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RESUMO




OLIVEIRA, F.R.T. Efeitos da expans&o de volume extracelular sobre o
conteudo de catecolaminas e a ativagcdo neuronal de estruturas do
hipotalamo e do tronco cerebral de ratos. Universidade Federal do Par4,
Belém, 2007.

A regulacdo fina do volume e osmolaridade dos liquidos corporais é
fundamental para a sobrevivéncia. Qualquer variacdo na composi¢cao do meio
interno ativa mecanismos comportamentais, neurais e hormonais
compensatorios que controlam a ingestao e excrecdo de agua e eletrdlitos a
fim de manter a homeostase hidroeletrolitica. Alteracées na faixa de 1-2% na
osmolaridade sanguinea estimulam a liberagéo de arginina vasopressina (AVP)
gue resulta em antidiurese além de ocitocina (OT) e peptideo natriurético atrial
(ANP) que promovem a natriurese. Trabalhos realizados em nosso laboratorio
utilizando o modelo experimental de expanséo do volume extracelular (EVEC)
mostraram ativacdo de neurdnios magnocelulares ocitocinérgicos localizados
no nucleo paraventricular (PVN) e nucleo supra-6ptico (SON) responsaveis
pela secrecao de OT e AVP, igualmente alteradas em resposta a este estimulo.
A participacdo do sistema nervoso simpatico nestas condi¢des tem sido
levantada. Projecdes medulares e tronco-encefalicas (simpaticas) para o
hipotalamo poderiam atuar de forma seletiva inibindo sinalizacbes para a
ingestdo e estimulando sinalizacdes para excrecdo de agua e eletrélitos. O
papel de vias noradrenérgicas tronco-encefalicas nesta regulacéo ainda precisa
ser mais bem estabelecido. Assim sendo, objetivamos neste estudo esclarecer
0 papel do sistema nervoso simpatico (via noradrenérgicas) na regulacdo das
alteracoes induzidas pelo modelo de EVEC, analisando por cromatografia
liquida de alta eficacia o conteudo de noradrenalina (NA), adrenalina (AD) e
serotonina (5-HT) em estruturas do tronco cerebral como nucleo do trato
solitario (NTS), bulbo rostro-ventro lateral (RVLM), locus coeruleus (LC) e
nucleo dorsal da rafe (NDR) e estruturas hipotalamicas como SON e PVN.
Procuramos ainda, através de estudos imunocitoquimicos determinar
alteracdes no padrdo de ativacdo neuronal pela analise de Fos-TH ou Fos-5HT
nas estruturas acima mencionadas em condi¢cdes experimentais nas quais sado
induzidas alteracdes do volume do liquido extracelular.

Palavras chave: Hipotalamo, Expansao do volume extracelular, Osmolaridade.



ABSTRACT




OLIVEIRA, F.R.T. Effects of extracellular volume expansion on
catecholamines content and activation of neuronal structures in the
hypothalamus and brainstem of rats. Federal University of Para, Belem,
2007.

The fine adjustment of the volume and osmolarity of body fluids is vital to
survival. Any variation in the composition of the internal environment, active
behavioral mechanisms, neural and hormonal compensatory which control
intake and excretion of water and electrolytes in order to maintain homeostasis
hydroelectrolytic. Changes in the range of 1-2% in blood osmolarity stimulate
the release of arginine vasopressin (AVP) resulting in antidiuresis addition to
oxytocin (OT) and atrial natriuretic peptide (ANP) promoting natriuresis. Work
done in our laboratory using the experimental model of extracellular volume
expansion (EVEC) showed activation of magnocellular OT-neurons located in
the paraventricular nucleus (PVN) and supraoptic nucleus (SON) responsible
for the secretion of AVP and OT also changed in response this stimulus. The
involvement of the sympathetic nervous system in these conditions has been
raised. Projections spinal and brainstem (sympathetic) to the hypothalamus
could act selectively inhibiting signals for eating and stimulating signals for
excretion of water and electrolytes. The role of noradrenergic brainstem this
regulation still needs to be better established. Thus, this study aimed to
elucidate the role of the sympathetic nervous system (noradrenergic pathway)
in the regulation of the changes induced model of EVEC analyzing by high
performance liquid chromatography the content of norepinephrine (NE),
epinephrine (DA) and serotonin (5 -HT) in brainstem structures such as the
nucleus of the solitary tract (NTS), bulb rostral ventrolateral (RVLM), locus
coeruleus (LC) and dorsal raphe nucleus (DRN) and hypothalamic structures
like SON and PVN. We also seek, by immunocytochemical studies to determine
changes in the pattern of neuronal activation by analysis of Fos-HT or Fos-5HT
in the above mentioned structures in experimental conditions in which are

induced changes in extracellular fluid volume.

Keywords: Hypothalamus, Expansion of extracellular volume, Osmolality.
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A manutencéo do equilibrio do meio interno nos organismos vivos é condigéo
essencial para a preservacao da vida nas diferentes espécies. Em mamiferos
superiores a regulacédo do volume e composicao do fluido extracelular depende de
ajustes corretivos realizados pelo Sistema Nervoso Central (SNC) a partir de
sinalizacfes indicadoras da concentracdo de sodio, volume e pressdo sanglinea
oriundas de varias regiées do organismo, processadas em diversos segmentos do
tronco cerebral, hipotadlamo e bulbo olfatério antes de compor uma resposta
comportamental de ingestdo seletiva pelo sistema limbico (incluindo area septal e
amigdala) e de excre¢cdo renal, também seletiva, a partir de mediacdo
neuroenddcrina (via arginina vasopressina (AVP), ocitocina (OT) e peptideo

natriurético atrial (ANP)) ou por eferéncias neurais autondmicas simpaticas.

Por outro lado, os rins também podem funcionar como poupadores de volume
e sal (NaCl) a partir da secrecao de renina cuja atividade no sangue culmina com a
producdo de angiotensina Il (ANG 1l), potente vasoconstritor, dipsogénico e
poupador renal de sodio e agua, por estimular a secrecdo de aldosterona pelas
adrenais e por atuar antagonizando as acdes da ocitocina e de ANP no tubulo renal

(para reviséao ler: Antunes-Rodrigues et al., 2004).

Objetivando compreender 0s mecanismos que modulam a secrecdo de
hormbénios envolvidos no equilibrio hidreletrolitico, foi desenvolvido um modelo
experimental baseado na expansdo do volume extracelular (EVEC). De fato
evidéncias experimentais sugerem que a expansao do volume do liquido extracelular
estimula os mecano-receptores sino-adrticos e renais, € que, ap0s sinapses nos
neurdnios do nucleo do trato solitario (NTS), ativam neurdnios noradrenérgicos do
locus coeruleus (LC) e/ou serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe (NDR),
estimulando sinapses colinérgicas, adrenérgicas e ANPérgicas do hipotadlamo,
indutoras da secrecdo de ANP central (Antunes-Rodrigues et al., 2004). LesGes de
ambas as estruturas determinam diminuicdo da concentracdo de ANP plasmético
basal ou induzido por EVEC (Reis et al., 1991 e 1994). A regido anterior do LC pode
ser parte de uma via inibitéria que modularia o circuito controlador de respostas
depressoras reflexas (autonémicas) ou respostas relacionadas ao aumento dos
niveis de ANP circulante estimulados por EVEC (Anselmo-Franci et al.,, 1999).
Axbnios de neurbnios noradrenérgicos localizados no LC com projecdes para o

AV3V, poderiam ativar receptores alfa-adrenérgicos em inter-neurénios colinérgicos
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que resultaria na liberacdo de ANP pela ativacdo de receptores muscarinicos em
neurdnios hipotalamicos produtores de ANP (Bastos et al., 2001). Este ANP
cerebral, por conseguinte, poderia ativar a liberacdo de OT e AVP a partir dos
neurbnios dos nucleos paraventriculares (PVN) e supra-opticos (SON), que por sua
vez, provocariam secrecao de ANP atrial resultando em aumento da taxa de filtragédo
glomerular, diurese e natriurese (Soares et al., 1999; Haanwinckel et al., 1995 ;
Ventura et al, 2002; Durlo et al, 2004). Outros trabalhos mostraram que a reducéo na
secrecdo de AVP por neurdnios do SON e PVN é modulada pela ativacdo dos
neurdnios GABAérgicos presentes na regido perinuclear do SON e na banda
diagonal de Broca (Grindstaff & Cunningham, 2001; Renaud et al, 1988).

Em suma, neurbnios da regido do AV3V e dos PVN produtores de ANP,
enviam seus axonios até a eminéncia mediana e para o lobo neural da hipodfise. A
ativacao destes neurdnios induz a liberacéo do peptideo nos vasos do sistema porta
(longo e curto) que irrigam a hipofise anterior, média e posterior. Estes neurdnios
produtores de ANP devem ativar vias descendentes, que ativam vias eferentes ao
coracao com consequente liberacdo do peptideo por parte dos cardiomidcitos atriais.
Estas vias eferentes ao coracdo poderiam ser neuroenddcrinas ou neurais.
Entretanto, ela ndo deve ser colinérgica uma vez que a secc¢ao bilateral dos vagos
nao bloqueia a liberacdo do ANP em resposta a EVEC. Fica assim por esclarecer a
participacéo eferente simpatica, uma vez que 0 que se espera é que a EVEC deve

aumentar a pressao arterial e diminuir o ténus simpatico.

Experimentos mostrando que lesdes eletroliticas e quimicas (acido iboténico)
dos nucleos para-braquiais produziram aumento significativo da ingestdo de agua.
Em animais com deplecdo de volume do fluido extracelular (Edwards & Johnson,
1991) revelaram a atividade inibidora destes nudcleos. Esta inibicdo poderia ser
mediada por vias serotoninérgicas uma vez que aumento da ingestdo de solucéo
salina hipertdnica foi provocado por metisergida (antagonista serotoninérgico), e
diminuicdo por DOI (agonista serotoninérgico), administrados nos nucleos para-
braquiais laterais (Menani et al., 1996) em animais submetidos a deplecdo de sédio
resultante a administracdo sistémica de furosemida (natriurético de alca) associada
ao captopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina. Essa inibicdo para-
braquial prepondera inclusive sob bloqueio serotoninérgico em animais submetidos a

sobrecarga oral de sédio (2 M), j& que a ingestdo basal de solugéo salina (NaCl 0,3
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M) nédo foi alterada nestas condi¢cdes experimentais (De Luca et al., 2003). No
entanto, a acao inibidora do NPBL resultante da ativacdo serotoninérgica ndo foi
capaz de interferir na acdo inibidora noradrenérgica hipotalamica e vice-versa,
indicando que estas vias podem atuar independentemente (Margatho et al., 2002).
Por outro lado, quando o NPBL esta sob blogueio serotoninérgico, a ingestdo de
solucdo de NaCl (0,3M) pode ser induzida por administracdo de carbacol (agonista
colinérgico) no AV3V, sugerindo um ténus inibidor serotoninérgico a partir do NPBL
sobre vias colinérgicas prosencefélicas (Menani et al., 2002). A ingestao de agua
inibida pela distensdo da juncdo cava/atrio associada a administragcdo subcutanea
de isoproterenol (agonista B-adrenérgico) foi atenuada por lesdes na regido ventro-
lateral do NPBL sugerindo a existéncia de comunicacdo aferente como retro
alimentacdo negativa em simulagdo de aumento de volume circulante associado a

estimulacéo da atividade simpatica (Ohman & Johnson, 1995).

Além do NTS e NPBL o bulbo ventro-lateral (VLM) também € regido
responsiva a estimulos osmoéticos (Hochstenbach et al., 1993). Estudos
imunocitoquimicos mostraram que neurénios de nucleos do NTS projetam-se para
regides contendo células noradrenérgicas Al no bulbo ventro-lateral caudal
(Armstrong et al, 1982; Ross et al., 1985) de onde partem projecdes para o SON e
porcdo magnocelular do PVN que séo ativadas durante a ocorréncia de estimulos

osmoticos (Sawchenko & Swanson, 1982).

A area postrema (AP) concorre como outra regido inibidora da ingestdo de
sal, pois lesdes desta regido potenciaram a ingestdo de solugcédo salina em animais
privados de agua (Stricker et al., 2001). Adicionalmente, ratos com lesdes da AP
apresentaram disfuncées osmorreguladoras como incapacidade de secretar AVP e
OT e de inibir a ingestao de agua e solucao hipertdnica de NaCl (Curtis et al., 1999;
Curtis et al., 1996; Huang et al., 2000; Stricker et al., 1997). Por outro lado, lesbes
seletivas da AP, NTS e NPBL mostraram que podem existir conexdes moduladoras
seletivas para ingestdo de sal ou agua, considerando que (1) lesbes bilaterais do
NPBL resultaram em aumento da ingestdo de &gua apds tratamento com
isoproterenol; (2) lesbes quimicas com o acido iboténico micro injetado no NPBL
esquerdo associada a seccdo do lado direito da AP resultaram em ingestéo
exacerbada de agua apos tratamento com isoproterenol e que (3) apetite seletivo

para sédio ocorreu apos lesdes simultaneas da AP e adjacéncias do NTS. Estes
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dados sugerem que vias inibitorias independentes a partir da AP para o NTS e para
o NPBL regulando a ingestdo de sal e &gua, respectivamente, podem estar

ocorrendo em segmentos diversos do tronco cerebral.

Como Vvisto varios segmentos tronco-encefalicos participam
preponderantemente de uma via de retro-alimentacdo negativa do balanco de sal e
agua. Estes achados corroboram com a hipétese de que uma via inibidora
noradrenérgica ascendente possa sinalizar restringindo a adicdo de volume e

tonicidade dependente de sddio em situacdes de sobrecarga hidrica e salina.
Regulacdo Noradrenérgica do Balanco de Sal e Agua

Os primeiros estudos que determinaram acdes de transmissores sinapticos
nos circuitos que regulam a homeostase dos liquidos corporais foram publicados por
Grossman na década de 60. Estes estudos demonstraram que a estimulacao
colinérgica e noradrenérgica de regides hipotalamicas e extra-hipotalamicas

provocavam um aumento na ingestado de agua e alimento.

Por outro lado, outras investigagcdes mostraram que a estimulagéo colinérgica
e angiotensinérgica da regido AV3V induziam um rapido aumento na ingestdo de
agua seguida de natriurese em animais saciados (Grossman 1969, Antunes-
Rodrigues & McCann 1970, Fitzsimons 1970, Fitzsimons & Stricker 1971).
Adicionalmente, evidenciou-se que a injecao intracerebroventricular (icv) de carbacol
(agonista colinérgico) resultou em dramatica natriurese, caliurese e antidiurese,
semelhante aos efeitos observados com a injecdo central (icv) de solucdo salina
hipertonica (Dorn & Porter 1970). Estes estudos mostraram que é possivel mimetizar
respostas fisiolégicas ao aumento de osmolalidade no liquido extracelular com a
ativacdo de receptores colinérgicos no hipotalamo, significando que projecdes
colinérgicas para esta regido poderiam representar um componente importante para

a regulacao do desequilibrio osmotico.

Estudos subsequientes mostraram que agonistas e antagonistas colinérgicos
e a-adrenérgicos administrados na éarea septal, AV3V ou terceiro ventriculo
alteravam a resposta natriurética, caliurética e antidiurética estimulada por carbacol
(Dorn et al 1970, Morris et al 1976, Saad et al 1975 & 1976, Camargo et al 1976 &
1979, Franci et al 1980, 1983, Menani et al 1984, Rocha et al 1985, 1999). Outras
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evidéncias mostraram que a fentolamina, um antagonista a-adrenérgico, abolia a
natriurese estimulada pela microinjecdo no terceiro ventriculo de solugdo salina
hipertdnica, norepinefrina ou carbacol. Adicionalmente, a administragdo de
isoproterenol, um agonista B-adrenérgico, resultou em reducéo da excrecédo renal de
sodio e potassio, efeito inverso obtido pela administracao isolada de propanolol, um
B-blogueador, que também potenciou a resposta natriurética quando associado ao
carbacol. O bloqueio colinérgico com atropina diminuiu a resposta a norepinefrina e
suprimiu a resposta natriurética a salina hiperténica (Morris et al 1976 & 1977, Perez
et al 1984).

Estudos com a administracdo no hipotadlamo lateral e area septal lateral de
compostos noradrenérgicos mostraram aumento da excrecdo renal de soédio e
potassio em ratos (Pillar et al., 1977; Camargo et al., 1976). Efeitos similares foram
obtidos apo0s a administracdo de carbacol no LC, efeitos estes que foram abolidos
pela administracdo prévia de atropina (De Luca Jr. et al.,, 1990). Os autores
sugeriram que esta acado colinérgica poderia estar ocorrendo pela ativacdo de

receptores muscarinicos presentes em neurénios noradrenérgicos do LC.

Outra via alternativa para atividade noradrenérgica relacionada ao balanco
hidrossalino pode envolver projecdes a partir de grupos de células A2 do complexo
dorsal do vago e neurénios Al do bulbo ventro lateral que se projetam para o 6rgéo
subfornicial (SFO) (Ciriello et al., 1996; Kawano e Masuko, 2001). Esta via pode
interferir na atividade angiotensinérgica que por sua vez regularia niveis de
noradrenalina no hipotalamo lateral relacionados ao comportamento de ingestdo de
agua (Tanaka et al., 2003).

O papel preciso da noradrenalina hipotalamica no controle da diurese
associada a liberacdo de AVP ainda esta por ser esclarecido pelo fato de terem sido
descritos efeitos contraditorios (Leng et al., 1999). Os efeitos noradrenérgicos
centrais que resultam em aumentos na secre¢do de AVP circulante € sitio especifico
localizado no PVN e SON (Leibowitz et al., 1990, Morris et al., 1994, Nakamura et
al., 1992, Qualy & Westfall, 1988). A ativacdo LC-PVN pela via noradrenérgica
ascendente resultaram em aumento da liberacdo de NA no PVN induzida por

hemorragia sistémica (Morris et al., 1994). Entretanto, existem relatos de que, em
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outras condi¢cdes experimentais, a NA pode inibir a liberacdo de AVP e OT a partir

de células do PVN de ratas lactantes (Honda et al., 1985).

Uma via alternativa poderia ser aquela na qual os axdnios de neurdnios
noradrenérgicos localizados no LC com projecdes para o AV3V, ativariam receptores
a-adrenérgicos em interneurbnios colinérgicos que determinariam a liberacdo de
ANP pela ativacdo de receptores muscarinicos em neur6nios hipotalamicos
produtores de ANP (Bastos et al., 2001). Este ANP entdo poderia ativar a liberacao
de OT a partir do cérebro, que por sua vez, provocaria secrecdo de ANP atrial
resultando em aumento da taxa de filtracdo glomerular e natriurese (Haanwinckel et
al., 1995).

Em suma, estas evidéncias apontam para a participacdo de um sistema
regulador noradrenérgico hipotético, eminentemente inibidor, que se organizaria a
partir de projecbes medulares e tronco-encefalicas para o hipotalamo, onde poderia
atuar de forma seletiva inibindo sinalizacbes para a ingestdo e estimulando
sinalizacdes para excrecdo de agua e eletrolitos. Este sistema poderia atuar como
uma retro-alimentacdo negativa a partir de aferéncias que sinalizam aumentos de
volume e concentracdo de sédio circulante. No entanto, muitas questdes sobre a
participacdo de vias noradrenérgicas tronco-encefélicas nesta regulacdo mantém-se

em aberto.

A tematica sera abordada com experimentos que envolvem o SNC,
principalmente estruturas hipotalamicas (SON, PVN e EM) e do tronco cerebral
(NTS, RVLM e LC) além do NDR, através de estudos imunocitoquimicos, e
determinacdes de catecolaminas (AD, NA, DA e 5-HT), procurando conhecer as
alteracoes destes parametros em condi¢cdes experimentais nas quais séo induzidas

alteracoes do volume do liquido extracelular.

Assim, este projeto tem por objetivo geral dar seqiiéncia aos estudos que vém
sendo por nos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa visando estabelecer os
principais mecanismos neuroenddcrinos envolvidos na manutencdo da homeostase
hidroeletrolitica, principalmente aqueles que participam do controle da ingestdo e/ou
excrecdo de agua e eletrolitos. Esforcos serdo realizados no sentido de se

estabelecer a importancia relativa da participacdo simpatica do sistema nervoso
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central (SNC) no controle da liberacdo do ANP, OT e AVP, correlacionando o
conteudo de noradrenalina, adrenalina, dopamina e serotonina no nucleo do trato
solitario (NTS), bulbo rostro-ventro lateral (RVLM), locus coeruleus (LC) e nucleo
dorsal da rafe (NDR) e os padrdes de ativacdo neuronal para TH e 5-HT nestas

regides em condi¢des de contracdo ou expansao de volume sangtiineo.
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2. OBJETIVOS
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Como objetivo geral este trabalho visa correlacionar o contetado de
noradrenalina e dopamina no NTS, RVLM, LC, EM, SON e no PVN, além do
conteudo de serotonina no NDR com a ativagdo neuronal induzida pela expanséo de

volume do liguido extracelular (EVEC).

De maneira mais especifica, este trabalho objetiva avaliar os efeitos da

expanséao de volume extracelular (isotdnica e hipertonica) sobre:

1. O conteudo de noradrenalina e dopamina na EM, SON, PVN, NTS, RVLM
elLC.

2. A ativagdo neuronal na EM, SON, PVN, NTS, RVLM e LC através da
expressédo da proteina Fos e de sua co-localizacao fenotipica com TH.

3. As concentragdes plasmaticas de noradrenalina e adrenalina.

4. O conteudo de serotonina e seu metabdlito (5-HIAA) no NDR.

5. A ativacdo neuronal no NDR atraves da expressao da proteina Fos e de

sua co-localizacao fenotipica com serotonina.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 220-280g, provenientes
do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto — USP. Os animais foram mantidos
em gaiolas coletivas 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). Apés a habituacdo dos animais por, pelo menos, 72 horas, 0s
mesmos foram submetidos aos procedimentos cirurgicos e divididos em diferentes

grupos experimentais.

Em todos os experimentos os animais foram submetidos a procedimentos
experimentais aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal, sob o
protocolo n° 039/2004.

Os 126 animais utilizados foram assim distribuidos de acordo com os
protocolos experimentais: Para determinacdo do conteddo de noradrenalina,
dopamina, 5-HT e 5-HIAA: grupo SEM EVEC - 14 animais; submetidos a EVEC
isotonica decapitados aos 5 e 15 minutos — 10 e 9 animais, respectivamente;
submetidos a EVEC hiperténica decapitados aos 5 e 15 minutos — 10 animais em
cada grupo. Para determinacdo da concentracdo plasmatica de noradrenalina e
adrenalina: grupo SEM EVEC - 8 animais; submetidos a EVEC isotbnica decapitados
aos 5 e 15 minutos — 7 e 8 animais, respectivamente; submetidos a EVEC
hipertdnica decapitados aos 5 e 15 minutos — 8 animais em cada grupo. Para
imunoistoquimica: Fos-TH no PVN, grupo SEM EVEC - 4 animais; submetidos a
EVEC isotdnica e hipertbnica — 5 animais em cada grupo; Fos-TH no NTS, grupo
SEM EVEC - 3 animais; submetidos a EVEC isotbnica — 7 animais; submetidos a
EVEC hipertdnica — 3 animais em cada grupo; Fos-TH no RVLM, grupo SEM EVEC -
3 animais; submetidos a EVEC isotbnica — 7 animais; submetidos a EVEC
hipertbnica — 6 animais em cada grupo; Fos-TH no LC, grupo SEM EVEC - 3
animais; submetidos a EVEC isotbnica — 4 animais; submetidos a EVEC hipertonica
— 4 animais em cada grupo; Fos-5-HT no NDR, grupo SEM EVEC - 4 animais;
submetidos a EVEC isotbnica — 5 animais; submetidos a EVEC hipertbnica — 5

animais em cada grupo.
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3.2. CIRURGIA
3.2.1. CANULACAO DA VEIA JUGULAR:

No dia anterior ao experimento, os animais foram submetidos a canulagéo da
veia jugular direita, seguindo-se a técnica descrita por Harms e Ojeda (1974).
Sumariamente, apdés a anestesia com 2,2,2-tribromoetanol (Sigma, 2,5%, 1mi/100g
de peso corporal, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), a canula de silastico foi
introduzida na veia jugular externa e, a seguir, exteriorizada na regiao cervical
dorsal, através de trajeto subcutaneo feito com a ajuda de um trocater. Apds sua
fixagdo na pele, a canula foi lavada com solugéo isotonica contendo heparina na
proporcdo 1:40 (Liquemine, Roche), a fim de evitar obstrugdo da mesma. A
recuperagao dos animais foi realizada em gaiolas individuais, com agua e comida ad

libitum.

3.3. EXPANSAO ISOTONICA OU HIPERTONICA DO VOLUME EXTRACELULAR

No dia do experimento, antes de iniciar o procedimento de expansao de
volume, as canulas foram lavadas com um volume minimo (aproximadamente 100ul)
de salina isotbnica contendo heparina (1:40), a fim de testar se estavam
corretamente posicionadas e pérveas. A EVEC foi realizada por meio de infusédo
endovenosa (volume de 2ml/100g de peso corporeo) de solucao de NaCl hipertdnica
(0,3M) ou isoténica (0,15M), mantida a 37°C, a qual foi administrada durante o
periodo de um minuto. Foram considerados controles os animais nos quais foram

realizados os mesmos procedimentos, porém sem EVEC.

3.4. IMUNOISTOQUIMICA

Noventa minutos ap6s a inducdo da EVEC e conforme os protocolos
estabelecidos, os animais foram anestesiados com tribromoetanol 2,5% (1mi/100g
de peso corporal, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e, a sequir, perfundidos
através de puncéo intracardiaca com solucdo de NaCl 0,15M contendo heparina
(Liguemine, Roche, 500Ul/l), seguida de uma solucdo de tampao fosfato (pH 7,2)
contendo paraformaldeido 4%. A seguir, o0os cérebros foram removidos e

mergulhados novamente em paraformaldeido 4%, para pos-fixagdo. Depois de 4



28

horas, eles foram colocados em solugao de sacarose a 30% em tampéao fosfato a
4°C, onde permaneceram durante, no minimo, 12-14 horas. A seguir, os tecidos
cerebrais foram seccionados em cortes de 30um de espessura, utilizando-se um
criostato (Microm). Imediatamente apds, foi realizado o bloqueio da peroxidase
endogena com solucdo de metanol 10% e H,O, 3% e também o bloqueio das
ligacBes inespecificas utilizando-se soro normal de cavalo (10%) ou albumina bovina
(5%, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), ambos diluidos em PB 0,1M.

Posteriormente, para visualizacdo da expressdo da proteina Fos, os cortes
foram incubados em temperatura ambiente por 12-14 horas com o anticorpo primario
anti-c-fos (Ab-5, Calbiochem, 1:10000, n° cat. PC38) e, a seguir, incubados com o
segundo anticorpo biotinilado (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) a
concentragdo de 1:200 por um periodo de 1 hora. Para a coloragéo, foi utilizado o
complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC, Vector Laboratories Inc., Burlingame,
CA, USA), empregando diaminobenzidina (DAB, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), sulfato de niquel 1% e cloreto de cobalto 0,5% como cromégenos, cuja reacao

conferiu ao nucleo das células neuronais uma coloracao de violeta escuro a preto.

Logo apOs a imunomarcacao para Fos, foram realizados os procedimentos
imunoistoquimicos para o estudo de sua possivel co-localizacdo com TH e 5-HT.
Para tanto, os cortes foram primeiramente incubados com anticorpos anti-TH
(mouse, Chemicon International, n°® cat MAB318, 1:1000) ou anti-5-HT (rabbit,
ImmunoStar Inc. n° cat 20080, 1:10.000) por mais um periodo de 48 horas a 4°C e,
em seguida, incubados com o segundo anticorpo biotinilado respectivo (anti-mouse
ou anti-rabbit, ambos da Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA, 1:200).
Apos este procedimento, os cortes foram incubados por mais uma hora na solucéo
ABC. A coloracdo foi realizada utilizando-se somente o complexo DAB como

cromogeno, cuja reacao conferiu ao citoplasma da célula uma coloracdo marrom.

Ao término dos procedimentos acima descritos, os cortes foram montados
utilizando-se gelatina de Albrecht (1,5% gelatina/alcool 80%) e a seguir secados a
temperatura ambiente, desidratados com xileno e cobertos com o meio de
montagem. A visualizacdo microscopica do tecido permitiu a analise do padrdo
espacial de imunomarcacado por meio de um sistema de videomicroscopia. As

imagens foram capturadas por meio de uma camera de video de alta resolugéo
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Leica DC 200, acoplada a um microscopio Leica 200, e transmitidas a um
computador dotado de um programa digitalizador e quantificador de imagens (IM50,
Videoblaster/Scionlmage, NIH), de forma a determinar o numero de neurbnios
imunorreativos a Fos bem como aqueles que apresentam dupla marcagcédo com TH
ou 5-HT. A contagem de células duplamente marcada foi feita manualmente com
base em critérios individuais de contagem (intensidade da coloracdo nuclear ou
citoplasmatica, visualizacgdo no mesmo plano, delimitagdo dos componentes
celulares) e em todos os animais de cada grupo experimental e repetida ao menos
duas vezes em cada secdo analisada através de contagem cega, ou seja, sem 0
conhecimento dos protocolos experimentais. Se¢des representativas de cada grupo
experimental foram obtidas no mesmo nivel através do uso de programa de analise
de imagem Adobe Photoshop versao 5.5. Os valores sdo expressos em numero de

células imunorreativas a Fos-TH ou Fos-5-HT nos nucleos analisados.

A delimitagdo dos nucleos cerebrais de interesse foi realizada com base nas
coordenadas descritas por Paxinos e Watson (1997), representadas na figuras em
anexo. A EM e o NOS foram retirados cirurgicamente e para as demais estruturas
foram utilizadas as seguintes coordenadas: PVN -0,80 mm a -2,12 mm, NDR -7,30
mm a -8,3 mm; LC -9.16 mm a -10,04 mm; RVLM -11.96 mm a -12,80 mm; NTS -

13,68 mm a -14,60 mm em relacéo ao bregma.

3.5. RETIRADA DAS ESTRUTURAS CEREBRAIS PARA DETERMINACAO DO
CONTEUDO DE CATECOLAMINAS

Apés a inducdo ou ndo da EVEC conforme os protocolos estabelecidos os
animais foram decapitados, o0s cérebros rapidamente removidos e retirados
cirurgicamente a EM e SON, apés isto, os cérebros foram imediatamente
congelados em gelo seco. Estes foram seccionados em cortes de aproximadamente
900um de espessura, utilizando-se um criostato (Microm — HM500 OM). O NTS,
RVLM, LC e NDR foram coletados com auxilio de uma agulha com diametro interno
de 1,5 mm e com diametro externo de 2 mm, enquanto o PVN foi retirado com
auxilio de uma agulha com diametro interno de 2 mm e externo de 3 mm. A

delimitacdo dos nucleos cerebrais de interesse foi realizada com base nas
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coordenadas descritas por Paxinos e Watson (1997), representadas nas figuras em

Anexo.

3.6. MEDIDA DA CONCENTRACAO DE CATECOLAMINAS NO PLASMA E
TECIDO CEREBRAL

3.6.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Ap6s a decapitacdo dos animais o sangue foi coletado em tubos
heparinizados sob gelo e o plasma foi separado por centrifugacdo (20 minutos,
1,09g, 4°C). Aliquotas de 1ml de plasma foram transferidas para tubos plasticos
contendo 100mg de metabissulfito de sddio (antioxidante), tampao TRIS-HCI 2M (pH
8,9) com 0,5% de metabissulfito de sodio e 2,5% de EDTA e 100mg de alumina
previamente ativada em estufa a 100°C, por meia hora. Foi utilizado 40ul de
diidroxibenzilamina (20ng) como padréo interno. As amostras foram entédo agitadas
durante 20 minutos, centrifugadas e apds aspiracdo do sobrenadante a alumina foi
lavada repetidamente. As catecolaminas foram extraidas da alumina pela adicédo de
solucéo eluidora contendo acido perclorico 0,1N, com metabissulfito de sodio 1% e
EDTA 1mM sob agitacdo de 10 minutos (Krustulovic, 1982). As concentracbes

plasmaticas de noradrenalina e adrenalina foram expressas em ng/ml.

Para determinacdo do conteudo de catecolaminas no tecido cerebral, os
nucleos foram homogeneizados em 200ul de acido perclérico 0,1N, contendo
metabissulfito de sodio 1% e EDTA 1mM. Foi utilizado 8ul de diidroxibenzilamina
(4ng) como padréo interno. O homogenato foi centrifugado a 10.000g, a 4°C durante
15 minutos. O sobrenadante foi entdo analisado. Aliquotas do homogeneizado foram
retiradas para posterior determinacdo protéica. Os valores de conteddo de

catecolaminas nos tecidos cerebrais foram expressos em pg/ug de proteina.

3.6.2. SOLUCOES PADROES E PADRAO INTERNO

O diidroxibenzilamina foi utilizado como padréo interno uma vez que nao esta
presente nos fluidos ou tecidos biolégicos, além de ser capaz de sofrer reacfes de

oxidacdo semelhante as catecolaminas e servindo também como controle do
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processo de extracdo das amostras. Solucdes estoques de diidroxibenzilamina,
noradrenalina, dopamina, adrenalina, serotonina e acido 5-hidroxiindolacético foram
feitas na concentracdo de 5mg/100ml em solucao eluidora, sendo armazenadas a -
80°C. Todos os padrdes utilizados foram obtidos de Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA.

3.6.3. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Com auxilio de auto-injetor SIL-10AF (Shimadzu) aliquotas de 50ul obtidas
como descrito anteriormente, foram analisadas em um cromatografo modelo LC-10A
(Shimadzu) equipado com coluna de fase reversa Spherisorb ODS Il C;g revestida
com micro particulas de 5um de diametro (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) e com
eletrodo em placa de carbono, ambos armazenados em forno modelo CTO-10A
(Shimadzu) com temperatura estabelecida de 40°C. Acoplado ao cromatografo, um
detector eletroquimico modelo L-ECD-10A (Shimadzu Instruments, Duisburg,
Germany) conectado a uma unidade integradora CBM -10A (Shimadzu Instruments,
Duisburg, Germany) e a um microcomputador com o software Class - LC10 versao
1.64A / 3.86 (Shimadzu).

A fase moével era composta por 250ml de tampéo fosfato de sédio (70mM)
contendo acido 1-octanosulfénico (3mM) e EDTA (0,2mM) com pH ajustado para 3,0
com acido fosforico, 225ml de agua degaseificada e purificada pelo sistema de
purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA) e 25ml de metanol. A fase moével era
impulsionada por uma bomba (modelo LC-10AD, Shimadzu) em fluxo constante de
1,0ml/min. O potencial do eletrodo de trabalho era de 75mV. O percentual de
recuperacao atingido tanto para o plasma quanto para os tecidos cerebrais foi de 70-
75%. Os tempos de retencdo das substancias analisadas encontram-se no

cromatograma em anexo.

3.7. DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS NO TECIDO

Apés a homogeneizacdo dos nucleos cerebrais, aliquotas de 10ul do
homogenato foram utilizadas para dosagem de proteina pelo método colorimétrico

de Bradford (1976). Todas as leituras foram realizadas utilizando-se fotocolorimetro
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(Micropalter reader, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) com comprimento de

onda de 595nm. O conteudo de proteina tissular foi expresso em ug.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos em médias + EPM. Os testes
estatisticos utilizados foram: ANOVA uma via, seguido do teste de Newman-Keuls. O

nivel de significancia adotado foi de p<0.05
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4. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
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4.1. EXPERIMENTO I:

Para avaliar os efeitos da EVEC sobre o conteddo de noradrenalina e
dopamina na EM, SON, PVN, NTS, RVLM, LC.

Foram utilizados neste experimento animais que tiveram a veia jugular
canulada, 24 horas antes da EVEC. Cinco ou quinze minutos apo6s a inducdo da
EVEC hipertbnica ou isotdnica, os animais foram decapitados, os cérebros retirados
e a EM e SON foram coletados cirurgicamente. Apds esta coleta os cérebros foram
rapidamente congelados em gelo seco e o PVN, NTS, RVLM e LC foram coletados
como ja descrito anteriormente para a determinacdo do contetdo de noradrenalina e

dopamina.

4.2. EXPERIMENTO Il

Para avaliar os efeitos da EVEC sobre a ativagcdo neuronal na EM, SON,
PVN, NTS, RVLM e LC através da expressdo da proteina Fos e de sua co-

localizac&o fenotipica com TH.

Na realizacdo deste protocolo experimental foram utilizados animais
portadores de canulas na veia jugular externa. Noventa minutos apos a EVEC, eles
foram anestesiados, perfundidos e processados segundo a técnica descrita
anteriormente para a imunomarcacao da proteina Fos e sua eventual co-localizacéo

com TH.

4.3. EXPERIMENTO Il

Para avaliar os efeitos da EVEC sobre as concentracfes plasmaticas de

noradrenalina e adrenalina.

Os animais utilizados neste experimento estiveram sob as mesmas condicdes
experimentais descritas no protocolo experimental I. Cinco ou quinze minutos apos a
inducao da EVEC hiperténica ou isotdnica, os animais foram decapitados e o sangue
coletado em tubos, mantidos sob gelo, contendo heparina para posterior

determinacao do contetdo de noradrenalina e adrenalina.
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4.4. EXPERIMENTO IV:
Para avaliar os efeitos da EVEC sobre o contelido de 5-HT e 5-HIAA NDR.

Os animais utilizados nestes experimentos estiveram sob as mesmas
condicbes experimentais descritas no protocolo experimental I. Cinco ou quinze
minutos apds a inducdo da EVEC hipertbnica ou isotbnica, os animais foram
decapitados os cérebros retirados e rapidamente congelados em gelo seco e o NDR
coletado como ja descrito anteriormente para a determinacdo do conteudo de 5-HT e
5-HIAA.

4.5. EXPERIMENTO V:

Para avaliar os efeitos da EVEC sobre a ativacdo neuronal no NDR através
da expresséao da proteina Fos e de sua co-localizagéo fenotipica com 5-HT.

Na realizagdo deste protocolo experimental foram utilizados animais
portadores de canulas na veia jugular externa. Noventa minutos apos a EVEC, eles
foram anestesiados, perfundidos e processados segundo a técnica descrita
anteriormente para a imunomarcacao da proteina Fos e sua eventual co-localizacéo
com 5-HT.
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5. RESULTADOS
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5.1. EXPERIMENTO I:

Os efeitos da EVEC sobre o conteudo de noradrenalina e dopamina na EM,
SON, PVN, NTS, RVLM, LC.

As figuras 1.1 a 1.3 mostram os valores do conteudo total de noradrenalina e
dopamina quantificado na EM, SON e PVN apés EVEC isotdnica ou hipertdnica em

diversos tempos.

O conteudo de noradrenalina (A) e dopamina (B) na EM (figura 1.1) diminuiu
em resposta a EVEC hiperténica aos 5 minutos e aumentou aos 15 minutos sem
alteracdo dos valores nos demais grupos quando comparados ao grupo nao
expandido. (9,60+0,70 vs 6,20+0,30 aos 5 min, p<0,05 e 9,60+0,70 vs 68,40+6,90
aos 15 min, p<0,001 para noradrenalina e 12,80+1,00 vs 8,40+0,40 aos 5 min,
p<0,05 e 12,80+1,00 vs 93,20+8,70 aos 15 min, p<0,001 para dopamina).

Os valores de noradrenalina (figura 1.2 A) no SON nao foram alterados em
resposta a EVEC (isotbnica ou hipertbnica) em nenhum dos tempos avaliados.
Quanto a dopamina (figura 1.2 B) houve diminuicdo significativa nos grupos com
expansao isotonica (6,90+0,80 vs 0,80+0,10 aos 5 min, p<0,001 e 6,90+0,80 vs
0,40%0,10 aos 15 min, p<0,001) e hipertdnica (6,90+0,80 vs 3,90+0,30 aos 5 min,

p<0,001) em relacdo ao controle (sem EVEC).

O conteudo de noradrenalina no PVN (figura 1.3 A) diminuiu
significativamente em resposta a expansdao de volume isotdnica (12,10+1,30 vs
4,10+0,50 aos 5 min, p<0,001 e 12,10+1,30 vs 6,30+0,60 aos 15 min, p<0,001) e
hipertonica (12,10+1,30 vs 5,90+0,30 aos 5 min, p<0,001) em relacdo ao grupo que
nao sofreu expansdo. Sobre o conteudo de dopamina no PVN (figura 1.3 B), houve
diminuicdo significativa nos valores do grupo EVEC isotdnica (1,80+0,30 vs 0,50+0,0
aos 5 min, p<0,001 e 1,80+0,30 vs 0,70+0,10 aos 15 min, p<0,001) e aumento
significativo no grupo EVEC hipertonica (1,80+0,30 vs 2,40+0,30 aos 5 min, p<0,01 e
1,80+0,30 vs 6,90+0,60 15 min, p<0,001) em relacdo ao grupo ndo submetido a
EVEC.
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Figura 1.1 — Conteudo total de NA (A) e DA (B) na EM ap6s EVEC isotbnica e
hipertbnica aos 5 e 15 minutos. Valores expressos em médias + EPM. * p< 0,05 e ***

p< 0,001 em relacédo ao controle (sem EVEC). O grupo controle possui 14 animais e

0s demais grupos experimentais de 9 — 10 animais.
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Figura 1.2 — Conteudo total de NA (A) e DA (B) no SON apds EVEC isotbnica e

hipertbnica aos 5 e 15 minutos. Valores expressos em médias + EPM. *** p< 0,001

em relacdo ao controle (sem EVEC). O grupo controle possui 14 animais e 0s

demais grupos experimentais de 9 — 10 animais.
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Figura 1.3 — Conteudo total de NA (A) e DA (B) no PVN apds EVEC isotbnica e
hipertbnica aos 5 e 15 minutos. Valores expressos em médias + EPM. * p< 0,05 e ***

p< 0,001 em relacéo ao controle (sem EVEC). O grupo controle possui 14 animais e

0s demais grupos experimentais de 9 — 10 animais.
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Os dados apresentados na figura 1.4 mostram que a EVEC promoveu
diminuicdo significativa no conteudo total de noradrenalina (A) e dopamina (B) no
NTS quando comparados os grupos controle (sem expansao) e expandido, tanto
para EVEC isotbnica (15,80+1,73 vs 4,18+0,38 aos 5 min, p<0,001 e 15,80+1,73 vs
3,15£0,24 aos 15 min, p<0,001 para noradrenalina e 14,60+1,52 vs 0,22+0,02 aos 5
min, p<0,001 e 14,60+1,52 vs 2,72+0,17 aos 15 min, p<0,001 para dopamina)
guanto hiperténica (15,80+1,73 vs 4,31+0,33 aos 5 min, p<0,001 e 15,80+1,73 vs
5,70%0,44 aos 15 min, p<0,001 para noradrenalina e 14,60+1,52 vs 4,16+0,20 aos 5
min, p<0,001 e 14,60+1,52 vs 6,31+0,51 aos 15 min, p<0,001 para dopamina) em
todos os tempos analisados.
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Figura 1.4 — Conteudo total de NA (A) e DA (B) no NTS ap6s EVEC isotbénica e
hipertbnica aos 5 e 15 minutos. Valores expressos em médias + EPM. *** p< 0,001
em relacdo ao controle (sem EVEC). O grupo controle possui 14 animais e 0s

demais grupos experimentais de 9 — 10 animais.
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Como pode ser observado na figura 1.5, a EVEC induziu diminuicdo
significativa do conteudo de noradrenalina (A) e dopamina (B) no RVLM analisando-
se 0s grupos EVEC isotbnica (31,73+£3,28 vs 1,92+0,12 aos 5 min, p<0,001 e
31,73+3,28 vs 4,77+0,40 aos 15 min, p<0,001 para noradrenalina e 48,5315,01 vs
0,03+0,01 aos 5 min, p<0,001 e 48,53+5,01 vs 7,85+£0,91 aos 15 min, p<0,001 para
dopamina) e EVEC hipertbnica (31,73£3,28 vs 2,50+0,11 aos 5 min, p<0,001 e
31,73+3,28 vs 6,78+0,80 aos 15 min, p<0,001 para noradrenalina e 48,5315,01 vs
5,60£0,26 aos 5 min, p<0,001 e 48,5345,01 vs 10,71+1,00 aos 15 min, p<0,001 para
dopamina) em relagdo ao grupo nao expandido em todos os tempos avaliados.
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Figura 1.5 — Conteudo total de NA (A) e DA (B) no RVLM ap6s EVEC isotbénica e
hipertbnica aos 5 e 15 minutos. Valores expressos em médias + EPM. *** p< 0,001
em relacdo ao controle (sem EVEC). O grupo controle possui 14 animais e 0s

demais grupos experimentais de 9 — 10 animais.
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O grafico abaixo (figura 1.6) mostra que o conteudo total de noradrenalina (A)
e dopamina (B) no LC diminuiu significativamente em resposta a EVEC isotdnica
(10,22+0,71 vs 1,90+0,18 aos 5 min, p<0,001 e 10,22+0,71 vs 3,79+0,15 aos 15 min,
p<0,001 para noradrenalina e 14,72+0,86 vs 0,02+0,01 aos 5 min, p<0,001 e
14,72+0,86 vs 5,40+0,40 aos 15 min, p<0,001 para dopamina) e hipertonica
(10,22+0,71 vs 3,69+0,37 aos 5 min, p<0,001 e 10,22+0,71 vs 7,29+0,57 aos 15 min,
p<0,001 para noradrenalina e 14,72+0,86 vs 5,56+0,33 aos 5 min, p<0,001 e
14,72+0,86 vs 8,65+0,64 aos 15 min, p<0,001 para dopamina) em todos os tempos
estudados quando comparados os grupos sem EVEC (controle) versus EVEC.
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Figura 1.6 — Conteudo total de NA (A) e DA (B) no LC ap6s EVEC isotonica e
hipertbnica aos 5 e 15 minutos. Valores expressos em médias + EPM. *** p< 0,001
em relacdo ao controle (sem EVEC). O grupo controle possui 14 animais e 0s

demais grupos experimentais de 9 — 10 animais.
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5.2. EXPERIMENTO II:

Os efeitos da EVEC sobre a ativacdo neuronal na EM, SON, PVN, NTS,
RVLM e LC através da expressédo da proteina Fos e de sua co-localizacao fenotipica
com TH.

Como demonstrado na figura 2.1 ndo houve duplas marcacées Fos-TH no
SON em nenhum dos grupos analisados. Como podemos verificar nesta figura
houve apenas aumento das marcacdes para Fos em resposta a EVEC isotonica e
hipertdnica. Estas marcacOes para Fos observadas em resposta a EVEC estao de
acordo com os resultados obtidos em estudos anteriores realizados no nosso
laboratério em que se analisou usando este mesmo modelo, duplas marca¢cdes Fos-
OT (Ruginsk et al, 2007). Os resultados aqui obtidos confirmam os resultados que o
SON é desprovido de neurdnios TH.

A
QO
fad ‘
B
C
QO
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Figura 2.1 - Fotomicrografias de secc¢des coronais mostrando ir-Fos-TH no SON. A: sem EVEC; B:
EVEC isotbnica; C: EVEC hipertdnica. As figuras encontram-se em aumento de 20X. QO, quiasma
Optico. Escala: 100 um.
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Como pode ser observado nas figuras 2.2 e 2.3, tanto a EVEC isotoOnica

quanto hipertdnica ndo induziram alteracdo significativa no numero de duplas

marcacdes fos-TH no PVN (porcao posterior) em relagdo ao grupo ndo submetido a

EVEC.
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Figura 2.3 - Fotomicrografias de sec¢Bes coronais mostrando ir-Fos-TH no PVN. A: sem EVEC,; B:
EVEC isotdnica; C: EVEC hipertdnica. As figuras estdo em aumento de 10X e 40X. As duplas
marcacgfes ou marcagfes citoplasmaticas estdo em destaque no canto superior direito (aumento de
100X). 3V, terceiro ventriculo. Escala: 100 pum.
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Nas figuras 2.4 e 2.5 estdo ilustrados os numero de duplas marcacdes fos-TH

no NTS adjacente a area postrema (NTS-AP). A EVEC hipertbnica induziu

diminuicdo significativa do nimero de duplas marcac6es em relacdo ao grupo néo

expandido (6,77+1,69 vs 2,87+0,66, p<0,05).
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Figura 2.5 - Fotomicrografias de sec¢Bes coronais mostrando ir-Fos-TH no NTS-AP. A: sem EVEC;
B: EVEC isotdnica; C: EVEC hipertdnica. As figuras estdo em aumento de 20X. As duplas marcacgtes
ou marcacdes citoplasmaticas estdo em destaque no canto superior direito (aumento de 100X). CC,
canal central e AP, area postrema. Escala: 100 um.
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A EVEC hipertdnica e isotonica ndo alterou de maneira significativa o niumero

de duplas marcacdes (Fos-TH) no RVLM nos grupos avaliados (figuras 2.6 e 2.7).
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Figura 2.6 — Efeitos da EVEC isotbnica e hipertdnica sobre o numero de células

duplamente marcadas (ir Fos-TH) no RVLM. Os valores sédo expressos em médias +

EPM. O numero de animais utilizados em cada grupo experimental encontra-se

expresso entre

das barras.

A a ¢ .'&-' '. ‘"
“
i AR i
: 'x_\; :
B \
:
Y
C

%

parénteses  acima



54

Figura 2.7 - Fotomicrografias de sec¢Bes coronais mostrando ir-Fos-TH no RVLM. A: sem EVEC; B:
EVEC isotdnica; C: EVEC hipertdnica. As figuras estdo em aumento de 10X e 40X. As duplas
marcacdes ou marcacles citoplasméticas estdo em destaque na parte superior (aumento de 100X).
Escala;: 100 um.
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alterado de modo

significativo em resposta a expansao de volume isotdnica e hipertbnica em relacéo

ao grupo néo expandido quando avaliamos o LC (figuras 2.8 e 2.9).
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Figura 2.9 - Fotomicrografias de sec¢bes coronais mostrando ir-Fos-TH no LC. A: sem EVEC; B:
EVEC isotdnica; C: EVEC hipertdnica. As figuras estdo em aumento de 10X e 40X. As duplas
marcacgfes ou marcacgfes citoplasmaticas estdo em destague no canto superior esquerdo (aumento

de 100X). Escala: 100 pm.
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5.3. EXPERIMENTO IIl:

Os efeitos da EVEC isotbnica e hipertbnica sobre as concentragbes

plasmaticas de noradrenalina e adrenalina.

De acordo com os dados apresentados na figura 3.1 ndo houve alteragcao
significativa nas concentragfes plasmaticas de noradrenalina (A) e adrenalina (B)
em resposta a EVEC isotdnica ou hipertbnica em nenhum dos tempos analisados

em relacdo ao grupo néo expandido.
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Figura 3.1 — Concentracdes plasmaticas de NA (A) e AD (B) apdés EVEC isotbnica e
hipertbnica aos 5 e 15 minutos. Os valores sédo expressos em médias + EPM. Cada
grupo experimental possui de 7-8 animais.
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5.4. EXPERIMENTO IV:

Os efeitos da EVEC sobre o contetido de 5-HT e 5-HIAA no NDR.

Como ilustrado na figura 4.1, o conteddo de 5-HT (A) diminuiu
significativamente em resposta a EVEC isotbnica, somente aos 15 minutos
(9,56+£1,11 vs 5,14+0,33, p<0,05) e hipertdbnica, aos 5 minutos (9,56+1,11 vs
5,76+0,49, p<0,05) quando comparados estes grupos com o grupo sem EVEC. Em
relacdo ao conteudo total de 5-HIAA (B) houve diminui¢céo significativa em resposta
a EVEC isotbnica, aos 15 minutos (15,92+1,73, p<0,05) comparando-se este grupo
com o grupo sem EVEC (controle). Ndo houve alterag&o significativa no contetdo de
5-HT ou 5-HIAA em resposta a EVEC isotonica ou hipertdnica, em nenhum dos

tempos analisados.
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Figura 4.1 — Conteudo total de 5-HT (A) e 5-HIAA (B) no NDR ap6s EVEC isotonica
e hiperténica aos 5 e 15 minutos. Valores expressos em médias + EPM. * p< 0,05
em relacdo ao basal (sem EVEC). Cada grupo experimental possui de 9 — 10

animais.
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5.5. EXPERIMENTO V:

Os efeitos da EVEC sobre a ativagdo neuronal no NDR através da expresséo
da proteina Fos e de sua co-localizacao fenotipica com 5-HT.

As figuras 5.1 e 5.2 mostram o numero de duplas marcacbes Fos-5-HT, no
NDR. Estes valores ndo foram alterados em resposta a expansao de volume

isotonica e hipertdnica em relacédo ao grupo ndo expandido.
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Figura 5.1 — Efeitos da EVEC isoténica e hipertdnica sobre o niumero de células
duplamente marcadas (ir Fos-5-HT) no NDR, parte dorsal. Os valores sao expressos
em meédias + EPM. O numero de animais utilizados em cada grupo experimental

encontra-se expresso entre parénteses acima das barras.
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Figura 5.2 - Fotomlcrogra ias de secgoes coronais mostrano i-FOs-5HT no NDR, parte dorsal.
sem EVEC; B: EVEC isotdnica; C: EVEC hiperténica. As figuras encontram-se em aumento de 10X e
40X. As duplas marcagfes ou marcagdes citoplasmaticas estdo em destaque no canto superior direito
(aumento de 100X). Ag, arqueduto e flm, fasciculo longitudinal medial. Escala: 100 um.
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6. DISCUSSAO
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Os resultados apresentados neste trabalho mostram que ocorreu uma
diminuicdo significativa no contetudo total de noradrenalina e dopamina no NTS,
RVLM e LC em resposta a EVEC isotbnica e hipertbnica. Quanto a avaliacdo da
ativacdo neuronal observamos que a EVEC diminuiu o numero de células
duplamente marcadas Fos-TH no NTS apds estimulo hipertbnico, sem, no entanto

alterar o padrdo de ativacdo neuronal nas demais areas.

Quando alteragbes no volume ou na composicdo do meio extracelular sao
detectadas, o organismo mobiliza diversos sistemas que visam de uma forma geral,
restabelecer a homeostase dos liquidos circulantes por meio do controle sobre a
ingestado e excrecdo de eletrdlitos e 4gua. Essas respostas homeostaticas envolvem

a ativacado de mecanismos neurais, humorais e comportamentais.

Como ja descrito, 0 NTS € primeiro sitio de terminacdes de aferéncias vagais
oriundas dos barorreceptores localizados no seio aodrtico e carotideo, regulando as
alteracoes de pressao arterial atraves da ativacao do barorreflexo. Além disso, este
nucleo recebe aferéncias provenientes de receptores de estiramento e
osmorreceptores localizados no trato gastrointestinal. Estes ultimos desempenham
importante papel nos mecanismos comportamentais de manutencdo da homeostase
hidroeletrolitica, controlando a ingestdo de agua e alimentos (Hochstenbach et al.,
1993; Gottlieb et al., 2006).

As catecolaminas, como a noradrenalina, adrenalina e dopamina, sao
importantes mediadores neste sistema de neurotransmissdo. Fibras neuronais
provenientes do NTS projetam-se para neurdnios noradrenérgicos do RVLM, e
destes para 0 SON e PVN (Armstrong et al, 1982; Ross et al., 1985). Aferéncias
adrenérgicas/noradrenérgicas do NTS também partem, direta ou indiretamente via
RVLM, para o LC, chegando ao SON e PVN (Sawchenko & Swanson, 1982).

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que ocorreu diminui¢ao
significativa no contetdo total de noradrenalina e dopamina no NTS, RVLM e LC em
resposta a EVEC isotdnica e hipertbnica. Alguns estudos (Le Quan-Bui et al., 1980;
Nomura et al., 1985; Takami et al.,, 1993) tém mostrado que o conteddo de
noradrenalina no RVLM e no NTS € menor em ratos espontaneamente hipertensos

(SHR), quando comparados a animais normotensos (WKY). Entretanto, outros
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trabalhos mostram o oposto (Versteeg et al., 1976; Winternitz et al., 1984) ou ainda
gue nao existem diferencas nestes parametros entre animais SHR e WKY (Saavedra
et al,. 1978; Saavedra 1979). Uma hipétese para tais observagdes controversas
poderia ser a influéncia, sobre o contetudo total, de catecolaminas periféricas,
oriundas de outras fontes como a medula adrenal, terminagdes nervosas e ganglios
simpéticos, uma vez que tanto as catecolaminas centrais quanto as produzidas
perifericamente participam da manutengcdo da homeostase do sistema nervoso

simpatico.

Nomura e Okamura (1989) relataram que, em animais SHR submetidos a
estresse, ocorre aumento das concentracfes plasmaticas de noradrenalina e
diminuicdo de seu conteudo em estruturas tronco-encefélicas, sugerindo que os
componentes noradrenérgicos centrais e periféricos poderiam estar relacionados.
Entretanto, no modelo de EVEC, no qual foram induzidas alteracdes de volume e
osmolalidade do liquido extracelular, a diminuicdo do contetddo de noradrenalina e
dopamina no NTS, RVLM e LC nado foi acompanhada por alteragbes nas
concentracbes plasmaticas de noradrenalina e adrenalina, sugerindo que neste
modelo experimental ocorra uma provavel dissociacao de vias regulatorias centrais e

periféricas.

Diversos autores (Fuxe et al., 1978; Le Quan-Bui et al., 1980; Nomura et al.,
1985; Yamada et al., 1989; Takami et al., 1993) descreveram que a diminuicdo no
conteudo de noradrenalina em estruturas tronco-encefélicas de ratos hipertensos
poderia ser influenciada por diferencas na pressao, idade e/ou o local de medida.
Estudos desenvolvidos em animais submetidos a hemorragia sistémica revelaram
gue a ativacao de vias noradrenérgicas ascendentes que se projetam do LC para o
PVN resultou em aumento da liberacdo de noradrenalina no nucleo hipotalamico
(Morris et al., 1994). Esses dados corroboram com os resultados apresentados, uma
vez que foi observada diminuicdo do conteldo de noradrenalina no PVN (assim
como no LC, NTS e RVLM) em resposta a EVEC isotbnica e hipertbnica. Entretanto,
o contetdo de dopamina do PVN sofreu reducdo em resposta a EVEC isotbnica e
aumentou em resposta a EVEC hiperténica. Os resultados apresentados mostraram
ainda que o contetdo de noradrenalina no SON néo foi alterado em resposta aos
mesmos estimulos. Considerando o conteddo de dopamina neste nucleo, foi

observada diminuigdo apds ambos os tipos de EVEC.
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O conteudo de noradrenalina e dopamina na EM nao foi alterado em resposta
a EVEC isotbnica, porém houve diminuicdo da concentracdo destes
neurotransmissores na EM de animais submetidos & EVEC hipertonica. E relevante
salientar que a EM é uma regido altamente vascularizada, que recebe terminacdes
nervosas oriundas de varios nucleos cerebrais, limitando assim a elucidacdo da

origem dos mecanismos que modulam o componente simpatico desta estrutura.

ApoOs a integracdo das informacfes que chegam ao SNC, ao menos parte das
respostas efetoras ocorre por meio da inervacao simpética renal direta. Dessa forma,
0 SNC exerce um controle mais rapido de algumas funcées renais, com o objetivo de
corrigir os erros aferidos. O rim participa da regulacdo da homeostase cardiovascular
e do equilibrio hidrossalino por meio de trés mecanismos principais: | — excre¢ao de
sodio (pela modulacéo da secrecao de OT e ANP), Il — excrecéo de agua (através do
controle sobre a secrecdo de AVP), Il — secrecdo de renina (pela modulacédo da

atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona).

Considerando os componentes hormonais de origem hipotalamica envolvidos
nas respostas efetoras desencadeadas por aumentos de volume e/ou osmolalidade,
diversos estudos ja mostraram que a EVEC hipertbnica promove aumento nas
concentragcfes plasmaticas de AVP, OT e ANP, enquanto que a EVEC isotdnica
induz diminuicdo na concentracdo plasmatica de AVP e aumento na secrecdo de
ANP e OT (Haanwinckel et al, 1995; Ventura et al, 2002; Durlo et al, 2004; Ruginsk
et al., 2007). Outros trabalhos mostraram ainda que a reducéo na secrecao de AVP
por neurbnios do SON e PVN é modulada pela ativacdo de vias GABAérgicas
provenientes da regido perinuclear do SON e na banda diagonal de Broca
(Grindstaff & Cunningham, 2001; Renaud et al, 1988).

Nesse sentido, alguns autores mostraram que a liberacdo de GABA encontra-
se aumentada (Singewald et al., 1994 e 1997), enquanto que a liberacdo de
noradrenalina e dopamina encontra-se diminuida (Schneider et al., 1995) no
hipotalamo posterior e LC de animais submetidos a elevacdes da pressao arterial
(precisa conferir se citacdes estdo relacionadas ao assunto certo). Desta forma,
sugere-se gue vias GABAérgicas poderiam estar modulando a liberacdo de NA e DA
em estruturas tronco-encefélicas e hipotalamicas em resposta as variacdes

induzidas pela EVEC no volume circulante e osmolalidade plasmatica.
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Como relatado acima, quando se faz a EVEC (isotbnica ou hipertonica) ocorre
em consequéncia aumento da secrecdo do peptideo natriurético atrial, diminuicdo da
atividade do sistema renina-angiotensina e diminuicdo da atividade da porcéo
simpética do sistema nervoso autbnomo (para revisao ver Antunes-Rodrigues et al.,
2004). Sabe-se que o peptideo natriurético atrial, administrado sistemicamente, ou
por via icv, diminui a liberacdo de AVP bem como a atividade simpética (Ricksten &
Thoren, 1980; Schad & Seller, 1976). Por outro lado, a EVEC induz diminuicdo da
liberagdo de renina, bem como da atividade do sistema renina-angiotensina. Uma
série de evidéncias experimentais indica que a angiotensina atuando no SNC é
capaz de estimular a sintese de serotonina (5-HT) (Haulica et al.,1980; Nahmod et
al., 1978). Tratamento prolongado com inibidores da enzima conversora (captopril)
ou do antagonista do receptor da ANG-Il (irbesatan) é capaz de evitar o
desenvolvimento da obesidade na cepa de camundongo obeso (Ortlepp et al.,
2002). No rato a administragéo de angiotensina Il no cérebro diminui a ingestéo de
alimentos e o peso corporal. Na interpretacdo dos dados os pesquisadores sugerem
gue a angiotensina Il, no cérebro induza a ativacdo simpatica (Cassis et al., 1998;
English & Cassis, 1999; Porter et al., 2003).

No nosso Laboratério foram relatados experimentos demonstrando que
respostas hormonais e renais desencadeadas a partir de variacfes de volume sdo
mediadas por mecanismos serotoninérgicos centrais. A microinjecao central de DOI
(agonistas serotoninérgicos) ou 5-HT produz aumento na natriurese em ratos
submetidos a sobrecarga hidrica (Reis et al., 1991) enquanto lesdes eletroliticas no
NDR ou mesmo a deplecdo de 5-HT pela injecdo icv de inibidor da triptofano
hidroxilase, produzem diminuicdo na excrecdo de sbédio e potassio em ratos
submetidos a sobrecarga hidrica bem como diminuicdo na liberacdo de ANP em
condi¢cBes basais ou de EVEC (Reis et al., 1994), ilustrando uma possivel acéo
tbnica inibitéria do sistema serotoninérgico da rafe sobre a ingestdo de agua e sédio
via NPBL ja que o bloqueio de receptores serotoninérgicos neste ndcleo potencia o
apetite ao sodio em ratos desidratados (de Gobbi et al., 2000), esta acdo também
ocorreria via ativacao do sistema ocitocinérgico do NPV que em conjunto com o ANP
inibiria a acdo estimulatoria angiotensinérgica sobre a ingestdo de agua e sodio
(Franchini & Vivas, 1999; McCann et al., 2000). Entretanto, os dados aqui obtidos
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mostraram que o conteudo de serotonina e seu metabdlito analisado no NDR

diminuiram em resposta a altera¢des de volume e osmolaridade plasmatica.

Além do sistema serotoninérigo, as vias adrenérgicas desempenham
importante fungdo no controle das alteracdes de volume e osmolalidade. Possiveis
acOes estimulatérias da noradrenalina sobre a ingestdo de liquido tém sido
investigadas, assim como seu papel inibitério (De Luca et al., 1994). Estudos que
avaliaram a ativacao neuronal e a participacdo de diferentes nucleos ou vias
cerebrais na homeostase dos liquidos corporais também s&o paradoxais. Alguns
resultados mostraram que a EVEC isotGnica promove aumento na expressao de Fos
em estruturas do tronco cerebral (Randolph et al., 1998), bem como aumento da co-
localizacdo Fos-TH nestas mesmas estruturas (Godino et al., 2005). Por outro lado,
os dados apresentados mostram que a EVEC diminuiu o numero de células
duplamente marcadas para Fos-TH no NTS apOs estimulo hipertdnico, sem, no
entanto, alterar o padrédo de ativacdo neuronal nas demais areas analisadas. Tais
resultados estdo em consonancia com os dados de conteudo de catecolaminas
apresentados para o NTS, sugerindo, assim, uma provavel inibicdo das aferéncias
noradrenérgicas que partem desta area e modulam respostas reflexas e hormonais.
Porém, em decorréncia da existéncia de resultados contraditorios a respeito da
participacdo do sistema noradrenérgico central na manutencdo do equilibrio
hidromineral, gerados a partir da utilizacdo de diferentes desenhos experimentais,

novos estudos ainda precisam ser realizados a fim de esclarecer tais mecanismos.

Em suma, quando um animal sofre expanséo do volume circulante, a pressao
venosa central aumenta, receptores cardiopulmonares no atrio e ventriculo e
barorreceptores no arco aértico e seio carotideo sdo estimulados. A expansao de
volume e a estimulacdo de receptores atriais produzem inibicdo da liberacdo de
AVP, aumento na liberacdo de OT e de ANP resultando em natriurese (Pendlebury
et al., 1992: Durlo et al., 2004; Ruginsk et al., 2007), além de promover diminuicédo
da atividade simpatica (Ricksten & Thoren, 1980; Schad & Seller, 1976) e atenuar a
ingestao hidrica (Kaufman, 1984). Os resultados obtidos indicam a inibicdo de vais
noradrenérgicas ascendentes a partir do NTS que incluem RVLM e LC, nucleos

importantes na modulacdo de respostas frente a ocorréncia de alteracdes de

osmolaridade e volume.
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8. ANEXQOS
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- 0,80mm

-0,92mm

-1,30mm

-1,40mm

- 1,80mm

-2,12mm

ANEXO A — Cortes coronais mostrando extensdo da regido do PVN coletada para
determinacao de conteudo de NA e DA. PVN mostrado em vermelho, coordenadas -
0,80mm a -2,12mm em relacdo ao bregma. Extraido de Paxinos & Watson, 1997.

Escala: 1mm.

- 7,30mm
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ANEXO B — Cortes coronais mostrando extensao da regido do NDR coletada para
determinacdo de conteudo de 5HT e 5-HIAA. NDR mostrado em vermelho,

coordenadas -7,30mm a -8,30mm em relacdo ao bregma. Extraido de Paxinos &
Watson, 1997. Escala: 1mm.
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-9,30mm

-10,40mm

ANEXO C - Cortes coronais mostrando extensdo da coleta do LC para
determinacao de contetdo de NA e DA. LC mostrado em vermelho, coordenadas -

9,16mm a -10,04mm em relacdo ao bregma. Extraido de Paxinos & Watson, 1997.
Escala: 1mm.
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-11,96mm

-12,72mm

-12,80mm

ANEXO D - Cortes coronais mostrando extensdo da coleta do RVLM para
determinacao de conteudo de NA e DA. RVLM mostrado em vermelho, coordenadas

-11,96mm a -12,80mm em relacdo ao bregma. Extraido de Paxinos & Watson, 1997.
Escala: 1mm.



- 13,68mm

- 14,60mm

88



89

ANEXO E - Cortes coronais mostrando extensdo da coleta do NTS para
determinacdo de contetado de NA e DA. NTS mostrado em vermelho, coordenadas -

13,68mm a -14,60mm em relacdo ao bregma. Extraido de Paxinos & Watson, 1997.
Escala: 1mm.



