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A prolactina (PRL) ¢ um horménio polipeptidico e sua regulacdo ¢ influenciada por um
grande numero de fatores que estimulam ou inibem a sua secrecio. Em mamiferos, o
controle exercido pelo hipotdlamo sobre a secre¢io de PRL pela hipofise ¢
predominantemente inibitério tendo como principal regulador a dopamina. Dentre as agdes
da PRL incluem a secregdo de leite, regulagdo da reprodugiio e uma possivel fungio no
balango de agua e eletrdlitos. Os efeitos da PRL sobre o equilibrio hidroeletrolitico podem
ser parcialmente mediados pela liberagdo de corticosterona (B), vasopressina (AVP), ou
ainda serem dependentes de outros hormonios, como a ocitocina (OT) e o peptideo
natriurético atrial (ANP). O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da expansio de
volume extracelular (EVEC), por meio da inje¢do endovenosa de solugdo salina isotonica
(I) ou hiperténica (H) sobre a secrecdo de PRL, B. ANP e OT, em ratos. Avaliar, ainda, os
efeitos de diferentes concentragdes plasmaticas de PRL sobre a secregdo de B, ANP e OT,
induzidas pela EVEC I ou H, e a modulagdo destas respostas pelo eixo HHA. Foram
utilizados ratos machos que, apds ambientagdo, foram submetidos a diferentes
manipulagdes experimentais: grupo controle, animais que ndo receberam nenhum
tratamento; grupo tratado com bromocriptina; grupo tratado com sulpirida e grupo tratado
com dexametasona. Apés EVEC I, no grupo controle, houve um aumento significativo das
concentragdes plasmaticas de PRL, B, ANP e OT, o mesmo ocorrendo com EVEC H,
porém com valores mais elevados de ANP e OT apés EVEC H. Nao houve modificacdo das
respostas do ANP e OT apés EVEC I e H nos grupos tratados com bromocriptina e
sulpirida. As elevagdes de PRL e OT foram bloqueadas no grupo tratado com
dexametasona, sendo que este tratamento ndo alterou a secrecdo de ANP induzida pela
EVEC I e H. Em conjunto, os resultados obtidos indicam que a EVEC induzida pela
injecdo de salina isotonica ou hipertdnica provocou elevacdes nas concentragdes
plasmaticas de PRL, B, ANP e OT. A elevagdo do ANP e OT frente ao estimulo da EVEC I
e H foram independentes das concentragdes plasmaticas de PRL. As elevagdes de PRL e
OT foram bloqueadas pela inibicdo do eixo hipotdlamo-hip6fise-adrenal. Entretanto, o
tratamento com dexametasona ndo modificou o aumento da secre¢do de ANP induzido pela
EVEC I e H. Portanto, PRL pode participar na regulagdo do equilibrio hidroeletrolitico dos
mamiferos, porém, sem uma interagdo direta com os sistemas ANPérgico e ocitocinégico.

Adicionalmente. a resposta da PRL a EVEC I e H é modulada pelo eixo HHA.

Resumo
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Prolactin (PRL) regulation is influenced by a great number of factors that stimulate or
inhibit its secretion. In mammals, the control of the PRL secretion is predominantly
inhibitory and is exerted by dopamine, which is released from the hypothalamus. PRL acts
on milk secretion, reproduction and probably on water and electrolyte balance. The effect
of the PRL on the hydroeletrolitic balance can partially be mediated by corticosterone (B),
vasopressin (AVP), oxytocin (OT) or atrial natriuretic peptide (ANP). The objective of this
study was to evaluate the effect of the extracellular volume expansion (EVE) by
endovenous injection of isotonic (I) or hypertonic (H) saline solution on the secretion of
PRL, B, ANP and OT, in rats. We used Wistar male rats submitted to different
experimental manipulations: control group, intact animals; group treated with
bromocriptine; group treated with sulpiride and a group treated with dexamethasone. After
EVE I, the control group presented a significant increase of the plasma concentrations of
PRL, B, ANP and OT, the same results were observed after EVE H. The increase of ANP
and OT Ievels in response to EVE H was more pronounced than to EVE 1. Bromocriptine
and sulpiride treatment did not modify B, ANP and OT responses to either EVE I and EVE
H. The increase of PRL and OT observed after EVE I and H were blocked in the group
treated with dexamethasone, while, there was no modification in the ANP secretion. In
conclusion, these results indicate that the EVE I and EVE H induced by the injection of
isotonic or hypertonic saline provoked an increased in PRL, B, ANP and OT plasma
concentrations. The increase of ANP and OT by EVE I and EVE H were independent of
PRL plasma concentrations. The increase of PRL and OT were blocked by the inhibition of
the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis by dexamethasone. However,
dexamethasone did not modify the increase of the ANP secretion induced by EVE I and
EVE H. Therefore, PRL might participate in the regulation of the hydroeletrolitic balance
in mammals, however, there is no evidence for direct interaction with ANPergic and
oxytocinergic systems. Additionally, the response of the PRL induced by EVE I and EVE
H is modulated by HPA axis.

Abstract
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A prolactina (PRL) ¢ um horménio polipeptidico constituido de 197
aminoacidos em ratos (Cooke et al., 1980) e 199 aminoacidos em humanos (Shome &
Parlow, 1977). A importante participagdo da PRL no processo de lactacdo, foi
primeiramente verificada em 1928, quando se observou a existéncia de um fator hipofisario
capaz de induzir a secreg¢do de leite em coelhas (Stricker & Grueter, 1928), denominado
posteriormente de prolactina (Riddle et al., 1933). A estrutura primaria da PRL estd
intimamente relacionada aquela do horménio de crescimento (GH) e dos hormoénios
lactogénios placentarios, como verificada pela avaliagido das propriedades genéticas,
estruturais e funcionais, que demonstrou que estes hormonios pertencem a mesma familia

de proteinas (Miller & Eberhardt, 1983).

A PRL plasmatica ¢ produzida por células acidofilas do lobo anterior da
hipofise, as quais sdo divididas em duas categorias: os mamotrofos ou lactotrofos, células
que secretam apenas este hormoénio e os mamosomatdtrofos, que secretam PRL e horménio
de crescimento (GH). Ainda na adenohipéfise, os mamosomatétrofos, comumente
encontrados em ratos neonatos (Hoeffler et al., 1985), possuem a capacidade de se
diferenciar em lactétrofo na presenga de estrogenos (Boockfor et al., 1986). Essas células
tém localizagdes diferentes na adenohipéfise e compreendem cerca de 25% do total das
células, ndo havendo diferenca entre sexo e idade (Halmi e cols., 1975). Desde o inicio de
sua descoberta até 1970, era dificil distinguir a PRL do GH como entidades quimicas
independentes. Com a purificagdo da PRL e determinagdo da sua estrutura quimica foi
possivel produzir anticorpos especificos, padronizar a técnica de radioimunoensaio (RIE) e
determinar as concentracdes plasmiticas de PRL em diversas condigdes fisiologicas. Por
outro lado, além da adenohipofise, a expressdo do gene da PRL tem sido encontrada em
diversas regides do organismo como sistema nervoso central (SNC), células do sistema
imunolégico, miométrio uterino e células do epitélio mamario, entre outros. Embora estes
locais ndio sejam a principal fonte de PRL plasmética, eles parecem estar associados com a
secrecdo de PRL em outros compartimentos como no fluido cérebro espinhal, fluido

aminiotico, leite e fluido folicular ovariano (Ben- Jonathan et al., 1996).

A PRL apresenta, em varias espécies, um perfil circadiano de secre¢ao com as
concentragdes plasmaticas de PRL mais altas no periodo da noite (Sassin et al., 1973).

Estudos recentes demonstraram que este aumento de secre¢do estd também presente em
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homens e mulheres (Mattheij et al., 1978; Waldstreicher et al., 1996). Em ratos machos, a
secregdo de PRL apresenta um perfil circadiano de secre¢do semelhante aos humanos,

também com maiores concentragdes plasmaticas observadas no periodo da noite
(Kiser et al., 1975; Dunn et al., 1972).

A secre¢do de PRL ¢é influenciada por um grande nimero de fatores. Alguns
destes fatores agem diretamente alterando a transcrigdo génica e outros atuam ligando-se ao
receptor especifico na membrana celular ativando um segundo mensageiro. A regulagdo da
secrecdo da PRL € controlada por fatores que estimulam ou inibem a sua secre¢do. Os
estimulos fisiologicos mais importantes que proporcionam aumento na secre¢do de PRL
s30 o estimulo da suc¢do mamilar, estresse e o aumento dos niveis de esterdides ovarianos,
primariamente os estrogenos (Neill 1970,1972). Entre os inumeros fatores estressores
capazes de induzir aumento da secrecdo de PRL, podemos citar o estresse hemorragico,
térmico, anestésico e social (Jurcovicova et al., 1988; Banky et al., 1994). O interesse em
relagdo a participagdo da PRL durante o estresse partiu das observagdes de Nicoll e col.
(1960) de que a exposi¢do a varios estimulos nociceptivos promovia, em grau variado,
crescimento de mamas e a secre¢do de leite em ratas virgens tratadas com estrogenos. As
respostas da PRL aos fatores estressores diferem de acordo com o paradigma de estresse
aplicado, assim ndo podemos definir um mecanismo isolado e sim um conjunto de fatores

que modulam a estimulac@o da secreg¢@o de PRL (Freeman et al., 2000).

Os estrogenos, também, exercem um importante controle sobre a secrecdo de
PRL, sendo um dos principais fatores endogenos responsdveis pela estimulacdo da secre¢ao
deste horménio, promovendo aumento da sintese, da secrecdo e do armazenamento
intracelular de PRL (West & Dannies, 1980; Shin, 1979; Shull & Gorski, 1989; Yamamoto
et al., 1986; Kiino & Dannies, 1981). Os efeitos do estrogeno podem ser verificados em
ratas, apds a remogdo dos ovarios, que resulta em diminuigdo do tamanho e do niimero de
lactétrofos, assim como, dos granulos intracelulares de PRL (De Paul et al., 1977). O
estrogeno € o principal horménio ovariano que reverte estes efeitos e, subseqiientemente,
estimula a secre¢do de PRL (Chen & Meites, 1970). Estudos “in vivo” mostram que a
administracdo de estrogenos leva ao aumento nos niveis de RNAm da PRL nos lactétrofos

e, paralelamente, ao aumento de sua biossintese (Maurer, 1982; Maurer, 1982; Shull
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et al.,1984; Carrilo et al.,1987). Essa estimulagdo envolve, inicialmente, a ligagdo direta do
estradiol ao seu receptor nuclear e, subseqiientemente, a ligacdo desse complexo aos
elementos responsivos aos estrogenos, estimulando a sintese de proteinas intermedidrias,
que resultam na estimulacdo da sintese de PRL (Shull & Gorski, 1985; Shull & Gorski,
1986). Os efeitos do estrégeno na liberagdo de PRL pode ser, ainda, devido a modulagédo do
pela diminuigdo de AMP ciclico (Shull & Gorski, 1986; Shull & Gorski, 1989). Além
disso, o estrogeno estimula a atividade mitotica, a sintese de DNA e proliferacdo dos

lactétrofos (Yamamoto et al.,1986; Amara et al.,1987).

Os mecanismos envolvidos na estimulagdo da secre¢do de PRL sdo variados.
Existem varios elementos que participam como segundo mensageiro, entre eles o AMP
ciclico, o fosfatidilinositol e o calcio intracelular. O aumento intracelular de AMP ciclico
determina aumento da transcri¢io do gene da PRL, sintese e liberagdo do hormdnio em
algumas células (Maurer, 1882; Murdoch et al., 1982., Delbeke et al.,1984). Parece que
esse efeito ocorre via ativagdo da proteina quinase dependente de AMP ciclico e €
resultante da fosforilagdo da proteina ligante a0 DNA especifica (Day et al., 1989). Assim,
os horménios que agem pelo aumento de AMP ciclico intracelular como ocorre com o
peptidio vasoativo intestinal (VIP), podem aumentar a secre¢@o de PRL (Onali et al., 1983).
Um grande niimero de fatores que influenciam a secre¢do de PRL age pela via do fosfatidil
inositol. Como em outros sistemas, depois da interagdo hormonio-receptor via proteina
G, o passo inicial é a hidrolise, pela fosfolipase C do fosfatidil inositol em trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O aumento no IP3 causa a rapida liberagao de Ca™* do
reticulo endopldsmatico e ativagdo dos canais de Ca®* aumentando o conteido desse ion
intracelularmente. Alteragdes no Ca’* intracelular resultam na ativagdo da proteina quinase
que, entdo, promove a fosforilagdo de outras proteinas (Lamberts et al., 1990) assim,
ativando a transcricdo génica, sintese e liberagdo de PRL (La Verriere et al., 1988). Varios
horménios estimulam a secrecdo de PRL através do aumento de Ca®* , como o hormédnio
liberador de GH, o horménio liberador de gonadotrofina, ocitocina, vasopressina,
angiotensina II, dentre outros. Desde que, grande niimero desses hormonios sdo importantes
na regulagio osmética corporal, sugere-se que a PRL também possa participar nesse

controle. Uma outra via de produgio de PRL ocorre por meio do 4cido araquidonico, porém
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esta via ainda ndo estd bem definida. Estimulos sobre a fosfolipase A, resultam na liberagio
de PRL e 4cido aracdonico em células adenohipofisarias cultivadas “in vitro” (Ross et al.,

1988), levando a um aumento na produgdo desse horménio (Bihorean et al., 1990).

Em mamiferos, o controle exercido pelo hipotdlamo sobre a secre¢do de PRL
secre¢do de PRL ¢ também influenciada por fatores liberados pelos lactétrofos através de
uma regula¢do autdcrina, ou por outras células da propria hipofise, por uma regulagdo
paracrina. O controle inibitério da secre¢do de PRL esta bem estabelecido, tendo como
principal regulador a dopamina. A DA vem sendo estudada como inibidor da secre¢io de
PRL desde 1964 por Everett, sendo considerada o mais importante inibidor fisiologico da
PRL. Além disso, estudos demonstram que drogas que afetam o metabolismo das
catecolaminas também alteram a secre¢do de PRL (Arimura et al, 1972). Em 1968,
Van Maanen e Smelik propuseram que a DA do tuberoinfundibular liberada nos vasos
portais hipotaldmicos-hipofisarios na eminéncia média é o agente inibidor da produgdo de
PRL. Os axénios responsaveis pela liberagdo de DA na eminéncia média originam-se no
pericario da por¢do dorso-medial do nicleo arqueado e porgdo inferior do nucleo
receptores D, nos lactétrofos, diminuindo o AMP ciclico, inibindo o metabolismo do
fosfatidil inositol e diminuindo a mobilizagio de Ca®™* intracelular, com reducdo de seu
transporte pelos canais. Adicionalmente, a DA pode se ligar intracelularmente aos granulos
secretores de PRL (Gallardo et al., 1985).

Além da dopamina, outros fatores como neurotransmissores, neuromoduladores
¢ horménios promovem inibicdo dos neurdnios dopaminérgicos e, portanto, aumento da
secregio de PRL. Contudo. muitos desses fatores podem ter multiplas agdes,
frequentemente com efeitos bioldgicos opostos, isto €, podem ter efeito direto sobre os
lactotrofos que podem prevalecer em relagio aos seus efeitos sobre neurdnios
dopaminérgicos (Freeman et al., 2000). Dentre estes fatores, o sistema noradrenérgico
Adicionalmente, a ativagdo dos receptores muscarinicos da acetilcolina, diminuem a
secrecdo basal de PRL (Wojcikiewicz et al., 1984). Esta bem estabelecido que o efeito
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estimulacdo dos neur6nios dopaminérgicos de origem tuberoinfundibular (Grandison et al.,
1976). Estudos prévios tem demonstrado que o acido gama aminobutirico (GABA) é
parcialmente responsavel pela atividade inibidora da PRL ndo dopaminérgica (Schally
et al, 1977). Neurénios GABAérgicos no hipotalamo médio basal (HMB) recebem
multiplos impulsos intra e extra hipotaldmicos. Neurdnios GABAérgicos estimulados pela
serotonina e substdncia P atuariam como neurdnios inibitérios alterando a atividade dos

neurdnios dopaminérgicos (Meister, 1988).

As ac¢des da PRL tém sido estudadas desde o final dos anos 20, quando se
descobriu que extratos pituitarios poderiam induzir a secreg¢do de leite (Stricker e et al.,
1928). A partir de entdo varios trabalhos foram realizados para determinagdo de suas
principais fungdes. Nicoll e Bern, 1972 concluiram que a PRL € o mais versatil de todos os
horménios. Ela possui receptores distribuidos por todo organismo, sendo encontrados nas
mamas, figado, cortex da adrenal, prostata, ovario, testiculos, vesicula seminal, epididimo,
linfocitos, pulmdo, miocardio, cérebro e tubulos renais. A PRL tem a fungdo de regular
varios processos fisiologicos que sdo peculiares para diferentes grupos de vertebrados e
podem ser agrupadas em seis categorias: balango de agua e eletrolitos, reprodugao
(producdo de leite, secre¢do de gonadotrofinas), desenvolvimento, efeitos metabélicos,
acdes sobre a pele e a interagdo com os hormonios esterdides. A importéncia de cada grupo
de acdes varia de acordo com o grupo de vertebrados. Sabe-se que, em peixes e anfibios, a
PRL é muito importante para manuten¢do do equilibrio hidroeletrolitico, principalmente no
momento do desenvolvimento, em que os anfibios estdo mudando de habitat, ou seja,
passando do ambiente aquético para o terrestre. A aquisi¢do de nova condi¢do de vida na
superficie terrestre coincide com a multiplicagdo de receptores para a PRL nos rins e
bexiga, nos anfibios. A PRL é fundamental na adaptagdo dos anfibios a condic@o terrestre,
aumentando o desempenho renal aumentando a reabsor¢do de dgua e sédio, bem como
outros ions, incluindo o potassio pelo rim. Estudos indicam, ainda, que a PRL tem fun¢@o
osmorregulatéria que sdo importantes para fetos de mamiferos. Alguns estudos evidenciam
que, nos mamiferos, a agdo osmorregulatéria da PRL baseia-se na retengao de agua e sodio
(Shennan, 1994) contudo, outros estudos sugerem que esse efeito seja devido a

contaminagio da PRL pela vasopressina (AVP) utilizada nos experimentos.
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Adicionalmente, a PRL pode ter efeito sobre o crescimento, porém, ndo esta bem definido

COmo €ssas 3.(;685 S€ processarm.

Virias sdo as evidéncias que demonstram a participa¢do da PRL na manutengdo
do equilibrio hidroeletrolitico: a PRL pode modificar direta ou indiretamente a fungéo
renal; a secre¢cdo de PRL pode ser alterada por mudangas no estado de hidratagdo do
animal; a PRL pode, ainda, regular a secre¢do de outros hormdnios como AVP e
aldosterona, que participam no controle das fungbes renais; a PRL pode regular
movimentos de fluidos e eletrélitos em varios sitios, como rins, membrana amnidtica,
olhos, pele e plexo cordide. O aumento da secre¢do de PRL foi demonstrado em resposta a
um aumento da ingestdo de agua ou infusido de salina hipertonica (Bliss et al., 1981). Os
efeitos da PRL sobre o equilibrio hidroeletrolitico podem ser parcialmente mediados pela
liberagdo de corticosterdide, AVP, ou ainda serem dependentes de outros horménios, como
o ANP. O ANP, administrado dentro do terceiro ventriculo, diminui as concentragdes
basais de PRL, em ratos machos, indicando que o ANP possa agir centralmente alterando as
atividades neuronais responsaveis pelo controle hipotaldmico da secre¢do de PRL
(Samson et al., 1988). Adicionalmente, a intera¢do da PRL com o ANP na manuten¢do do

equilibrio hidroeletrolitico do organismo tem sido evidenciada (Gutkowska et al., 1997).

O ANP pertence a familia dos peptidios natriuréticos, cujas agdes estdo
diretamente relacionadas a regulagdo da pressdo arterial, 8 homeostase hidroeletrolitica e a
remodelagdo cardiovascular. Esse peptidio € sintetizado e liberado por midcitos atriais,
descrito em 1981 por de Bold e colaboradores, que observaram um potente efeito
natriurético e diurético de extratos de misculo atrial. O ANP esta envolvido na homeostase
cardiovascular e na regulagdo do balango de dgua e eletrélitos atuando nos rins, adrenais,
vasos sanguineos € no sistema nervoso central (Needleman e Greenwald, 1986; McCann
et al., 1994). Além de sua sintese no coragdo, o ANP ¢é encontrado também em tecidos
extracardiacos como no sistema nervoso central (SNC) (Gutkowska e Nemer, 1989). No
SNC o grupo mais proeminente de neurdnios ANP imunorreativos estd no terceiro
ventriculo. Rostralmente os neurénios ANPérgicos estdo presentes na parede antero-ventral
do terceiro ventriculo (AV3V), estando associados com a manutengdo do equilibrio
hidrossalino (Jacobowitz et al,, 1985; Standaert et al., 1986; Baldissera et al., 1989;

Introdugdo
38



Antunes-Rodrigues et al., 1991). Caudalmente, estdo localizados, principalmente, no nicleo
paraventricular e micleo arqueado (Standaert et al., 1986; Zamir et al., 1986). Através de
estudo imuno-histoquimico observou-se que neurénios ANP positivos estdo localizados na
por¢do parvocelular do nucleo paraventricular e que suas fibras se estendem até a zona
externa da eminéncia mediana (Kawata et al., 1985). O ANP esta presente na eminéncia
mediana em uma concentra¢do no sangue portal hipofisario maior que no sangue periférico
(Palkovits et al., 1987; Lim et al, 1990). Ainda, através de andlise auto-radiografica
observou-se a presenga de receptores para ANP na hipdfise anterior nos corticotrofos,

gonadotrofos e lactotrofos (Gutkowska e Nemer, 1989).

Fatores mecénicos € hormonais regulam a secrecdo de ANP, sendo, 0 aumento
da pressao transmural na parede atrial o principal estimulo mecanico para a liberagdo do
ANP (Walsh et al, 1988; Lang, 1985; Kinnumen, 1993). Estudos demonstram que as
concentragdes plasmaticas de ANP sdo elevadas por expansdo de volume induzida pela
infusdo de salina isotdnica ou hipertonica, na insuficiéncia cardiaca e em outras condi¢bes
associadas com aumento da pressdo intra-atrial (Pettersson, et al., 1986; Nicholls, 1987;
Maack, 1996; Elias, 1997). Além disso, existem inumeros estimulos quimicos como
agonistas adrenérgicos, acetilcolina, glicocorticdides, prostaglandinas, vasopressina, fatores
de crescimento, horménio liberador de corticotrofina (CRH) e estradiol, que podem
aumentar diretamente a liberagio de ANP ou potencializar sua resposta frente a uma
sobrecarga de volume (Antunes-Rodrigues, 1997; Levin, 1988; Bastos, 2001). A
hiperosmolaridade do liquido extracelular aumenta a concentragdo plasmatica de ocitocina
(OT) e esta induz a liberagdo de ANP pelo atrio. (Antunes — Rodrigues, et al., 1991;
Watenpaugh, et al.,1992).

A OT é um nonapeptideo sintetizado, principalmente, em neurdonios
magnocelulares e parvocelulares dos nucleos paraventriculares e supra-optico do
hipotalamo, transportada através do fluxo axoplasmatico sendo estocada na neuro-hipofise
(Brownstein et al, 1980). Muitos estudos tém indicado que, em certas condi¢des
experimentais, a OT pode estar envolvida em um controle estimulatério da secre¢do de
PRL (Pan et al., 1990). Entretanto, a OT é mais conhecida por suas agdes no sistema

reprodutor feminino, causando contragdo na musculatura lisa uterina durante o parto ¢
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promovendo a ejecdo de leite, durante a amamentacdo, pela contragdo das células
mioepiteliais das glindulas mamarias (McNeilly et al., 1983). A OT participa ainda, como
neuromediador no controle de comportamentos sociais, adaptativos, sexuais e regulatdrios
da temperatura corporal e da pressdo sanguinea (De Wied et al., 1993; Kovécs e De Wied,
1994). Adicionalmente, OT é um peptideo neuronal que desempenha um papel essencial na
regulagcdo do equilibrio hidroeletrolitico, promovendo natriurese, diurese ou antidiurese e
mibindo o apetite ao sodio (Verbalis et al., 1991). Um dos estimulos efetivos para a
secre¢do de OT € o aumento em cerca de 2% da osmolalidade, que também ocasiona
secre¢do de arginina-vasopressina (AVP), pelos neurénios magnocelulares (Cunnighan e
Sawchenko, 1991). Adicionalmente, estudos indicam que a expansio de volume induzida
por salina isotonica ou hipertdnica proporcionam aumento das concentragdes plasmaticas
de OT e, simultaneamente, de ANP (Huang et al., 1995; Haanwinckel et al., 1995). Além
disso, muitos trabalhos tém dado énfase a participagdo da OT na regulagido do eixo HHA
(hipotalamo-hip6fise-adrenal), demonstrando que este hormonio € responsivo a diferentes

paradigmas de estresse (Jonhson et al., 1992).

Considerando os possiveis papéis desempenhados pela PRL na homeostase
hidroeletrolitica, objetivamos o estudo de sua interagdo com o ANP e a OT, hormdnios
diretamente envolvidos na regulagdo do equilibrio hidroeletrolitico, no modelo

experimental de expansdo de volume extracelular e suas provaveis intera¢cdes com o eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal.
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1. Avaliar os efeitos da expansdo de volume extracelular (EVEC), por meio da
injecdo endovenosa de solucdo salina, isotonica ou hipertdnica, sobre a
secrecdo de prolactina (PRL), corticosterona (B), peptideo natriurético atrial
(ANP) e ocitocina (OT) em ratos.

2. Avaliar os efeitos da PRL sobre a secregdo de B, ANP e OT, induzidos pela

EVEC isot6nica ou hipertonica

3 Avaliar os efeitos de diferentes estados funcionais do eixo
hipotalamo-hipofise adrenal sobre a secregdo de PRL, ANP e OT induzidos

pelo estimulo da EVEC isotonica ou hipertonica.
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NI TATANTATNTNTA:

MATERIAL E METODOS



a-) Animais estudados:

Foram utilizados ratos machos Wistar, 180-200g, provenientes do Biotério

Central do Campus de Ribeirdo Preto - USP. Os animais foram mantidos no Biotério

Setorial da Faculdade de Medicina — FMRP —USP, no Departamento de Fisiologia, em

ambiente com temperatura (22 + 2°C) e luz controlada (12h de claro/12 horas de escuro).

Apés ambientacdo de 72 horas os animais foram submetidos as manipulagdes

experimentais e divididos em diferentes grupos, com livre acesso & agua e alimento.

1-)

Grupo controle: Corresponde aos animais que ndo receberam nenhum

tratamento prévio.

Grupo tratado com bromocriptina: Corresponde aos animais que
receberam  diariamente, durante uma semana, bromocriptina
(CB-154, Sigma), na dose de 0,4mg/100g de peso corporal, via

intraperitoneal, em um volume de 200ul, dissolvida em salina 0,9%.

3-) Grupo tratado com sulpirida: Corresponde aos animais que receberam

sulpiride (Equilid — 50 mg, Hoechst). Um grama de sulpiride foi dissolvido
em dois litros de agua corrente com pH da solugédo ajustado em 7,5. Esta
solucdo foi oferecida a estes animais,”ad libitum”, durante uma semana. Os

animais controles neste experimento receberam agua corrente ad libitum”.

Grupo tratado com dexametasona: Corresponde aos animais que
receberam por via subcutdnea, injecdo de dexametasona (Prodome)
100ug/100g de peso corporal , em um volume de 200ul, duas horas antes

de serem submetidos a expansdo do volume extracelular.

b-) Canula¢ao da Veia Jugular:

Os

animais foram anestesiados com tribromoetanol (25 mg/100g de peso

corporal, via intraperitoneal) e submetidos aos procedimentos cirtirgicos para canula¢do da

veia jugular externa direita, segundo técnica descrita por Harms e Ojeda (1974). Utilizamos
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canulas de sildstico com o comprimento total de 11 cm, confeccionadas com suporte para
sua fixacdo no musculo peitoral, que permitiu que apenas 2,2 ¢cm da cinula fosse projetada
em dire¢do ao atrio direito. Apods a tricotomia da regido supra-clavicular direita, o trajeto da
veia foi identificado por transparéncia, aplicando-se leve pressio acima da clavicula de
modo a obstruir o retorno venoso. Apos pequena incisdo na pele, paralela ao trajeto venoso,
0 acesso a veia jugular externa foi obtido. A cédnula foi introduzida na luz do vaso com
auxilio de uma agulha especialmente confeccionada para sua adaptagfo na extremidade
distal da canula. Apés transfixagdo venosa, o complexo agulha e canula, exposto no
musculo peitoral, foi desfeito e, sob leve tragdo a canula foi reposicionada na luz do vaso,
sendo, entdo fixada com fio de algoddo ao musculo. Com auxilio de um trocater, a outra
extremidade da canula foi exteriorizada na regido occipital dorsal, por percurso subcutineo.
Na incisdo cirurgica, os planos foram fechados em bloco com pontos simples, utilizando-se
fios de algodao. Apos este procedimento, a canula foi lavada e preenchida com um pequeno
volume de solu¢do heparinizada (1:40 em NaCl 0.15M), para evitar obstru¢do da canula
com sangue coagulado. Antes de conectar a extremidade distal de cdnula da seringa com
solu¢do de heparina, foi dado um lago para oclusdo da canula com auxilio de uma pinga.

Através desta via, no dia do experimento, foi realizada a expansdo de volume extracelular.

Apos a cirurgia, os animais foram transferidos para a sala de experimentos em
gaiolas plasticas individuais com livre acesso ao alimento e agua e mantidos sem

manipulacéo até o inicio do experimento, na manhi seguinte.

c-) Expansio de Volume Extracelular:

No dia do experimento, as canulas foram lavadas com salina heparinizada
(1:40), para testar o funcionamento das mesmas. Apds a lavagem das cénulas, os ratos
foram mantidos sem manipulagdo, durante um periodo de 60 min, até o inicio do
experimento, em ambiente silencioso para minimizar o efeito dos fatores de estresse
ambiente. A EVEC foi realizada por meio de infusdo endovenosa de solugdo de NaCl
isotonica (0,15M) ou hiperténica (0,3M). O volume injetado foi de 2 ml/100g de peso
corporal durante um minuto e os ratos foram sacrificados por decapitacdo imediatamente

antes (basal), aos 5, 10, 15 e 30 minutos apés a EVEC.
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d-) Coleta de sangue

Os ratos foram sacrificados por decapita¢dao ¢, em seguida, o sangue coletado
em tubos de polipropileno, mantidos sob gelo, contendo 3 gotas de heparina para a
dosagem de prolactina, corticosterona e ocitocina plasmaticas. Para dosagem de ANP, o
sangue foi coletado em tubos de polipropileno, mantidos sob gelo, contendo EDTA 10%
(10pl/ml de sangue), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) (ImM, 10ul/ml de sangue) e
Pepstatin A (500uM,10ul/ml de sangue). O plasma foi separado por centrifugagdo a
3000 rpm, por 20 minutos, em centrifuga refrigerada a 4°C e, em seguida, estocado

a -70°C, em aliquotas de 1 ml, até a realiza¢do das dosagens hormonais.

e-) Dosagens hormonais

Todas as dosagens hormonais foram realizadas por Radioimunoensaio (RIE).
no Laboratorio de Neuroendocrinologia do Departamento de Fisiologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Todas as amostras provenientes de um mesmo
experimento foram determinadas em duplicata, em um mesmo ensaio.

e-1) Radioimunoensaio da Prolactina

A determinacio da concentragdo plasmatica de PRL foi realizada por
radioimunoensaio (RIE) de duplo anticorpo usando-se reagentes fornecidos pelo National
Institute of Arthritis, Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Baltimore, Maryland,
USA. O primeiro anticorpo empregado foi 0 NJADDK anti-rPRL-S8, cuja dilui¢do final no
ensaio era de 1:3000. A obtencdo do segundo anticorpo (anti-gama-globulina do coelho
produzida em cabra) foi realizada no Laboratorio de Neuroendocrinologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto. A iodacdo da PRL (rPRL-I5) foi realizada pelo método da
cloramina T tendo-se usado o isétopo '*°I, em lugar do 1T originalmente proposto pelos
autores. A dose minima detectavel foi de 0,04 ng/ml. Os coeficientes de variagdo
intra- e entrensaios foram de 5,0% e 11,7% respectivamente.

e-2) Radioimunoensaio da Costicosterona

A B plasmatica foi determinada, utilizando-se o método modificado de Vecsei e
cols. (1979), com extragdo prévia do esterdide com etanol. Utilizamos o anticorpo
anticorticosterona (AB-Cort-17984) obtido em coelhos, imunizados com o horménio

conjugado com albumina bovina (Steraloids Inc. Wilton, N.H. USA ; # Q 1559), preparado
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no nosso laboratério. A especificidade do anticorpo foi testada através de reatividade
cruzada com o cortisol (1%), 170H-Progesterona (1%) e sulfato de dehidroepiandrosterona
(12%). Utilizamos como hormdénio marcado a corticosterona marcada [1,2-3 (H)]
(New England Nuclear). A separagdo das fragdes livre e ligada foi realizada com a
utilizagdo da solugdo de carvio-dextrana 0.5/0.05%.

A dose minima detectavel foi de 0,4+ 0,1 pg/dl. O coeficiente de variacdo intra-

€ entrensaios foram, respectivamente, 5,7% e 8.4%.
e-3) Radioimunoensaio da Ocitocina

O radioimunoensaio da OT foi realizado ap6s extragdo prévia do plasma com
acetona e éter de petroleo. Apds centrifuga¢do (2500 rpm, 5 min., 4 °C), 1 ml de plasma foi
transferido para um tubo contendo 2 ml de acetona (Laboratério Merck) seguido de
agitagdo por 20 segundos e centrifugagdo (2500 rpm, 25 min., 4°C). A seguir o
sobrenadante foi decantado para um tubo contendo 3,7 ml de éter de petréleo (Laboratério
Reagen) e submetido, apos agitagdo a centrifugagdo (2500 rpm, 25 min., 4°C) e a seguir ao
congelamento, em nitrogénio liquido. A fase congelada, contendo a ocitocina, foi
liofilizada e, no momento do ensaio, foi ressuspensa com 25001 de tampdo do ensaio
(Tampdo tris 0,05 M com albumina humana 0,25%) e ensaiada em duplicata. Utilizamos o
primeiro anticorpo anti-OT, cedido gentilmente pela Dra Mariana Morris (Wright State
University — Dayton, OH, USA) e o padrdo de referéncia para a curva e para marcagao
foram adquiridos da Peninsula Laboratories (cat. OT-8152). Para separacdo das fragdes
ligada e livre utilizamos um segundo anticorpo anti-gamaglobulina de coelho produzido em
cabra, seguido de solugdo de polietilenoglicol 6000 6,25%.

A dose minima detectavel foi de 0,9 pg/ml. Os coeficientes de variagdo intra- e

entrensaios foram de 7,0% e 12.6 %, respectivamente.

¢-4) Radioimunoensaio do Peptideo Natriurético Atrial

A extracdo de ANP das amostras de plasma foi realizada utilizando-se colunna
C-18 (SEP — Columm RIK — SEPCOL - I, Peninsula Laboratories). O plasma (2ml) foi
acidificado com 2ml de 4acido trifluoroacético (TFA) 0,1% e apds centrifugagdo o

sobrenadante foi aplicado na coluna de C-18, previamente ativada com 20ml da solugdo de
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acetonitrila 60% em TFA 0,1%. A eluigdo foi realizada com solucdo de acetonitrila (3ml)
que foi seguida de liofilizagdo. O extrato obtido foi mantido a —70°C até o momento da
dosagem, quando foi resuspenso em 400ul de tampao do ensaio (Tampao fosfato 0,05, pH
7.4, contendo NaCl 0.15M, albumina bovina 0,1% Triton X-100 0,1% e NaNj3 0,02%). O
ANP (Peninsula, # 9103) foi marcado com I'Z, utilizando-se 0 método da lactoperoxidase.
O primeiro anticorpo, anti-ANP, foi gentilmente cedido pela Profa. Gutkowska e o segundo
anticorpo, anti-gama globulina de coelho foi produzido em cabras utilizando-se como
antigeno gama-globulina de coelho normal (Sigma, # 0261) no Laboratério de
Neuroendocrinologia da FMRP - USP. A especificidade do radioimunoensaio do ANP foi
detalhadamente descrito por Gutkowska et al., 1984.

A dose minima detectavel foi de 7,0 pg/ml. Os coeficientes de variagdo intra- €

entrensaios foram de 5,8% e 11,7% respectivamente.

f-) Analise dos Resultados

Para analise estatistica foram utilizados os seguintes procedimentos:

- indices de dispersio em torno da média (X) foram o desvio padrdo da
média (DP) e erro padrio da média (EPM). As figuras estdo representadas
em X + EPM.

- analise de variancia Anova foi utilizada para comparagéo dos valores dentro
do mesmo grupo experimental, porém nos diferentes periodos estudados.

- teste de Wilcoxon Mann Whitney foi utilizado para comparagio dos valores
entre grupos diferentes (EVEC I vs EVEC H).

O nivel de significancia adotado para a rejei¢do da hipétese de nulidade foi de

5% entretanto, niveis de p menores que 0,05 foram anotados no texto.

Para efeito de calculo estatistico todos os valores ndo detectaveis (abaixo do

limite de sensibilidade para o respectivo ensaio) foram arbitrariamente considerados como

o valor da sensibilidade do método (dose minima detectavel).
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A- EFEITO DA EXPANSAO DE VOLUME EXTRACELULAR ISOTONICA

(EVEC I) E HIPERTONICA (EVEC H) SOBRE AS CONCENTRACOES
PLASMATICAS DE PRL, B, OT E ANP EM ANIMAIS CONTROLES

A tabela I apresenta os valores de PRL, B, ANP e OT, em média e erro padrdao
da média (X+EPM), sob condi¢@o basal (tempo 0) e aos 5, 10, 15 e 30 minutos apés EVEC

1sotonica (EVEC I) e hipertonica (EVEC H) nos animais intactos e controles.

Tabela I: Concentracdes plasmaticas de Prolactina (PRL), Corticosterona (B), Ocitocina
(OT) e Peptideo Natriurético Atrial (ANP), em média e erro padrdo da média
(X£EPM), em condig¢des basais (tempo 0) e sob EVEC isotonica (EVEC I) e

hipertonica (EVEC H) nos animais intactos € controles.

Intactos Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo
0 57 10° 15 30
PRL EVECI 5,3+0,9 9,7+1,9 16,3£2,1 6,924 5,6x1,5
(ng/ml) 4,7+0,7
EVECH 3,5+0.7 12,5+4.4 4.6+0,6 4,7+0.7 4,8+0.8
B EVEC I 14,114 18,2+2.4 11,3£3.4
(ng/dl) 1.0£0.1  6,7+0,8
EVECH 17,7+£1,7 19,0+1,6 18.4+0,7
ANP EVEC T 504,8+£71,1 232.,4+40,5 289,9+£70,3
(pg/ml) 33,843.5  54,2+4,]
EVECH 1559,0+143,0 436,0+56,7 201,0+23,1
oT EVEC 1 23,543,6 16,0+£3.9 7,0£1,5
(pg/ml) 9,9+0,6  6,3%0.,6
EVECH 56,3+6,6 52,1105 39,4£3.5
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Concentracgdes plasmaticas de Prolactina

Os animais foram submetidos a EVEC com solugio isotonica ou hiperténica e
sacrificados apds 5, 10, 15 e 30 minutos apos EVEC. Os valores de PRL em ratos intactos,
em condicdo basal foram de 4,7+0,7 ng/ml. Os valores de PRL nos animais controles, em
condi¢do basal (tempo 0) e aos 5, 10, 15 e 30 minutos apés EVEC isot6nica foram de
5,3+0,9; 9,7+1,9; 16,3+2,1; 6.9+2.4; 5,6+1.5 ng/ml, respectivamente. Os valores de PRL
nos animais controles em condicdo basal (tempo 0) e aos 5, 10, 15 e 30 minutos apos
EVEC hipertonica foram de 3,5+0,7; 12,5+4.4; 4,6£0,6; 4,7+0.7; 4.8+0,8 ng/ml,

respectivamente (Tabela I).

Observa-se que apos a expansdo do volume extracelular, com salina isotonica,
houve um aumento significativo das concentragdes plasmaticas de PRL aos 5 minutos
(p=0,04) e 10 minutos (p=0,0013), retornando aos valores comparaveis aos animais basais
nos tempos 15 e 30 minutos. A expansio de volume com salina hipertonica, determinou um
aumento significativo (p=0,01) das concentra¢des plasmaticas de PRL apenas aos 5

minutos (Figura 1), retornando aos valores basais nos periodos subseqiientes.

Comparamos os valores plasmaticos de PRL obtidos apés a EVEC com solugdo
isotonica e hipertonica, em condigdes basais (tempo 0) e apos os diferentes periodos
estudados (5, 10, 15 e 30 minutos). Encontramos valores significativamente maiores no

grupo expandido com solug@o isotonica apenas aos 10 minutos (p=0,0043).

Concentragdes plasmaticas de corticosterona

Os valores de corticosterona em ratos intactos em condi¢des basais, foram de
1,0+0,1 pg/dl. No grupo controle, que corresponde aos animais submetidos a
procedimentos cirurgicos de canulagdo da veia jugular, houve um aumento da concentragio
plasmatica de corticosterona (6,7+ 0,8 pg/dl) em relagéio ao grupo intacto, em condi¢des

basais, indicando ativa¢do do eixo-HHA em resposta ao estresse anestésico e a dor.
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Os valores de corticosterona, em ratos controles, em condigdo basal (tempo 0) e
apos 5, 10 e 15 minutos apés EVEC isotonica foram de 6,7+0,8; 14,1+1.4; 18,2+2.4;
11,3£3,4 pg/dl, respectivamente (Tabela I). Os valores de corticosterona, em ratos
controles, em condi¢do basal (tempo 0) e aos 5, 10 e 15 minutos apés EVEC hipertonica,
foram de 6,7+0,8; 17.7+1.7: 19,0£1,6; 18,4+0,7 pg/dl (Tabela I). As concentragdes
plasmaticas de corticosterona no grupo apos EVEC isotonica elevaram-se
significativamente aos 5 minutos (p=0,0031) e 10 minutos (p=0,0013), quando comparadas
ao0s valores basais, retornando aos niveis similares aos basais aos 15 minutos de observacio
(Figura 2). No grupo que foi submetido a EVEC hipertonica, houve eleva¢do da
concentra¢do plasmatica de corticosterona nos primeiros 5 minutos (p=0,0007),
permanecendo elevadas durante os outros periodos de observagdo: 10 minutos (p=0,0007) e

15 minutos (p=0,0007), quando comparados aos valores basais (Figura 2).

Comparamos os valores plasmaticos de corticosterona obtidos apés a EVEC
isotonica e hipertdnica em condigdes basais (tempo 0) e nos diferentes periodos apés EVEC
(5, 10 e 15 minutos) € ndo encontramos diferenga significativa nas concentragdes de B

entre os dois procedimentos.

Concentracdes plasmaticas de ANP

Os valores de ANP em ratos intactos, em condigdes basais, foram de 33,843,5
pg/ml. Os valores de ANP nos animais controles, em condigéo basal (tempo 0) e aos 5, 10 e
15 minutos apés EVEC isotdnica foram de 54,2+4,1; 504,8+71,1; 232,4+40,5; 289,9+70,3
pg/ml (Tabela I). Os valores de ANP nos animais controles, em condi¢@o basal (tempo 0) e
aos 5. 10 e 15 minutos apés EVEC hipertonica foram de 54,2+4,1; 1559,0+143,0;
436,0+56,7; 201,0+23,1 pg/ml (Tabela I). Elevagdes agudas do volume de sangue
circulante proporcionaram uma elevag@o plasmatica do ANP aos 5 minutos (p=0.0022), 10
minutos (p=0,0095) e aos 15 minutos (p=0,0095) apés EVEC isotdnica, sendo maior aos 5
minutos de observacdo (Figura 3). No grupo apés EVEC hipertonica observou-se uma
elevagio plasmatica do ANP aos 5 minutos (p=0,0043), 10 minutos (p=0,0022) e
15 minutos (p=0,0043) quando comparados aos valores basais, sendo maior aos 5 minutos
(Figura 3).
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Comparamos os valores plasmaticos de ANP obtidos nos grupos apos EVEC
isotdnica e hipertonica em condigdes basais (tempo 0) e nos diferentes periodos de tempos
estudados apés EVEC (5, 10 e 15 minutos). Observamos valores significativamente
maiores no grupo apoés EVEC hipertdnica aos 5 minutos (p=0,0043) e aos 10 minutos
(p=0,019).

Concentragdes plasmaticas de OT

Os valores plasmaticos de OT em ratos intactos, em condigdes basais, foram de
9,9+ 0.6 pg/ml. Os valores de OT nos animais controles, em condi¢do basal (tempo 0 ) e
aos 5, 10 e 15 minutos apés EVEC isotonica foram de 6,3+0,6; 23,543.6; 16,0+3,9; 7,0+1.5
pg/ml (Tabela I). Os valores de OT nos animais controles, em condi¢do basal (tempo 0) e
aos 5, 10 e 15 minutos apés EVEC hiperténica foram de 6,3+0,6; 56,3+6.6; 52,10<10,5;
39,4+3,5 pg/ml (Tabela I). Apés a EVEC isotdnica, houve aumento significativo das
concentragdes plasmaticas de OT aos 5 minutos (p= 0,001) e aos 10 minutos (p=0,007) de
observagdo quando comparados aos valores basais (Figura 4). Apos a EVEC hipertonica,
houve aumento da concentracdo plasmatica de OT aos 5 minutos (p=0,0012), 10 minutos

(p=0,0012) e 15 minutos (p=0,0012) quando comparados aos valores basais (Figura 4).

Comparamos os valores plasmaticos de OT obtidos nos grupos apoés EVEC
isotdnica e hipertonica, em condicdes basais (tempo 0) e nos diferentes periodos de tempos
estudados apés a EVEC (5, 10 e 15 minutos). Observamos valores significativamente
maiores apés EVEC hipertonica, aos 5 minutos (p=0,004), 10 minutos (p=0,03) e
15 minutos (p=0,002) de observagio.
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Figura 1: Concentragdes plasmaticas de PRL (ng/ml), em X + EPM, em condi¢des basais
(tempo 0) e aos 5, 10, 15 e 30 minutos apés EVEC isotonica (EVEC I) e EVEC

hipertonica (EVEC H) nos animais controles. (n=6)
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Figura 2: Concentragdes plasmaticas de B (pg/dl), em X+EPM, em condi¢bes basais
(tempo 0) e aos 5, 10, 15 minutos ap6s EVEC isotonica (EVEC I) e EVEC

hipertdnica (EVEC H) nos animais controles. (n=6)
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Figura 3: Concentragdes plasmaticas de ANP (pg/ml), em X+EPM, em condi¢cdes basais
(tempo 0) e aos 5, 10, 15 minutos apés EVEC isoténica (EVEC I) e EVEC
hiperténica (EVEC H) nos animais controles. (n=6)
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Figura 4: Concentragdes plasmaticas de OT (pg/ml), em X+EPM, em condi¢des basais
(tempo 0) e aos 5, 10, 15 minutos ap6s EVEC isoténica (EVEC I) e EVEC
hiperténica (EVEC H) nos animais controles. (n=6)
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B- EFEITO DA EXPANSAO DE VOLUME EXTRACELULAR ISOTONICA E
HIPERTONICA SOBRE AS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE PRL, B,
OT E ANP EM ANIMAIS TRATADOS COM O VEICULO OU COM

BROMOCRIPTINA.

A Tabela II apresenta os resultados de PRL, B, OT e ANP, em média e erro

padrio da média (X+EPM), em condigdes basais (tempo 0) e sob EVEC isotonica

(EVEC I) e hipertonica (EVEC H), nos animais que receberam veiculo ou bromocriptina.

Tabela II: Concentragdes plasmaticas de PRL, B, OT e ANP, em média e erro padrdo da
média (X+EPM), em condi¢des basais (tempo 0) e sob EVEC isotonica

(EVEC ) e hipertdnica (EVEC H), nos animais tratados com o veiculo ou com

bromocriptina.
VEICULO TRATADO
Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo
0 5 15’ 0 5 15’
PRL EVECI 10.4+1,1 7.8£1.6 2,7+0,2 2,0+£0,3
(ng/ml) 45413 2.8:07
EVECH 11.4+1,2 6,7+0,7 2,9+0,9 1,7+0,2
B EVECI 22 8433 12,8+1.2 16,7+1,3 16,3+0,4
(ug/dl) 6,9+1,3 11,6+1,1
EVECH 21,125 26,7424 20,0£2,5 21,3x1,7
ANP EVEC1 484,3+64.6 136,6+34,8 75,9+14,1 453,6+68,9 101,6+17.8
(pg/ml) 54,8+4.,0
EVECH 1461,0+136,8  285,3£27,7 68,7495 1019,0+54, 224.5+32 .4
2
oT EVEC]1 18,6+2,2 8,2+1,2 13,3=1,6 7,3+0,6
(pg/ml) 7,9+0,6 8,6+1,0
EVECH 33,6+4.9 17,7422 49,6+7,0 15,2£2.0
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Concentracdes plasmaticas de Prolactina

Os valores plasmiticos de PRL no grupo de animais que receberam veiculo, em
condi¢Bes basais (tempo 0) e apos 5 e 15 minutos de EVEC isoténica, foram de 4,5+1,3;
10,4+£1,1; 7,8+1,6 ng/ml, respectivamente (Tabela II). Nos animais tratados com
bromocriptina os valores de PRL foram de 2,8+0,7; 2,740,2; 2,0+0,3 ng/ml,
respectivamente. Os resultados no grupo veiculo demonstram que apoés EVEC isotdnica
houve um aumento significativo das concentragdes plasmaticas de PRL aos 5 minutos
(p=0,04) de observagdo quando comparados aos valores basais. No grupo tratado com
bromocriptina ndo foram encontradas diferengas significativas nas concentracdes
plasmaticas de PRL apés EVEC, nos diferentes tempos estudados, 5 e 15 minutos, quando
comparados aos valores basais. Ndo houve diferenca entre os valores basais do grupo
veiculo e do grupo tratado com bromocriptina (NS). Entretanto, os niveis plasmaticos de
PRL no grupo tratado com bromocriptina foram significativamente menores quando
comparados ao veiculo nos diferentes tempos estudados ap6s EVEC I, 5 minutos (p=0,015)
e 15 minutos (p=0,007), respectivamente. Os valores de PRL em condicdo basal e apds
EVEC isoténica, no grupo veiculo e no grupo tratado com bromocriptina estdo

apresentados graficamente na figura 5.

Os valores de PRL no grupo veiculo, em condi¢des basais (tempo 0) e apos 5 e
15 minutos de EVEC hipertonica, foram 4,5+1,3; 11,4%1,2; 6,7+0,7 ng/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com bromocriptina os valores de PRL foram de
2,8+0.7; 2,9+0,9; 1,7+0.2 ng/ml, respectivamente (Tabela II). Os resultados no grupo
veiculo demonstram que ap6s EVEC hipertonica houve um aumento significativo das
concentragbes plasmaticas de PRL aos 5 minutos (p=0,01), quando comparamos aos
valores basais. No grupo tratado com bromocriptina ndo foram encontradas diferengas
significativas nos valores de PRL apés EVEC H, nos diferentes periodos de tempos
estudados, 5 e 15 minutos, quando comparados aos valores basais. Nio houve diferenca
significativa entre os valores basais de PRL observados no grupo veiculo e no grupo tratado
com bromocriptina (NS). Porém, os valores de PRL no grupo veiculo foram maiores que 0s
encontrados no grupo tratado com bromocriptina, nos diferentes periodos de tempo

estudados, aos 5 minutos (p=0,007) e 15 minutos (p=0,007), respectivamente. Os valores de
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PRL, em condi¢do basal e apés EVEC hipertonica no grupo veiculo e no grupo tratado com

bromocriptina estdo apresentados graficamente na figura 5.

Comparamos os valores plasmaticos de PRL obtidos apés EVEC isoténica e
hipertonica, em condig¢des basais (tempo 0) e nos diferentes periodos de tempos estudados
apos a EVEC (5, 10 e 15 minutos), nos animais veiculo e tratado com bromocriptina e ndo

foram encontradas diferencas significativas entre os dois procedimentos (NS).

Concentragoes plasmaticas de corticosterona

Os valores plasmaticos de B no grupo veiculo em condi¢des basais (tempo 0) e
apds 5 e 15 minutos de EVEC isotonica foram de 6,9+1,3; 22.8+3,3: 12.8+1.2 pg/dl,
respectivamente. Nos animais tratados com bromocriptina os valores de B foram de
11,6+1,1; 16,7+1,3; 16,3+0.4 ug/dl. respectivamente (Tabela II). Os resultados demonstram
que no grupo veiculo, apés a EVEC isotonica, houve um aumento significativo das
concentragdes plasmaticas de B aos 5 minutos (p=0,028) e aos 15 minutos (p=0,031)
quando comparados aos valores basais. No grupo tratado com bromocriptina, as
concentragdes plasmaticas de B também foram significativamente maiores apés EVEC
isoténica nos diferentes tempos estudados, 5 e 15 minutos (p= 0,028), quando comparados
aos valores basais. Nao houve diferencga significativa entre os valores basais (tempo 0) e
aos 5 e 15 minutos ap6s EVEC isotonica no grupo veiculo e no grupo tratado com
bromocriptina (NS). Os valores de B em condigdo basal e apés EVEC isotdnica, no grupo

veiculo e no grupo tratado com bromocriptina, estdo apresentados graficamente na figura 6.

Os valores de B no grupo veiculo em condi¢des basais (tempo 0) € aos 5 e
15 minutos apés EVEC hipertonica foram de 6,9+1,3; 21.1£2,5: 26,7+2.4 pg/dl,
respectivamente. Nos animais tratados com bromocriptina os valores de B foram de
11,6£1,1; 20,0+2,5; 21,3+1,7 pg/dl (Tabela II). Os resultados demonstram que no grupo
veiculo apés EVEC hipertonica houve um aumento significativo das concentragoes
plasmaticas de B aos 5 minutos (p=0,007) ¢ aos 15 minutos (p=0,007) de observacdo

quando comparados aos valores basais (tempo 0). No grupo tratado com bromocriptina,
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observamos também concentragdes plasmaticas de B mais elevadas aos 5 minutos (p=0,03)
€ aos 15 minutos (p= 0,01) de observagio quando comparados aos valores basais. Nio
houve diferenca significativa entre os valores de B em condi¢des basais (tempo 0) € aos S e
15 minutos apés EVEC hipertonica entre os grupos veiculo e tratado com bromocriptina
(NS). Os valores de B em condicio basal e apos EVEC hipertonica, no grupo veiculo e no

grupo tratado com bromocriptina, estdo apresentados graficamente na figura 6.

Comparamos os valores plasmaticos de B obtidos apos a EVEC isotdnica e
hiperténica nos animais veiculo e tratado com bromocriptina, em condi¢des basais e nos
diferentes periodos de tempos estudados apos EVEC (5 e 15 minutos). Observamos valores
significativamente maiores no grupo veiculo, apos EVEC hiperténica aos 15 minutos

(p=0,007).

Concentragdes plasmaiticas de ANP

Os valores de ANP no grupo veiculo, em condigdes basais (tempo 0) e apos 5 e
15 minutos de EVEC isotonica foram de 54,8+4,0; 484,3+64,6; 136,6+34.8 pg/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com bromocriptina os valores de ANP foram de
75,9+14.1; 453,6+68,9; 101,6+17,8 pg/ml, respectivamente (Tabela II). Os resultados
demonstram que, no grupo veiculo, apés a EVEC isotbnica, houve um aumento
significativo das concentragdes plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,003) e aos
I5 minutos (p=0,002) de observacio quando comparadas aos valores basais. No grupo
tratado com bromocriptina, observamos um aumento significativo das concentracdes
plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,028) de observacio quando comparadas aos
valores basais. Ndo houve diferenca significativa das concentra¢cdes plasmaticas de ANP
em condi¢do basal (tempo 0) e aos 5 e 15 minutos de EVEC isotdnica quando comparamos
0s grupos veiculo e tratado com bromocriptina (NS). Os valores de ANP, em condi¢des
basais e ap6s 5 e 15 minutos de EVEC isotdnica, no grupo veiculo e no grupo tratado com

bromocriptina estao apresentados graficamente na figura 7.
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Os valores de ANP no grupo veiculo, em condigdes basais (tempo 0) e apds 5 e
15 minutos de EVEC hipertonica, foram de 54,8+4.0; 1461,0+136.8; 285,3,6+27.7; pg/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com bromocriptina os valores de ANP foram de
68,7£9,5; 1019,0+54,2; 224,5+32.4 pg/ml, respectivamente (Tabela II). Os resultados
demonstram que no grupo veiculo, apés EVEC hipertonica, houve um aumento
significativo das concentragdes plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,002) e aos
15 minutos (p=0,002) quando comparamos aos valores basais. No grupo tratado com
bromocriptina observamos uma resposta semelhante a descrita acima, ou seja, um aumento
das concentracbes plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,015) e aos 15 minutos
(p=0,019) de observagio, quando comparadas aos valores basais. Ndo houve diferenca
significativa nas concentragdes plasmaticas de ANP entre os valores basais (tempo 0) € aos
5 e 15 minutos apés a EVEC hipertonica ao compararmos os grupos veiculo e tratado com
bromocriptina (NS). Os valores de ANP em condi¢do basal e apds 5 e 15 minutos de EVEC
hiperténica, no grupo veiculo e no grupo tratado com bromocriptina. estdo apresentados

graficamente na figura 7 .

Comparamos os valores plasmaticos de ANP obtidos apés a EVEC isot6nica e
hiperténica nos animais veiculo e tratado com bromocriptina, em condi¢des basais e nos
diferentes periodos de tempos estudados apés EVEC (5 e 15 minutos). Observamos valores
significativamente maiores tanto no grupo veiculo, como no grupo tratado com

bromocriptina apés a EVEC hipertonica aos 5 minutos (p=0,028; p=0.,015).

Concentragoes plasmaticas de OT

Os valores de OT no grupo veiculo em condigdes basais (tempo 0) € apos 5 e
15 minutos de EVEC isotonica foram de 7,9+0,6; 18.,6+2.2; 8.2+1.2 pg/ml
respectivamente. Nos animais tratados com bromocriptina os valores de OT foram de
8,6+1.0; 13,3+1.6; 7.3+0,6 pg/ml, respectivamente (Tabela II). Os resultados no grupo
veiculo demonstram que apds a EVEC isotonica houve um aumento das concentragdes
plasmaticas de OT aos 5 minutos (p=0,004) de observagdo quando comparados aos valores

basais. O mesmo ocorrendo com o grupo de animais tratados com bromocriptina (p=0,028).
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Nao foram encontradas diferencas nas concentragbes plasmaticas de OT em condigoes
basais (tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apos EVEC isotonica entre os grupos veiculo e
tratados com bromocriptina (NS). Os valores de OT em condigdo basal e apés EVEC
isotdnica, no grupo veiculo e no grupo tratado com bromocriptina, estdo apresentados

graficamente na figura 8.

Os valores de OT no grupo veiculo em condigbes basais (tempo 0) e apos 5 e
15 minutos de EVEC hiperténica foram de 7.9%0,6; 33,6+4,9; 17,7422 pg/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com bromocriptina os valores de OT foram de
8,6+1,0; 49,6+7,0; 15,242,0 pg/ml, respectivamente (Tabela II). Os resultados no grupo
veiculo demonstram que apés EVEC hipertonica houve um aumento significativo das
concentragdes plasmaticas de OT aos 5 minutos (p< 0,0001) e aos 15 minutos (p=0,001)
quando comparadas aos valores basais. No grupo tratado com bromocriptina, observamos
também concentragdes plasmaticas de OT elevadas aos 5 minutos (p=0,028) de observagio
comparadas aos valores basais. Nio houve diferenca significativa nas concentragdes
plasméticas de OT em condi¢des basais (tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apés EVEC
hipert6nica entre os grupos veiculo e tratado com bromocriptina (NS). Os valores de OT
em condicao basal ¢ apés EVEC hipertdnica no grupo veiculo e no grupo tratado com

bromocriptina estdo apresentados graficamente na figura 8.

Comparamos os valores plasmaticos de OT obtidos apos EVEC isotonica e
hipertonica nos animais veiculo e tratado com bromocriptina, em condigdes basais e nos
diferentes periodos de tempos estudados apés EVEC (5 e 15 minutos). Observamos valores
significativamente maiores apés EVEC hipertonica, no grupo veiculo aos S minutos
(p=0,008) e no grupo tratado com bromocriptina aos 5 minutos (p=0,028) e aos 15 minutos
(p=0,016).
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Figura 5: Concentragdes plasmaticas de PRL (ng/ml), em X+EPM, em condi¢bes basais
(tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apos EVEC isoténica (EVEC I) e EVEC

hipertonica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com bromocriptina. (n=5)
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Figura 6: Concentragdes plasmaticas de B (pg/dl), em X+EPM, em condigbes basais
(tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apé6s EVEC isotonica (EVEC I) e EVEC

hipertonica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com bromocriptina. (n=5)
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Figura 7: Concentrages plasmaticas de ANP (pg/ml), em X+EPM, em condi¢des basais
(tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apés EVEC isotonica (EVEC I) e EVEC

hipertonica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com bromocriptina. (n=5)
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Figura 8: Concentragdes plasmaticas de OT (pg/ml), em X+EPM, em condi¢des basais
(tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apés EVEC isotonica (EVEC I) e EVEC

hipert6nica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com bromocriptina.(n=5)
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C- EFEITO DA EXPANSAO DE VOLUME EXTRACELULAR ISOTONICA E
HIPERTONICA SOBRE AS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE PRL, B,
OT E ANP EM ANIMAIS TRATADOS COM O VEICULO OU COM

SULPIRIDA.

A Tabela III apresenta os resultados de PRL, B, ANP e OT, em média e erro

padrio da média (X+EPM), em condi¢des basais (tempo 0) e sob EVEC isotonica

(EVEC I) e hipertonica (EVEC H), nos animais tratados com o veiculo ou sulpirida.

Tabela III: Concentragdes plasmaticas de PRL, B, ANP e OT, em média e erro padrdo da
média (X+EPM), em condigbes basais (tempo 0) e sob EVEC isotonica
(EVEC ) e hipertonica (EVEC H), nos animais veiculo e tratado com sulpirida.

VEICULO TRATADO
Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo
0 5 15 0 5 15
PRL EVECI  4,040,5 10,9+1,0 6,912  26,4+1,8 47,744,9 43,545,7
(ng/ml)
EVECH 44409 11,740,8 49+1,5  25,743,1 58,9482 46,9+4.7
B EVECI 17.612,9 10,7£1,6  8,4409 24,5+1,3 13,6+5,8
(pg/di) 43+1,6
EVEC H 18,4%1,5 30,2424  7,4%12 26,0+0,9 22,4425
ANP  EVECI 713456 393,7426,4 188,5437,0 61,616,7  303,2+8,8 138,0+19,4
(pg/ml)
EVECH 71,747,6 1066,0+52,4 213,5424,9 71,6448  959,0+57,3 183,5422,6
oT EVECI 42403 14,1£1,6 8,5+1,4 5,440,3 12,8423 10,6+0,9
(pg/ml)
EVECH 9,0+14 53,043,5 36,7463  10,440,8 37,246,6 26,8+3,7
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Concentragoes plasmaticas de prolactina

Os valores de PRL no grupo veiculo, em condi¢bes basais (tempo 0) e apoés 5 e
15 minutos de EVEC isotdnica, foram de 4,0£0,5; 10,9+1,0; 6,9+1,2 ng/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com sulpirida os valores de PRL foram de 26,4+1.8;
47,744.9; 43,5+5.7 ng/ml, respectivamente (Tabela III). No grupo veiculo, apés a EVEC
isotdnica houve um aumento significativo das concentragdes plasmaticas de PRL aos
5 minutos (p=0,002) e aos 15 minutos (p=0,041) de observagio quando comparados aos
valores basais. No grupo tratado com sulpirida, apés EVEC isotdnica, também houve
aumento significativo nas concentragdes plasmaticas de PRL aos 5 minutos (p=0,002) e aos
15 minutos (p=0,041) de observagio quando comparadas aos valores basais. Os animais
tratados com sulpirida apresentaram concentragdes de PRL mais elevadas em condicio
basal (tempo 0), (p=0,002), aos 5 minutos (p=0,002) e aos 15 minutos (p=0,002) apos
EVEC isotonica quando comparamos com o grupo que recebeu veiculo. Os valores de PRL
em condi¢do basal e apés 5 e 15 minutos de EVEC isotOnica, no grupo veiculo e no grupo
tratado com sulpirida, estdo apresentadas graficamente na figura 9.

Os valores de PRL no grupo veiculo, em condi¢des basais (tempo 0) e apds 5 e
15 minutos de EVEC hiperténica foram de 4.440,9;: 11,7+0,8; 4,9+1,5 ng/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com sulpirida os valores de PRL foram de 25,7%3.1;
58,948,2; 46,9+4,7 ng/ml, respectivamente (Tabela IIT). Os resultados demonstram que no
grupo veiculo, apés EVEC hipertdnica, houve um aumento das concentracoes plasmaticas
de PRL aos 5 minutos (p=0,002), quando comparadas aos valores basais. No grupo tratado
com sulpirida, apés EVEC hipert6nica, houve um aumento das concentragdes plasmaticas
de PRL aos 5 minutos (p=0,002) e aos 15 minutos (p=0,002) quando comparadas aos
valores basais. Houve diferenca significativa nas concentragdes plasmaticas de PRL em
condicdo basal (tempo 0) (p=0,002), aos 5 minutos (p=0,002) e aos 15 minutos (p=0,002)
apés EVEC hipertonica quando comparamos os grupos veiculo e tratado com sulpirida. Os
valores de PRL em condi¢do basal e apés 5 e 15 minutos de EVEC hipertdnica, no grupo

veiculo e no grupo tratado com sulpiride, estdo apresentados graficamente na figura 9.
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Comparamos os valores plasmaticos de PRL obtidos apos EVEC isotonica e
hipertdnica nos animais veiculo e tratado com sulpirida, em condi¢des basais e nos
diferentes periodos de tempos estudados apés a EVEC (5 e 15 minutos) € ndo foram

encontradas diferencas significativas entre os dois procedimentos.

Concentracdes plasmaticas de corticosterona

Os valores de B no grupo veiculo em condi¢des basais (tempo 0) € apds 5 e
15 minutos de EVEC isotonica foram de 4.3+1,6 17,6£29; 10,7£1,6 pg/dl,
respectivamente. Nos animais tratados com sulpirida os valores de B foram de 8,4+0,9;
24.5+1,3; 13,6+5,8 ng/dl, respectivamente (Tabela III). No grupo veiculo, apés a EVEC
isoténica, houve um aumento das concentragdes plasmaticas de B aos 5 minutos (p=0,028)
quando comparados aos valores basais. No grupo tratado com sulpirida, apés EVEC
isotdnica, foram encontradas diferen¢as significativas nas concentragdes plasmaticas de B
aos 5 minutos (p=0,028) quando comparados aos valores basais. Houve diferenca
significativa entre os valores basais (tempo 0) do grupo veiculo e do grupo tratado com
sulpirida (p=0,028). Entretanto, ndo foram encontradas diferencas significativas nas
concentragdes plasmaticas de B, aos 5 minutos e aos 15 minutos apos EVEC isotonica entre
os grupos veiculo e tratados (NS). Os valores de B em condi¢do basal e apés EVEC
isotonica, no grupo veiculo e no grupo tratado com sulpirida, estdo apresentados

graficamente na figura 10.

Os valores de B no grupo veiculo em condigdes basais (tempo 0) e apos 5 e 15
minutos de EVEC hipertonica foram de 4,3+1,6; 18,4+1,5; 302424 pg/dl,
respectivamente. Nos animais tratados com sulpirida, os valores de B foram de 7,4+1,2;
26,0+0,9; 22.4+2.5 ng/dl, respectivamente (Tabela III). Os resultados demonstram que no
grupo veiculo, apés a EVEC hipertonica, houve um aumento significativo das
concentragdes plasmaticas de B aos 5 minutos (p=0,028) e aos 15 minutos (p=0,015)
quando comparados aos grupos basais. No grupo tratado com sulpirida, houve um aumento
das concentracdes plasméticas de B aos 5 minutos (p=0,002) e aos 15 minutos (p=0,002)

quando comparados aos valores basais. Ndo houve diferenca significativa entre os valores
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basais (tempo 0) do grupo veiculo e do grupo tratado com sulpirida. Entretanto, foram
encontradas diferencas significativas nas concentragdes plasmaticas de B, apés EVEC
hiperténica entre os grupos veiculo e tratado, aos 5 minutos (p=0,0009) de observagdo. Os
valores de B em condigdo basal e apés EVEC hipertonica, no grupo veiculo e no grupo

tratado com sulpirida, estdo apresentados graficamente na figura 10.

Comparamos os valores plasmaticos de B obtidos apés a EVEC isoténica e
hipertonica nos animais veiculo e tratado com sulpirida, em condigdes basais nos diferentes
periodos estudados apés a EVEC (5 e 15 minutos). Observamos valores significativamente
maiores no grupo veiculo, apés a EVEC hiperténica aos 15 minutos (p=0,007) de

observagdo.

Concentragdes plasmaticas de ANP

Os valores de ANP no grupo veiculo, em condigdes basais (tempo 0) e apds 5 e
15 minutos de EVEC isotdnica foram de 71,3145.6; 393,7+26,4; 188,5+37.0 pg/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com sulpirida, os valores de ANP foram de
61,6+6,7; 303,2+8.8; 138.0+19.4 pg/ml, respectivamente (Tabela III). Os resultados
demonstram que no grupo veiculo apés a EVEC isotdnica, houve um aumento das
concentragGes plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,009) e aos 15 minutos (p=0,009) de
observagido quando comparados aos valores basais. No grupo tratado com sulpirida, apos
EVEC isoténica houve um aumento significativo das concentragdes plasmaticas de ANP
aos 5 minutos (p=0,028) e aos 15 minutos (p=0,028) de observagdo, quando comparados
aos valores basais. Nao houve diferenca significativa das concentragdes plasmaticas de
ANP em condigdo basal (tempo 0), entre os grupos veiculo e tratado com sulpirida (NS).
Porém, as concentragdes plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,028) de observagio,
foram maiores no grupo veiculo quando comparado ao grupo tratado com sulpirida. Os
valores de ANP em condi¢o basal e apos 5 e 15 minutos de EVEC isotonica no grupo

veiculo e no grupo tratado com sulpirida estdo apresentados graficamente na figura 11.
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Os valores de ANP no grupo veiculo, em condi¢des basais (tempo 0) e apés 5 e
15 minutos de EVEC hipertonica foram de 71,7+7.6; 1066,0+52.4; 213,5424.9 pg/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com sulpirida os valores de ANP foram de 71,6%4,8;
959,0+£57,3; 183,5£22.6 pg/ml, respectivamente (Tabela III). Os resultados demonstram
que no grupo veiculo apés EVEC hipertonica houve um aumento das concentragoes
plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,009) e aos 15 minutos (p=0,009) quando
comparamos aos valores basais. No grupo tratado com sulpirida, apés EVEC hipertdnica
houve um aumento das concentra¢des plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,028) e aos
15 minutos (p=0,028) de observagdo quando comparados aos valores basais. Ndo houve
diferenga significativa nas concentragdes plasmaticas de ANP entre os valores basais
(tempo 0) e apds 5 e 15 minutos de EVEC hipertonica ao compararmos os grupos veiculo e
tratado com sulpirida (NS). Os valores de ANP em condigdo basal € apés 5 e 15 minutos de
EVEC hipertonica, no grupo veiculo e no grupo tratado com sulpirida estdo apresentados

graficamente na figura 11.

Comparamos os valores plasmaticos de ANP obtidos apés a EVEC isotonica e
hipertdnica nos animais veiculo e tratado com sulpirida, em condi¢des basais e nos
diferentes periodos estudados apoés a EVEC (5 e 15 minutos). Observamos valores
significativamente maiores apos EVEC hipertonica aos 5 minutos de observagao, no grupo

veiculo (p=0,007) e no grupo tratado com sulpirida (p=0,007).

Concentragoes plasmaticas de OT

Os valores de OT no grupo veiculo em condi¢des basais (tempo 0) e apds 5 e
15 minutos de EVEC isotonica foram de 4,240.3; 14.1£1.6; 8,5t1.4 pg/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com sulpirida os valores de OT foram de 5.4+0,3;
12.8+2.3; 10,6+0,9 pg/ml, respectivamente (Tabela III). Os resultados no grupo veiculo
demonstram que apés a EVEC isotonica, houve um aumento das concentragdes plasmaticas
de OT aos 5 minutos (p=0,028) e aos 15 minutos (p=0,028) de observa¢do quando
comparamos aos valores basais. No grupo tratado com sulpirida observamos uma resposta

semelhante & descrita acima, ou seja, um aumento das concentragdes plasmaticas de OT aos
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5 minutos (p=0,028) e aos 15 minutos (p=0,028) quando comparamos aos valores basais.
Nao foram encontradas diferengas significativas nas concentragdes plasmaticas de OT, em
condigdes basais (tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apos EVEC isotdnica entre os grupos
veiculo e tratado com sulpirida (NS). Os valores de OT em condi¢do basal e apés EVEC
isotonica no grupo veiculo e no grupo tratado com sulpiride estdo apresentados

graficamente na figura 12.

Os valores de OT no grupo veiculo em condi¢des basais (tempo 0) e apos 5 e
15 minutos de EVEC hiperténica foram de 9,0+1.4; 53,043,5; 36,7+6,3 pg/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com sulpirida os valores de OT foram de 10,4+0.8;
37,246,6; 26,8+3,7 pg/ml, respectivamente (Tabela III). Os resultados do grupo veiculo e
do grupo tratado com sulpirida demonstram que apos EVEC hipertonica houve um aumento
significativo das concentragdes plasmaticas de OT aos 5 minutos (p=0,028 e p=0,007) e aos
I5 minutos (p=0,028 e p=0,007) de observagdo quando comparamos aos valores basais.
Néo foram encontradas diferengas significativas nas concentragdes plasmaticas de OT em
condigdes basais (tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apos EVEC hipertonica entre os grupos
veiculo e tratado com sulpirida (NS). Os valores de OT em condi¢do basal e apos EVEC
hipertonica, no grupo veiculo e no grupo tratado com sulpirida, estdo apresentados

graficamente na figura 12.

Comparamos os valores plasmaticos de OT obtidos ap6s a EVEC isoténica e
hiperténica nos animais veiculo e tratados com sulpirida, em condi¢des basais e nos
diferentes periodos de tempo estudados apés a EVEC (5 e 15 minutos). Observamos
valores significativamente maiores apds a EVEC hiperténica, no grupo veiculo aos 5 e 15
minutos (p=0,007) e no grupo tratado com sulpirida aos 5 e 15 minutos (p=0,004) de

observagdo.
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Figura 9: Concentragdes plasmaticas de PRL (ng/ml), em X+EPM, em condi¢bes basais

(tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apés EVEC isoténica (EVEC I) e EVEC

hiperténica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com sulpirida. (n=6)
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Figura 10: Concentragdes plasmaticas de B (pg/dl), em X+EPM, em condi¢des basais

(tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apés EVEC isotonica (EVEC I) e EVEC

hipertonica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com sulpirida. (n=5)
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Figura 11: Concentragdes plasmaticas de ANP (pg/ml), em X+EPM, em condicdes basais
(tempo 0) e aos 5 e 15 minutos apés EVEC isoténica (EVEC I) e EVEC

hipertonica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com sulpirida. (n=5)
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Figura 12: Concentragdes plasméticas de OT (pg/ml), em X+EPM, em condicdes basais
(tempo 0) € aos 5 e 15 minutos apés EVEC isotonica (EVEC 1) e EVEC

hipertdnica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com sulpirida. (n=5)
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D- EFEITO DA EXPANSAO DE VOLUME EXTRACELULAR ISOTONICA E
HIPERTONICA, SOBRE AS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE PRL, B,

OT E ANP EM ANIMAIS TRATADOS COM VEICULO OU COM
DEXAMETASONA.

A Tabela IV apresenta os resultados de PRL, B, ANP e OT, em média e erro
padrdo da média (X + EPM), em condi¢bes basais (tempo 0) e sob EVEC isotdnica

(EVEC I) e hipertonica (EVEC H), nos animais tratados com veiculo ou com

dexametasona.
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Concentracdes plasmaticas de prolactina

Os valores de PRL no grupo veiculo em condigdes basais (tempo 0) e apos 5,
10 e 15 minutos de EVEC isotonica foram de 4,5+0,6; 8,6+0,8; 11,9+1,2; 4,8+0,4 ng/ml,
respectivamente (Tabela IV). Nos animais tratados com dexametasona os valores de PRL
foram de 2,8+0.4; 3.8+1,2; 3,0+0.7; 2,640,9 ng/ml, respectivamente (Tabela IV). Os
resultados demonstram que no grupo veiculo, apos a EVEC isot6nica, houve um aumento
significativo das concentragdes plasmaticas de PRL aos 5 minutos (p=0,004) e aos 10
minutos (p=0,002) de observagdo quando comparadas aos valores basais. No grupo tratado
com dexametasona, apés EVEC isoténica ndo foram encontradas diferengas significativas
nas concentragdes plasmaticas de PRL nos diferentes periodos de tempos estudados,
quando comparadas aos valores basais. Nao houve diferenga entre os valores basais de PRL
do grupo veiculo e do grupo tratado com dexametasona (NS). Entretanto, as concentragdes
plasmiticas de PRL no grupo tratado com dexametasona foram significativamente menores
comparadas ao grupo veiculo nos diferentes tempos estudados, 5 minutos (p= 0,015) e 10
minutos (p= 0,002) apés EVEC isotonica. Os valores de PRL em condi¢do basal e apos
EVEC isotonica no grupo veiculo e no grupo tratado com dexametasona estdo apresentados

graficamente na figura 13.

Os valores de PRL no grupo veiculo, em condi¢des basais (tempo 0) e apds 3,
10 e 15 minutos de EVEC hipertonica foram de 5,5+0,9; 13,6£2.6; 5,2+0,6; 4,8+0,7 ng/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com dexametasona, os valores de PRL foram de
2,940.,5; 5,440.8; 1,9£0,2; 2,5+0,4 ng/ml, respectivamente (Tabela IV). Os resultados no
grupo veiculo demonstram que apés EVEC hipertonica, houve um aumento significativo
das concentra¢des plasmaticas de PRL aos 5 minutos (p=0,026) quando comparados aos
valores basais. No grupo tratado com dexametasona, ndo foram encontradas diferengas
significativas nos valores de PRL, nos diferentes periodos de tempos estudados apés a
EVEC hipertonica 5, 10 ¢ 15 minutos, quando comparadas aos valores basais. Nao houve
diferenca significativa entre os valores basais (tempo 0) de PRL no grupo controle ¢ no
grupo veiculo com dexametasona (NS). Entretanto as concentragdes plasmaticas de PRL no
grupo tratado com dexametasona foram significativamente menores comparado ao grupo

veiculo, nos diferentes periodos de tempo estudados apés EVEC hipertonica, aos 5 minutos
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(p=0,008), 10 minutos (p=0,002) e aos 15 minutos (p=0,015) respectivamente. Os valores
de PRL em condi¢do basal e apés EVEC hipertdnica no grupo veiculo e no grupo tratado

com dexametasona estdo apresentados graficamente na figura 13.

Comparamos os valores plasmaticos de PRL obtidos apos a EVEC isotonica e
hipertdnica nos animais veiculo e tratado com dexametasona, em condi¢des basais e nos
diferentes periodos estudados apés a EVEC (5, 10 e 15 minutos). Observamos valores
significativamente maiores apés EVEC isotdnica, no grupo veiculo aos 10 minutos
(p=0,002) de observagio.

Concentragdes plasmiticas de corticosterona

Os valores de B no grupo veiculo, em condigdes basais (tempo 0) e apés 5, 10 e
15 minutos de EVEC isotonica, foram de 9,2+1,3; 15,7+1,2; 16,0+1,2; 11,60,7 pg/dl,
respectivamente. Nos animais tratados com dexametasona os valores de B foram de
1,740,2; 1,640,2; 2,240,3; 2,440,3 pg/dl, respectivamente (Tabela IV). Os resultados
demonstram que no grupo veiculo, apos a EVEC isotdnica, houve um aumento significativo
das concentragdes plasmaticas de B aos 5 minutos (p=0,008) e aos 10 minutos (p=0,008) de
observagdo, quando comparados aos valores basais. No grupo tratado com dexametasona,
ndo foram encontradas diferencas significativas nas concentracdes plasmaticas de B apds
EVEC isoténica nos diferentes periodos de tempos estudados 5, 10 e 15 minutos, quando
comparados aos valores basais, isto €, os valores permaneceram baixos. Os valores de B
foram significativamente menores no grupo tratado com dexametasona quando comparado
a0 grupo veiculo nos tempos 0, 5, 10 e 15 minutos apés EVEC isotdnica (p=0,002). Os
valores de B em condi¢do basal (tempo 0) e apés EVEC isotdnica no grupo veiculo e no
grupo tratado com dexametasona, estdo apresentados graficamente na figura 14.

Os valores de B no grupo veiculo em condig¢des basais (tempo 0) e aos 5, 10 e
15 minutos ap6és EVEC hipertonica foram de 7,6+0,6; 17,9+1,5; 18,8+1,7; 13,340,8 pg/dl,
respectivamente. Nos animais tratados com dexametasona dos valores de B foram de

1,240,2; 1,50,3; 2,1£0,4; 2,240,4 pg/dl, respectivamente (Tabela IV). Os resultados
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demonstram que no grupo veiculo, apés EVEC hipertonica, houve um aumento
significativo das concentracdes plasmaticas de B aos 5 minutos (p=0,002), 10 minutos
(p=0.,002) e aos 15 minutos (p=0,002) quando comparados aos valores basais. No grupo
tratado com dexametasona, ndo foram encontradas diferencas significativas nas
concentra¢des plasmaticas de B, que se mantiveram baixas, apds EVEC hipertonica, nos
diferentes periodos de tempos estudados 5, 10 e 15 minutos quando comparadas aos valores
basais. Os valores de B foram significativamente menores no grupo tratado com
dexametasona quando comparado ao grupo veiculo nos tempos 0, 5, 10 e 15 minutos
(p=0,002) apoés EVEC hipertonica. Os valores de B, em condi¢do basal (tempo 0) e apds
EVEC hiperténica, no grupo veiculo e no grupo tratado com dexametasona estdo

apresentados graficamente na figura 14.

Comparamos os valores plasmaticos de B obtidos apés a EVEC isotonica e
hiperténica nos animais tratados com veiculo e tratados com dexametasona, em condi¢des
basais e nos diferentes periodos estudados apds a EVEC (5, 10 e 15 minutos) e ndo foram

encontradas diferencas significativas entre os dois procedimentos

Concentragdes plasmaticas de ANP

Os valores de ANP no grupo veiculo, em condigdes basais (tempo 0) e apos 5 €
15 minutos de EVEC isotdnica foram de 64,1+8.8; 548.,5+27.8; 293,7+22.9; 191,2+18,1
pg/ml, respectivamente. Nos animais tratados com dexametasona os valores de ANP foram
de 66.,7+7.7; 557,5+25,6; 369.0+£30.,9; 226,61+21,1 pg/ml, respectivamente (Tabela V). Os
resultados demonstram que no grupo veiculo, apés EVEC isotdnica, houve um aumento
significativo das concentragdes plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,002), 10 minutos
(p=0,002) e aos 15 minutos (p=0,002) de observa¢do quando comparadas aos valores
basais. No grupo tratado com dexametasona a resposta foi semelhante a descrita acima, ou
seja, um aumento das concentra¢des plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,002); 10
minutos (p=0,002) e aos 15 minutos (p=0,004) de observagdo quando comparadas aos
valores basais. Ndo foram encontradas diferengas significativas nas concentragoes

plasmaticas de ANP entre os grupos veiculo e tratado com dexametasona nos diferentes
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periodos de tempos estudados ap6s EVEC isot6nica. Os valores de ANP em condigéo basal
e apos 5, 10 e 15 minutos de EVEC isotdnica, no grupo veiculo e no grupo tratado com

dexametasona, estdo apresentados graficamente na figura 15.

Os valores de ANP no grupo veiculo, em condi¢des basais (tempo 0) e apos 5,
10 e 15 minutos de EVEC hiperténica foram de 65,7854 1171477 2: 4160451, 7
229,5+12,3 pg/ml, respectivamente. Nos animais tratados com dexametasona, os valores de
ANP foram de 67,4+3,9; 860,8+99,7; 451,4+454; 208,8+18,3 pg/ml,respectivamente
(Tabela 1V).Os resultados demonstram que no grupo veiculo apés EVEC hipertonica,
houve um aumento das concentragdes plasmiticas de ANP aos 5 minutos (p=0,002), 10
minutos (p=0,002) e aos 15 minutos (p=0,002), respectivamente. No grupo tratado com
dexametasona, a resposta foi semelhante & descrita acima, ou seja, um aumento das
concentragdes plasmaticas de ANP aos 5 minutos (p=0,002), 10 minutos (p=0,002) e aos
15 minutos (p=0,026) de observa¢do quando comparadas aos valores basais. Nio houve
diferenca significativa entre os valores basais (tempo 0) do grupo veiculo e do grupo
tratado com dexametasona. Entretanto, as concentragdes plasmaticas de ANP apés a EVEC
hipertdnica foram maiores no grupo tratado com veiculo que no grupo tratado com
dexametasona aos 5 minutos (p=0,041) de observacio. Os valores de ANP, em condi¢cdo
basal e ap6s 5, 10 e 15 minutos de EVEC hipertonica estdo apresentados graficamente na

figura 15.

Comparamos os valores plasmaticos de ANP obtidos apés a EVEC isotdnica e
hipertdnica nos animais veiculo e tratados com dexametasona, em condi¢des basais e nos
diferentes periodos de tempos apos a EVEC (5, 10 e 15 minutos). Observamos valores
significativamente maiores ap6s a EVEC hipertonica, no grupo veiculo aos 5 minutos
(p=0,002) e aos 10 minutos (p=0,026) e no grupo tratado com dexametasona, aos 5 minutos

(p=0,015).

Concentracdes plasmaticas de OT

Os valores de OT no grupo veiculo, em condigdes basais (tempo 0) e apos 5, 10
e 15 minutos de EVEC isotdnica foram de 6,6+0,6; 18,8+1,5; 8,1+0,6; 5,3+0,3 pg/ml,

respectivamente. Nos animais tratados com dexametasona os valores de OT foram de
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4,9+0,6; 5,640.4; 5,240,5; 4,5+0.4 pg/ml, respectivamente (Tabela IV). Os resultados
demonstram que no grupo veiculo apés EVEC isotdnica, houve um aumento das
concentragdes plasmaticas de OT aos 5 minutos (p=0,002) de observagio quando
comparadas aos valores basais. No grupo tratado com dexametasona, nio foram
encontradas diferencas significativas nas concentragdes plasmaticas de OT apés EVEC
isotdnica, nos diferentes periodos de tempos estudados, 5. 10 e 15 minutos quando
comparadas aos valores basais. Ndo houve diferenca significativa entre os valores basais
(tempo 0) de OT do grupo veiculo e do grupo tratado com dexametasona (NS). Porém, os
valores de OT foram significativamente menores no grupo tratado com dexametasona
quando comparado ao grupo veiculo, apés EVEC isotonica aos 5 minutos (p=0,002) e
10 minutos (p=0,008), respectivamente. Os valores de OT em condigdo basal e apés EVEC
isotdonica no grupo veiculo e no grupo tratado com dexametasona estdo apresentados

graficamente na figura 16.

Os valores de OT no grupo veiculo, em condig¢des basais (tempo 0) e apds 5, 10
¢ 15 minutos de EVEC hipertonica foram de 7,5+0,7; 45.9+3.3; 20,0£2,2; 17,3+2,8 pg/ml,
respectivamente. Nos animais tratados com dexametasona os valores de OT foram de
5,310,5; 6,6+1,2; 6.,8+0,6; 6,1+0.3 pg/ml, respectivamente (Tabela IV). Os resultados
demonstram que no grupo veiculo apés EVEC hipertonica houve um aumento das
concentragdes plasmaticas de OT aos 5 minutos (p=0,002), 10 minutos (p=0,002) e aos
15 minutos (p=0,002), quando comparadas aos valores basais. No grupo tratado com
dexametasona, ndo foram encontradas diferencas significativas nas concentragdes
plasmaticas de OT apés EVEC hipertonica nos diferentes periodos de tempo estudados, 5,
10 e 15 minutos quando comparadas aos valores basais. Ndo houve diferenga significativa
entre os valores basais (tempo 0) de OT do grupo veiculo e do grupo tratado com
dexametasona (NS). Entretanto, os valores de OT foram significativamente menores no
grupo tratado com dexametasona quando comparado ao grupo veiculo apés EVEC
hipertonica, aos 5 minutos (p=0,002), 10 minutos (p=0,002) ¢ 15 minutos (p=0,002) de
observacdo. Os valores de OT em condicdo basal e apés EVEC hipertonica no grupo
veiculo e no grupo tratado com dexametasona estdo apresentados graficamente na

figura 16.
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Comparamos os valores plasmaticos de OT obtidos apés a EVEC isotdnica e
hipertdnica, nos animais tratados com veiculo e tratados com dexametasona em condicdes
basais e nos diferentes periodos de tempos estudados apés a EVEC (5, 10 e 15 minutos).
Observamos valores de OT significativamente maiores apés EVEC hipertonica no grupo
veiculo aos 5, 10 e 15 minutos (p=0,002), nfo havendo diferengas no grupo tratado com

dexametasona.
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Figura 13: Concentragdes plasmaticas de PRL (ng/ml), em X+EPM, em condi¢des basais
(tempo 0) e aos 5, 10 ¢ 15 minutos apés EVEC isoténica (EVEC I) e EVEC
hipertonica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com dexametasona. (n=6)
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Figura 14: Concentragdes plasmaticas de B (ug/dl), em X+EPM, em condi¢des basais
(tempo 0) e aos 5, 10 e 15 minutos apdés EVEC isotonica (EVEC I) e EVEC

hipertonica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com dexametasona.
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Figura 15: Concentragdes plasmaticas de ANP (pg/ml), em X+EPM, em condigdes basais
(tempo 0) e aos 5, 10 e 15 minutos apdés EVEC isotonica (EVEC I) e EVEC

hipertonica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com dexametasona. (n=6)
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Figura 16: Concentragdes plasmaticas de OT (pg/ml), em X+EPM, em condi¢des basais
(tempo 0) € aos 5, 10 e 15 minutos apés EVEC isotonica (EVEC 1) e EVEC

hipertonica (EVEC H) nos animais veiculo e tratado com dexametasona. (n=6)
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No presente estudo, avaliamos os efeitos da EVEC induzida por solugio salina
isotonica e hipertonica sobre a secregdo de PRL e a sua interacio com a secrecio de OT e
ANP. Adicionalmente, verificamos o papel do eixo hipotilamo-hip6fise-adrenal no
controle da secre¢do de PRL em resposta 4 EVEC. Os resultados obtidos demonstram que
alteragdes agudas do volume do liquido extracelular induzidas com solugdo isotdnica e
hipert6nica proporcionam uma elevag¢do das concentragdes plasmaticas de ANP e OT, bem
como de PRL, nos primeiros 5 e 10 minutos de observagio. Estes resultados indicam que
estes horménios podem estar envolvidos na regulagdo do balango hidroeletrolitico em

resposta a expansido aguda do volume do liquido extracelular.

Inicialmente descoberto no coragdo (De Bold et al., 1981), o ANP tem sido
caracterizado pela sua importante participagdo no equilibrio hidroeletrolitico do organismo
(Blaine, 1990; Gutkowska, et al., 1997; Antunes-Rodrigues, et al., 1991., 1993). Sabe-se
que o principal estimulo para secre¢do de ANP € mecénico, isto é, o aumento da pressdo
transmural na parede atrial (Walsh et al., 1988). Além disso, o ANP é capaz de aumentar a
excre¢do de agua e sodio por sua acdo direta nos rins e, indiretamente, inibir a liberacdo de
aldosterona pela zona glomerulosa adrenal ou inibir a liberagdo de renina pelas células
justaglomerulares nos rins (Atlas € Maack, 1987). A presenca do ANP dentro do SNC
sugere que ele possa atuar como neuromediador (Elias et al., 1997). A expansdo de volume
extracelular induz um aumento do conteido de ANP nas regides cerebrais onde ha
expressao deste hormoénio, o inverso ocorrendo quando ha diminuicao de volume (Palkovits

et al., 1995).

A OT, um peptideo neuronal, desempenha um papel importante na regulagdo do
equilibrio hidroeletrolitico promovendo natriurese, diurese ou antidiurese e inibindo o
apetite ao sodio (Verbalis et al,, 1991). Esta bem estabelecido, que um dos estimulos
efetivos para a secre¢@do de OT € o aumento da osmolalidade plasmatica (Haanwinckel,
1995). A OT liberada pela neuro-hipofise frente ao estimulo osmoético atinge a circulagéo
sistémica, liga-se a receptores especificos (OTR) e estimula a secrecdo de ANP pelos
cardiomidcitos (Favaretto et al., 1997; Gutkowska et al., 2000). O ANP, secretado pelos
cardiomidcitos, juntamente com a OT liberada pela neuro-hipofise, alcancam os rins

promovendo natriurese e caliurese. O efeito natriurético da OT depende da ativagdo de
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receptores que ativam a produgdo de 6xido nitrico, nos tibulos distais e na macula densa e,
conseqiiente liberagdio de cGMP, o qual, ativa a proteina quinase G resultando na
diminui¢do da reabsor¢do de sodio pelos rins (Soares et al, 1999). Além da agdo
natriurética, direta ou indireta da OT, ha evidéncias para a ag¢do da OT central na
modulagdo do apetite ao sddio, agdo também exercida pelo ANP (Antunes-Rodrigues et al.,
1986; Franci et al., 1997).

Observamos valores mais elevados de ANP e OT na EVEC com solugdo
hipertdnica quando comparadas com a EVEC com solugdo isotdnica. Estes resultados
podem ser justificados pelo aumento do volume sanguineo circulante, que provoca estimulo
dos barorreceptores carotideos, adrticos e renais, estimulando a liberagdo de OT pela
hipéfise posterior, efeito este associado a elevagdo da osmolalidade plasmatica
(Haanwinckel., 1995). A ingestdo de sal envolve um comportamento regulatorio complexo
no qual interagem mecanismos de controles inibitérios e excitatorios (Stricker e Verbalis,
1990). Estudos indicam ainda, que a lesdo da regido anteroventral ao terceiro ventriculo
(AV3V) inibe o comportamento de ingestdo de sodio bem como a liberagio de ANP
(Antunes et al., 1991; Rocha et al., 1999) e a secregao de OT frente ao estimulo osmético
(Cunningham e Sawchenco, 1991). A estimulagdo hiperosmética induz a liberagdo de OT,
entretanto, esta resposta apresenta diferenga entre as espécies. No homem normal, ndo ha
alteragdo das concentra¢bes plasmaticas de ocitocina com o aumento da osmolalidade
(Gaitan et al., 1964; Nussey et al., 1986) enquanto que em ratos, a concentracdo plasmatica
de ocitocina elevada guarda rela¢do direta com a osmolalidade plasmética (Balment et al.,
1982). O aumento das concentragdes plasmaticas de OT e da atividade dos neurdnios
ocitocinérgicos do sistema hipotdlamo-neuro-hipofisario, em resposta a hipertonicidade,
dependem da agdo do ANP enddgeno, pois a imunoneutralizagdo passiva desse peptideo €
capaz de inibir esta resposta. Assim, a hipertonicidade do liquido extracelular parece
mediar a ativagdo de neurdnios ANPérgicos que por sua vez estimulam, direta ou

indiretamente, a sintese e a libera¢do de OT (Chriguer et al., 2001).

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que alteragcdes agudas do
volume do liquido extracelular induzidas com solug@o isotonica e hipertdnica proporcionam

além da elevagio das concentragdes de ANP e OT, também uma elevagdo das
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concentragbes plasmaticas de PRL. Estudos recentes tém demonstrado a importante
participagdo da PRL na homeostase hidroeletrolitica. A regulacdo hidroeletrolitica é um
aspecto essencial da homeostase de muitos organismos e a PRL esta claramente envolvida
neste contexto em quase todas as classes de vertebrados. Embora os efeitos sejam mais
dificeis de serem demonstrados em mamiferos, a presenca de receptores da PRL nos rins e
também em varios outros tecidos envolvidos nos mecanismos de homeostase
hidroeletroliltica sugere a participagdo da PRL nesta regulagdo. Adicionalmente, o
horménio polipeptidico PRL exerce fung@o sobre o transporte de dgua e soluto através das
membranas celulares de mamiferos, podendo ser chamado de horménio osmorregulatorio
(Shennan, 1994). A PRL é, também, responsavel pelo transporte de ions sddio, calcio e
cloro através das membranas das cé€lulas epiteliais intestinais de mamiferos (Mainoya,
1975). Além disso, estudos prévios demonstraram um aumento das concentrag¢des
plasmaticas de PRL em resposta a um aumento da ingestdo de agua ou infusdo de salina
hipertonica (Bliss et al., 1981).

Para avaliarmos o papel da PRL na regulagdo da secrecdo de ANP e OT em
resposta a EVEC I e H, realizamos experimentos utilizando drogas que inibem ou
estimulam a secre¢do de PRL. Existem inimeros fatores que modulam a secrecdo de PRL
promovendo tanto a estimulagdo quanto a inibigdo de sua secre¢do. Dentre eles, esta o
controle da secrecdo de PRL pelo sistema nervoso central o qual € realizado pelas aminas
biogénicas, como a dopamina que estd presente em altas concentragbes na eminéncia
mediana (Fuxe, et al., 1977) e no sistema porta-hipofisirio (Ben- Jonathan, 1985). Em
mamiferos o controle hipotaldmico sobre a secrecdo hipofisaria de PRL ¢ largamente
importante neste controle. A bromocriptina é um conhecido agonista do receptor da
dopamina, o qual inibe a secrecdo de PRL em machos e fémeas de todas as espécies, em
condicdes basais e em condigdes de estimulo (Fluckiger, 1978). Adicionalmente, a
bromocriptina reduz a atividade dos neurdnios dopaminérgicos da regido hipotaldmica,
presentes no nicleo arqueado, sugerindo que este sitio hipotaldmico participa efetivamente
na inibi¢do da secrecdo da PRL (Hokfelt & Fuxe., 1972).
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Por outro lado, a sulpirida é um neuroléptico do grupo das benzamidas,
antagonista farmacolégico do receptor da dopamina, estruturalmente distinto dos
fenotiazinicos, butirofenonas e tioxantenos. A sulpirida atua de forma bimodal: bloqueia os
receptores dopaminérgicos pos-sindpticos, como os neurolépticos convencionais, porém
atua, também, de forma seletiva bloqueando somente os receptores ndo-dependentes da
adenilciclase (receptores D2). A sulpirida bloqueia também os receptores dopaminérgicos
Os resultados obtidos demonstram que o aumento de ANP e OT apés a EVEC isotonica e
hiperténica nao foram diferentes nos grupos tratados com veiculo, bromocriptina ou
sulpirida. Esses resultados indicam que a resposta do ANP e OT a EVEC é independente da
secre¢do de PRL.

As alteragdes agudas do volume do liquido extracelular induzidas com solugdo
isotonica e hipertonica elevaram as concentracdes plasmaticas de PRL, entretanto, esta
alteragdo poderia ser secundaria ao estresse dos animais em resposta ao procedimento
experimental. Os dados obtidos sugerem que a PRL poderia estar envolvida na regulagéo
do balango hidroeletrolitico em resposta a expansio aguda do volume do liquido
extracelular. Entretanto, estd bem estabelecido que a PRL é horménio responsivo a
diferentes paradigmas de estresse. Virios estudos tém demonstrado a importante
participagio da PRL nas respostas adaptativas ao estresse, em humanos e em outros
mamiferos. A eleva¢do da concentragdo sérica de PRL foi observada apés varias formas de
estresse (Fenske et al, 1977). Sendo assim, existem inumeros fatores estressores que
induzem o aumento de PRL, dentre eles podemos citar o estresse hemorragico, térmico,
social e anestésico (Banky et al.,1994; Jonhson et al.,1992). O estresse ¢ capaz de ativar
uma série de alteragdes comportamentais e neuroenddcrinas a curto e a longo prazo
(Langer et al., 1983). Adicionalmente, existem evidéncias de que a PRL é um horménio
que atua sobre a competéncia do sistema imune (Talal et al., 1987). Entretanto, receptores
para PRL sdo identificados em tecidos ndo diretamente envolvidos com o sistema imune,
sugerindo que o aumento das concentragdes plasmaticas de PRL induzidas pelo estresse
pode ter outras fun¢des fisiologicas (Gala, 1990). Outras respostas adaptativas ao estresse
parecem estar relacionadas aos valores plasmidticos de PRL: ratos hiperprolactinémicos

apresentam menor sensibilidade a dor quando submetidos a testes algesimétricos com
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choque elétrico e exibem atenuacdo na elevagdo da temperatura corporal, quando
submetidos ao estresse de imobilizacdo (Drago et al., 1985). Essas informagdes, quando

reunidas, asseguram a participagdo efetiva da PRL nas respostas adaptativas ao estresse.

A ativag@o da resposta ao estresse envolve também a ativa¢do do eixo HHA. A
varia¢do circadiana dos corticosterdides € uma importante caracteristica do eixo HHA em
muitas espécies, incluindo o rato. Neste animal de habito noturno, os picos da concentragio
plasmética de corticosterona ocorrem antes do escurecer, em torno das (18:00 hs) e as
concentragdes mais baixas (nadir) ocorrem pela manha (8:00-11:00 hs). Para afastarmos
qualquer alteragdo secundédria & variagdo circadiana, os animais deste estudo foram
decapitados entre 8:30 e 10:30 hs, portanto, durante a fase de nadir do ritmo circadiano. A
adaptabilidade ao estresse € o fendmeno essencial a sobrevivéncia (Seyle et al., 1950). Os
principais componentes das alteragdes adaptativas que formam as bases do sistema de
estresse estdo assentados em pilares representados por dois sistemas. O primeiro
representado pelo hormoénio liberador de corticotrofina (CRH), cuja ativagdo no nucleo
paraventricular estimula o eixo HHA e o sistema nervoso simpatico, o outro, localizado no
tronco cerebral, é representado, principalmente, pela ativagdo do locus coeruleus e sistema
simpatico. Todos estes componentes descritos acima, estimulados pelo estresse, juntamente
com a ativagdo de varias outras redes neuronais em diversos niveis do SNC elevam a
glicemia, freqiiéncia cardiaca e a pressdo sanguinea (Chrousos et al., 1992). A exacerbagdo
da vigilancia, do estado de alerta e da ansiedade sdo respostas adaptativas fundamentais ao
estresse que dependem de ativagdo de ambos os sistemas. Neurdnios localizados na por¢do
caudal do bulbo, também, participam do recrutamento de fibras noradrenérgicas
ascendentes responsaveis pela ativagdo do eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal. Outros autores
tém identificado fibras noradrenérgicas, originadas no locus coeruleus e area tegmental
lateral que sdo projetadas para regides hipotaldmicas. e desempenham um papel importante
tanto na regulagdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal quanto na liberagdo de PRL
(Gartside et al., 1995).

Portanto, para avaliarmos o papel da ativagdo do eixo HHA na secre¢do de
PRL, OT e ANP em resposta a EVEC, realizamos experimentos bloqueando este eixo com

a dexametasona, pois a func@o exercida pelos glicocorticdides através da retroalimentagéo
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(feedback) negativa ¢ um dos aspectos fundamentais no controle da regulagio do eixo
HHA. Estd bem estabelecido que a injecdo de glicocorticdides, segundos antes da
administragdo de um estimulo, inibe 0 aumento das concentragdes plasmaticas de horménio
adrenocorticotréfico (ACTH). Apés 10-12 minutos, a acfo inibitoria é demonstravel e este
fendmeno € chamado feedback de resposta rapida. Uma a duas horas apés, a liberagdo de
ACTH estd novamente supressa, sendo esta a fase inicial do feedback de resposta lenta ou
de resposta intermedidria. Uma terceira fase ocorre ap6s 24 horas da administragdo do
corticosterdide (Keller — Wood & Dalman, 1984). Portanto, utilizamos dexametasona
2 horas antes do procedimento experimental, inibindo, desta forma, a resposta do eixo HHA
ao estresse da manipulagdo. Os resultados demonstram que a EVEC induzida pela injeciio
de solugdo salina isotonica e hipertdnica proporciona elevagdes nas concentragoes
plasmaticas de PRL, OT. ANP e B. Entretanto, a elevagio de PRL ¢ bloqueada pela
inibigdo do eixo HHA pela administragdo de dexametasona. Estes resultados sugerem que a
liberagdo de PRL induzidas pela EVEC envolve mais a ativagio do eixo HHA que um
papel na regulagdo hidroeletrolitica em mamiferos, sob as condi¢des experimentais
estudadas.

Cabe salientar que quando utilizamos dexametasona 2 horas antes do
procedimento experimental, isto ¢, EVEC induzida pela inje¢do de solugdo salina isotonica
e hipertonica, a elevagdo de OT foi, também, bloqueada pela inibicio do eixo HHA. Estes
resultados sugerem que a liberagdo de OT induzidas pela EVEC I ou H envolve a ativagio
do eixo HHA. Virios autores tém relatado uma secregdo estresse-induzida de OT pelos
ax6nios terminais dos neur6nios magno-celulares, dentro da circulagdo sanguinea, onde
este peptideo contribuiria para a resposta de adaptagdo ao estresse (Kasting, et al., 1988).
Além disso, a OT tem sido demonstrada estar elevada em resposta ao estimulo de
imobilizagdo, de restri¢do, hipoglicemia e estimulo de natagdo forcada, entretanto, parece
estar diminuida em estresse de comportamento em primatas nio humanos (Lang et al.,
1983; Gibbs, 1984).

Este peptideo poderia, também, chegar ao sistema porta-hipofisirio pela
liberagdo dos neurdnios da hipdfise posterior ou através de uma via curta, 0s vasos portais,

promovendo dessa forma uma ligagdo entre o sistema hipotaldmico neuro-hipofisario e o
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sistema hipotdlamo-hipofise-adrenal (Antoni et al., 1990). O aumento das concentragdes
plasmaticas de OT, frente a estimulos estressores, parece ser potencializado pela deprivagdo
de agua por 48 horas. Os mecanismos envolvidos na liberagdo de OT durante o estresse nao
estdo bem definidos, esta liberacdo poderia ocorrer de neurdnios hipotaldmicos parvo e
magnocelulares onde ha co-localizagdo de OT e CRH (Gibbs, 1985).

As elevacdes das concentracdes plasmaticas de ANP induzidas pela EVEC I e
H ndo se modificaram apds a inibicdo do eixo HHA pela dexametasona. Estudos indicam
que em ratos, a administracdo de dexametasona por 2 a 4 dias, resultam em um aumento
das concentragdes de ANP nos miodcitos atriais, in vifro (Matsubara et al, 1987).
Adicionalmente, os glicocorticéides estimulam a transcrigdo do gene do ANP no miocardio
e a secre¢do de ANP por cardiomidcitos, em estudos in vitro e in vivo, em humanos e em
ratos (Gardner et al., 1986; Shields et al., 1988; Huang et al., 1991). As informagGes
descritas acima, quando reunidas, sugerem que os glicocorticéides podem agir diretamente
modulando a sintese e a liberagdo de ANP pelos cardiomiocitos atriais (Weidmann et al.,
1988). Em estudos prévios, em nosso laboratério, utilizando-se ratos submetidos a
alimentacdo ad libitum ou sob restri¢do alimentar, foi demonstrado um paralelismo entre a
variacdo circadiana de ANP e de corticosterona (Oliveira, 1993). Estes dados sugeriram
uma possivel interagdo entre 0 ANP e o eixo hipotdlamo-hip6fise adrenal. Entretanto, em
humanos, demonstramos que as concentragdes basais e a resposta de ANP obtida com a
infusdo de NaCl 0,9% (12ml’kg/60min) ndo eram diferentes quando comparadas com 0s
valores obtidos pela manha (8:30-10:30 hs) e & tarde (17:00-19:00 hs) (Elias, 1997).
Adicionalmente, ndo se observou nenhuma correlagdo entre os valores médios de cortisol
ou ACTH plasméticos e o pico de ANP obtido com a infusdo de salina. Estes resultados
sugeriram que a liberagio de ANP pelo coragio nio interage com a variagdo circadiana do
eixo HHA. A inibigio do eixo HHA pela administragio de dexametasona ndo alterou o
aumento de ANP em resposta & EVEC, indicando que o estiramento atrial induzido pela
expansio aguda do volume do liquido extracelular é um potente estimulo para a liberagdo

de ANP e, portanto, a supressdo do eixo HHA ndo afetaria a secrecdo de ANP pelo coragéo.

Em conjunto, os resultados obtidos indicam que a EVEC induzida pela injegéo
de salina isoténica ou hipertdnica provocou elevagdes nas concentragdes plasmaticas de

PRL, B, ANP e OT. A elevagio do ANP e OT frente ao estimulo da EVEC I e H foram
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independentes das concentragdes plasmaticas de PRL. As elevagdes de PRL e OT foram
bloqueadas pela inibicdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal. Entretanto, o tratamento
com dexametasona ndo modificou o aumento da secregdo de ANP induzido pela EVEC I e
H. Portanto a PRL pode participar na regulagio do equilibrio hidroeletrolitico dos
mamiferos, porém, sem uma interagdo direta com os sistemas ANPérgico e ocitocinégico.
Adicionalmente, a resposta da PRL a EVEC I e H é modulada pelo eixo HHA.
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Tabela 1- Valores individuais de PRL plasmatica (ng/ml), em X+EPM, em condi¢des basais

e apos EVEC isotonica nos animais controles

Animais Controles
Intactos Tempo 0 Tempo 5 Tempo 10 Tempo 15 Tempo 30
1 6,8 3,6 17,3 79 4,6 9,7
2 3.4 2.7 9.9 18,0 5.1 9.8
3 4,2 4,7 7,7 18,6 3.8 1,6
4 5,1 7,3 7,6 19,6 2.8 7.4
5 6.3 4,1 6,2 17,6 18,8 4.2
6 74 2, 6.4 1.4
7 44 7.6
8 2,6
9 11,2
10 7,1
X 4,7 53 9,7 16,3 6.9 5,6
EPM 0,7 0.9 1,9 2,1 24 1,5

Tabela 2 - Valores individuais de PRL plasmatica (ng/ml), em X+EPM, em condigdes basais

e ap6s EVEC hipertonica nos animais controles

Animais Controles

Intactos  Tempo 0 TempoS  Tempo 10 Tempo 15 Tempo 30

1 6.8 2.6 32,2 7.5 48 5.6

2 3.4 3,2 18,5 4,0 5.4 2.6

3 4,2 1,6 7.3 5,6 2,2 6,6

4 5,1 3.9 7.5 2,8 4.4 2,7

5 6,3 6.6 3.6 37 7.6 7.6

6 7.4 1.4 6,0 4.4 3,9 3.8

7 44 0.8

8 6.8

9 6.9

10 1.5

X 4,7 3,5 12,5 4.6 4,7 4.8
EPM 0,7 0,7 4.4 0.6 0,7 0.8
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Tabela 3 - Valores individuais de B plasmatica (pg/dl), em X+EPM, em condig¢des basais e

apos EVEC isotonica nos animais controles

Animais Controles
Intactos Tempo 0 Tempo 5 Tempo 10 Tempo 15

1 0,7 8,7 9.5 20,6 15.3
2 1,4 8,0 16,2 22,7 2,0
3 1.8 5.5 13,2 23.2 4.2
4 1,0 6.0 18,0 11,6 19,3
5 1,2 9.8 14,0 214 15,9
6 1.4 2.3 9.7
7 0.4 8,5
8 0,3 5.2
9 0.8
10 0,9
X 1,0 6,7 14,1 18,2 11,3

EPM 0,1 0.8 1.4 2.4 3.4

Tabela 4 - Valores individuais de B plasmatica (ug/dl), em X+EPM, em condigdes basais e
apos EVEC hipertdnica nos animais controles

Animais Controles

Intactos Tempo 0 Tempo 5 Tempo 10 Tempo 15

1 0,7 8,7 16,4 253 20,4

2 1,4 8,0 22,0 14,6 20,5

3 1.8 3,5 20,7 18,3 17,0

4 1,0 6,0 21,4 20,3 19,2

5 1,2 9,8 14.4 20,7 17,2

6 1,4 23 11,4 15,2 16.3

7 0.4 8,5

8 0,3 5,2

9 0,8

10 0,9

X 1,0 6.7 17,7 19,0 18,4
EPM 0,1 0.8 1,7 1,6 0,7
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Tabela 5 - Valores individuais de ANP plasmatico (pg/ml), em X£+EPM, em condi¢Oes basais

e ap6s EVEC isotonica nos animais controles

Animais Controles
Intactos Tempo 0 Tempo 5 Tempo 10 Tempo 15

1 45,9 52,6 729,6 304.0 4212
2 354 47,8 400,8 151,2 232,8
3 53,6 69.0 356.,8 173,2 132,0
4 50,6 64,0 730,8 300,0 409.,6
5 39,1 49.6 414,8 278.5 411,0
6 33,7 42,4 396,0

7

8

9

10

X 33,8 54,2 504,8 2324 289.9

EPM 3.5 4,1 71,1 40,5 70,3

Tabela 6 - Valores individuais de ANP plasmatico (pg/ml), em X+EPM, em condi¢des basais

e ap6s EVEC hipertdnica nos animais controles

Animais Controles
Intactos Tempo 0 Tempo 5 Tempo 10 Tempo 15

1 45,9 52,6 1202,8 661.2 174.,4
2 354 47.8 1307,2 424.8 161.6
3 53,6 69,0 1513,6 538.0 172,0
4 50.6 64,0 1924.0 301,8 288.,0
5 39,1 49,6 1848,0 3234 209,0
6 33,7 424 367.6

2

8

9

10

X 33,8 54,2 1559,0 436,0 201,0

EPM 3,5 4,1 143.0 56,7 23,1
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Tabela 7 - Valores individuais de OT plasmatica (pg/ml), em X+EPM,em condi¢des basais e

apds EVEC isotdnica nos animais controles

Animais Controles

Intactos Tempo 0 Tempo 5 Tempo 10 Tempo 15

1 12,6 6,7 31,3 12,8 11,2
2 19,5 6,5 32,0 15,2 12,0
3 9,2 7.9 16,5 9,0 4.6
4 12,6 3,9 14,6 31,2 3,2
5 19,5 42 23,1 11,7 6.0
6 6,15 6,7 5.4
7 8.8 8.6
8 9,3
9 8.1
10 18,6
X 9.9 6.3 23,5 16,0 7,0
EPM 0,6 0,6 3.6 3,9 1,5

Tabela 8 - Valores individuais de OT plasmatica (pg/ml), em X+EPM, em condi¢des basais e

apos EVEC hipertOnica nos animais controles

Animais Controles
Intactos Tempo 0 Tempo 5 Tempo 10 Tempo 15
1 12,6 6,7 56,3 49,2 39,0
2 19,5 6,5 51,3 12,3 30,9
3 9.2 7.9 53,2 74,0 53,0
4 12,6 3,9 52,4 31,7 34,0
5 19,5 4,2 37,7 74,4 46.5
6 6,1 6,7 87,0 713 333
7 8,8 8,6
8 9.3
9 8.1
10 18.6
X 9,9 6,3 56,3 52,1 39,4
EPM 0,6 0,6 6.6 10,5 3,5
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Tabela 9 - Valores individuais de PRL plasmatica (ng/ml), em X+EPM, em condi¢des basais e apos

EVEC isotOnica nos animais veiculo e tratados com bromocriptina

Animais Veiculo Tratados com bromocriptina
Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 3.7 9,7 7.8 17 23 1.3
2 2,5 11.5 13,9 2.3 2,1 2,0
3 10,7 14,2 4,9 5.4 34 23
4 12,7 7.8 6,6 1,4 2,5 2.8
5 1.6 8,9 5.7 1,7 3,0 1,7
6 1,5 1.1
7 1,8 12
8 2,5
9 4,0
10
X 4,5 10,4 7.8 2.8 2,7 2,0

EPM 1,3 1,1 1,6 0,7 0,2 0,3

Tabela 10 - Valores individuais de PRL plasmatica (ng/ml), em X+EPM, em condigdes basais ¢ apds

EVEC hipertdnica nos animais veiculo e tratados com bromocriptina

Animais Veiculo Tratados com bromocriptina

Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 3,7 11,6 5.3 1,7 5,3 2,4

2 2,5 11,8 6,4 2,3 53 1.3

3 10,7 7,0 9.1 5.4 1,3 1,3

4 12,7 14,0 7,2 1,4 1,4 1.9

5 1,6 12,8 5.5 1,7 1,4 1.9

6 1,5 1.1

7 1.8 1,2

8 2,5

9 4.0

10

X 4.5 11,4 6,7 2,8 29 1,7
EPM 1,3 1,2 0,7 0,7 0.9 0,2
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Tabela 11 - Valores individuais de B plasmatica (pg/dl), em X+EPM, em condigdes basais e

ap6s EVEC isot6nica nos animais veiculo e tratados com bromocriptina

Animais Veiculo Tratados com bromocriptina

Tempo 0 Tempo 5 TempolS Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 12,2 15,9 13,1 79 19,4 17,4
2 11,4 25,7 13,2 12,6 16,2 15,2
3 10,0 30,7 16,5 11,5 13,2 15,9
4 9,0 19,0 12,4 13.2 18,0 16.8
5 9.3 9,0 8.4
6 3.9
7 5.5
8
9
10
X 6.9 22,8 12,8 11,6 16,7 16,3
EPM 1,3 3,3 1,2 1,1 1,3 0.4

Tabela 12 - Valores individuais de B plasmatica (pug/dl), em X+EPM, em condigdes basais e

apdés EVEC hipertdnica nos animais veiculo e tratados com bromocriptina

Animais Veiculo Tratados com Bromocriptina
Tempo 0 Tempo 5 Tempols Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 12,2 17,1 24,7 7,9 13,2 20,7
2 11,4 19.2 20,4 12,6 18,5 242
3 10,0 21,6 23,8 11,5 17,4 20,6
4 9,0 30,8 32,9 13,2 23,7 15,4
5 9,3 16,8 32,0 8.4 27,5 25,6
6 3.9

7 5.5

8

9

10

X 6,9 21,1 26,7 11,6 20,0 21,3

EPM 1.3 2.5 2.4 1,1 2.5 1,7
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Tabela 13 - Valores individuais de ANP plasmatico (pg/ml), em X+EPM , em condi¢des

basais e apos EVEC isotdnica nos animais veiculo e tratados com bromocriptina

Animais Veiculo Tratados com bromocriptina
Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo S Tempo 15

1 42,0 552,0 78,0 56,4 4752 104.4
2 48.0 308.6 262.8 85.2 321,6 150,0
3 43,2 471.6 116,4 111,6 3804 67,2
4 74.4 604,83 72,0 504 6372 84,6
5 60,6 501,2 153.6 77,1 3876 68,3
6 50,4

7 72,0

8 45.6

9 57,6
10

X 54,8 484,3 136,6 75,9 453,6 101,6

EPM 4,0 64,6 34,8 14,1 68.9 17,8

Tabela 14 - Valores individuais de ANP plasmatico (pg/ml), em X+EPM, em condigdes

basais e apés EVEC hipertdnica nos animais veiculo e tratados com bromocriptina

Animais Veiculo Tratados com bromocriptina
Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo S Tempo 15

1 42,0 1380,0 2420 93,6 891,0 187.0
2 48,0 1120,6 2334 474 11420 288.8
3 432 15930 323.8 69.6 946,8 259,2
4 74,4 1752,0 341,9 64,2 960,0 79,2
5 60,6 1559,3 2457 55,8 1155,0 2604
6 50.4 2724
7 72,0
8 45,6
9 57.6
10
X 54.8 1461,0 285.3 68,7 1019,0 2245

EPM 4,0 136,8 27,7 9,5 54,2 324
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Tabela 16 - Valores individuais de OT plasmatica (pg/ml), em X+EPM, em condi¢cbes basais

¢ apos EVEC hipertonica nos animais veiculo e tratados com bromocriptina

Animais Veiculo Tratades com bromocriptina

Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 6,1 22,0 11,2 11,1 69,0 10,6
2 10,2 22,0 20,2 6,0 43,0 10,7
3 8,1 40,0 14,0 8,1 36,2 16,0
4 5,4 38,0 23,0 9.3 50,5 21,3
5 D 46,0 20,3 8,7 394 17,8
6 7.8

7 10,6

8 8,2

9
10

X 7.9 33,6 17,7 8,6 49,6 15,2

EPM 0,6 4,9 2,2 1,0 7,0 2,0

Tabela 17 - Valores individuais de PRL plasmética (ng/ml), em X+EPM, em condi¢des

basais e apés EVEC isotdnica nos animais veiculo e tratados com sulpirida.

Animais Veiculo Tratados com sulpirida
Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 2,8 14,4 12,0 24,5 41,0 56,3
2 24 8,0 6,0 27,1 33,0 36,4
3 52 10,4 3,6 26,4 38,0 59,6
4 4,4 10,6 6,2 28.8 58,4 51,7
5 3,6 88 4,9 32,7 53,1 31,0
6 5.8 13,2 8,7 19,3 62,7 26,3
7
8
9
10
X 4,0 10,9 6.9 26,4 47,7 43.5

EPM 0,5 1,0 12 1,8 49 5,7
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Tabela 18 - Valores individuais de PRL plasmatica (ng/ml), em X+EPM, em condi¢des

basais e apés EVEC hipertonica nos animais veiculo e tratados com sulpirida

Animais Veiculo Tratados com sulpirida
Tempo 0 Tempo 5 Tempol5S Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 6.0 12,4 12,0 233 44.8 453
2 6.0 13,2 6.0 209 582 37,7
3 2,8 9,2 3,6 12,8 61,3 46,6
4 1,6 10,4 22 322 39.8 39.3
5 2.8 10,6 3,2 31,1 97.0 69,7
6 7.4 14,4 2,4 30,7 52,7 432
-

8

9

10

X 4.4 11,7 49 25,7 58,9 46,9

EPM 0,9 0.8 1,5 3,1 8.2 4,7

Tabela 19 - Valores individuais de B plasmatica (ug/dl), em X=EPM, em condi¢des basais e

ap6s EVEC isotdnica nos animais veiculo e tratados com sulpirida

Animais Veiculo Tratados com sulpirida
Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 4,1 21.5 6,7 6,8 28,0 5.4
2 5.0 16,3 14,1 8,5 22,1 30,2
3 1,2 229 9.8 11,0 25,2 13,1
4 6,8 10,0 12,2 73 23,0 5,8
5 4,7 16,1 10,8 8.4 21.5 11,7
6

7

8

9

10

X 43 17,6 10,7 8.4 24,5 13,6

EPM 1.6 29 1,6 0.9 1,3 5.8
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Tabela 20 - Valores individuais de B plasmatica (pg/dl), em X+EPM, em condi¢des basais e

apdés EVEC hipertonica nos animais veiculo e tratados com sulpirida

Animais Veiculo Tratados com sulpirida

Tempo 0 Tempo 5 TempolS Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 41 21,8 31,8 5.2 27.7 21,9
2 5,0 18.6 39,0 8.8 29,5 26,9
3 1,2 14,2 27,8 8,5 26,6 20,4
4 6,8 19.0 26,0 9 23,1 28,9
5 4,7 17,4 26,3 2.8 25,2 25,0
6 114 24,3 11,5
7
8
9
10
X 43 18,4 30,2 7.4 26,0 22,4
EPM 1,6 1,5 2,4 1.2 0,9 2,5

Tabela 21 - Valores individuais de ANP plasmatico (pg/ml), em X+EPM, em condigdes

basais e apos EVEC isotdnica nos animais veiculo e tratados com sulpirida

Animais Veiculo Tratados com sulpirida

Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 59,2 3840 2852 56,2 3216 118,6

2 81.2 397.6 112,8 47,2 298.0 172.2

3 57,6 3324 202,0 78,8 312,0 92,8

4 712 460,8 154,0 64,2 281.2 168.4

5 66.4 320,6 173,7 61,2 2946 133.4

6 93.6

7

8

9

10

X 71,3 393,7 188,5 61,6 303,2 138.0
EPM 5,6 26,4 37,0 6,7 8.8 19.4
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Tabela 22 - Valores individuais de ANP plasmatico (pg/ml), em X+EPM, em condi¢des

basais ¢ apés EVEC hipertnica nos animais veiculo e tratados com sulpirida

Animais Veiculo Tratados com sulpirida
Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 56,0 960,0 246,0 68,1 842.0 246.,0
2 62,0 1108,0 139,8 84,0 954,0 139,8
3 81,8 1192,0 181,7 61,0 1116,0 181,7
4 105,2 1002,0 166,3 73,2 926,0 166,3
5 59,2 993,2 158.,6 715 896.3 182,5
6 66,4

-

8

9
10
X 71,7 1066,0 213,5 71,6 959,0 183,5

EPM 7.6 52,4 24,9 48 57.3 22,6

Tabela 23 - Valores individuais de OT plasmatico (pg/ml), em X+EPM, em condigdes basais

e apos EVEC isotonica nos animais veiculo e tratados com sulpirida

Animais Veiculo Tratados com sulpirida
Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 4,5 18,4 6,2 5,7 16,1 9.8
2 34 13,7 7.2 44 8.7 8.6
3 4.9 13,8 8,0 5.5 17,7 11,4
4 4,3 10,6 12,6 6,2 9,0 12,8
5 5,2 14,5 7,9 4,8 11,0 10,7
6
7
8
9
10
X 42 14,1 8.5 5.4 12,8 10,6

EPM 0.3 1,6 1.4 0,3 2,3 0,9
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Tabela 24 - Valores individuais de OT plasmatico (pg/ml), em X+EPM, em condicdes basais

e apos EVEC hipertonica nos animais veiculo e tratados com sulpirida

Animais Veiculo Tratados com sulpirida

Tempo 0 Tempo 5 Tempol5 Tempo 0 Tempo 5 Tempo 15

1 5,6 49,1 18,9 11,7 56,4 41,3
2 8,7 62,7 43.1 6,8 22,8 14,4
3 12,6 46,4 47,7 9,5 26,7 26,8
4 9.3 53,8 37.4 7,5 33,0 25,0
5 8.9 48.6 35,9 13,4 59,0 22,3
6 12,7 254 313
7 11.2

8 10,7

9

10

X 9.0 53,0 36,7 10,4 372 26,8

EPM 1,4 3,5 6.3 0,8 6,6 3.7
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