cromatografico respondeu
de maneira linear para os niveis de ocitocina (faixa de 6.2, 12.5, 25, 50, 75 e

100 ng), coeficiente de correlagdo igual a 0.9908 (figura 25).
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Figura 24: Cromatograma padrdo mostrando o tempo de retencdo da Ocitocina nas
condi¢des cromatograficas estabelecidas
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Figura 25: Linearidade da ocitocina. No eixo das ordenadasaltura do pico e nas
abscissas as diferentes concentracdes de ocitocina

Curva de calibracao

Os resultados obtidos com a curva de calibracdo mostraram que a diluicdo do
analito na matriz bioldégica submetidoao processo de preparagdo das amostras ndo
interferiu na linearidade, a resposta do detector foi proporcional a concentracdo da
ocitocina (faixa de 3.1, 6.2, 12.5, 25, 50, 75 ng), coeficiente de correlagéo igual

a 0.9896 (figura 26).
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Figura 26: Curva de calibracéo da ocitocina. No eixo das ordenadas aaltura do pico e
nas abscissas as diferentes concentracdes de ocitocina.

Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)
O limite de detecg¢édo obtido nas condigfes cromatograficas foi de 0.015 ng

(27% CV). Enquanto que o limite de quantificacéo foi de 0.3 ng.

Exatidao (teste de recuperacao)

Os resultados de exatidao estdo expressos na tabela 8, com valores
dentro do preconizado, menores que 15%, mostrando que as condi¢des
cromatograficas geram resultados exatos para a dosagem de ocitocina. Os
resultados do ensaio de recuperagdo estdo expressos na mesma tabela e
mostram que o tratamento da amostra ndo causou alteragdes significativas nas

concentracdes de ocitocina.
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Tabela 8: Resultados de exatiddo e precisdo da dosagem de ocitocina em trés dias
consecutivos e trés concentracdes diferentes; baixa (3.1 ng), média (12.5) e alta

(75nQ).
Ocitocina Dia 1 Dia 2 Dia 3

BaixaMédia Alta BaixaMédia Alta BaixaMédia Alta
CV% 1,2 1,6 31 2,2 2,9 2,6 2,2 2,9 2,6
Exatidao % 102 111 96 97 109 96 97 98 93
Recuperacdo 110 92 94 98 97 104 97 106 103

%
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