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O CRH é o principal regulador da secregio de ACTH e coordenador da resposta
enddcrina, autondmica, comportamental ¢ imune ao estresse, estando presente no sistema
hipotdlamo-hipofisirio, além de outras regides do sistema nervoso central e Orgéos
periféricos. A divisio parvicelular do nicleo paraventricular (NPV) contém e libera além
do CRH, vasopressina (AVP) e ocitocina (OT). Estes horménios estdo co-localizados em
muitos dos grinulos neuro-secretdrios no NPV, além de se localizarem nos neurdnios do

sistema magnocelular, cujos corpos celulares estdo no niicleo supra-6ptico (NSO).

A adrenalectomia (ADX) induz alteragdes no eixo HHA de grande magnitude e
duragdo. AVP e OT tém atraido um particular interesse em resposta & ADX e a uma
variedade de agentes estressores. Estes peptideos chegariam ao sistema porta-hipofisirio e &
hipéfise posterior através dos vasos portais, promovendo dessa forma uma ligacdo entre o
sistema hipotalimico neuro-hipofisirio e o sistema hipotdlamo-hipdfise-adrenal. No
presente estudo avaliamos a- concentragdo destes peptideos em animais submetidos a
diferentes periodos (3h, 1.3. 7 e 14 dias) de ADX-S ou ADX. Investigamos, também, a
resposta desses animais ADX ao estresse de imobilizag@o, para caracterizar as possiveis
alteracdes da capacidade secretdria de AVP e OT, na regulagdo da secregdo de ACTH sob
estas condigdes experimentais.

Nos animais ADX, a corticosterona permaneceu indetectivel, enquanto nos
animais ADX-S observamos um importante aumento nas concentragdes de B e de ACTH
apds 3h da cirurgia, que retornaram rapidamente aos niveis do controle, sugerindo uma
resposta ao estresse anestésico. cirurgico e & dor, nesses animais com o eixo HHA integro.
Nos animais ADX, a concentragdo plasmatica de ACTH apresentou elevagio apds 3h da
ADX, seguida por diminui¢do no 1°dia; a partir do 3°dia apresentou um lento e progressivo
aumento até a estabilizagio em valores cerca de 10 vezes maiores que o controle. Estes
eventos, apos diferentes periodos de ADX, resultam nesta curva trifisica, refletem a
resposta ao estresse e a influéncia da inibigio do feedback. Nio houve diferenca
significativa dos valores de AVP nos animais submetidos a diferentes periodos de cirurgia
ADX-S e ADX. Portanto, os diferentes periodos de ADX nfo modificaram a liberagdo de
AVP plasmatica, cuja principal fonte sdo os neurdnios magnocelulares, sugerindo que estes
neurdnios ndo sdo fundamentais na manutengdo da secregdio de ACTH, apds a ADX. Os
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valores de OT nos animais do grupo ADX-S apds 3 horas de cirurgia, e nos grupos ADX,
apos 3 horas e 1 dia da ADX foram maiores que os do grupo controle. Os grupos ADX 3he
1d apresentaram valores de OT maiores que os dos respectivos grupos ADX-S. Estes
resultados confirmam que a OT € um hormdnio responsivo ao estresse induzido por alguns
estimulos, incluindo a inalagdo de éter. No entanto, quando comparamos o grupo ADX-S
com o grupo ADX as concentragdes deste ultimo foram mais elevadas, sugerindo que a
elevagdo de OT pode ser secundéria a alteragdes no exxo HH ocorridas apds ADX além do

eslresse.

Os anmais ADX-S apresentaram elevagio de B e ACTH, apds estresse de
imobilizacdo em todos os periodos. Entretanto, nfio houve resposta do ACTH ao estresse de
imobilizacdo, em nenhum dos periodos apds ADX estudados, pois estes animais ji
apresentavam valores elevados de ACTH antes do estimulo de estresse. Mais uma vez, ndo
houve liberagdo de AVP frente ao estresse de imobilizagdo, tanto no grupo ADX-S como
no grupo ADX, em nenhum dos periodos estudados. Concluindo, hi diferentes pontos de
ajuste do eixo HHA, dependendo do periodo da retirada do mecanismo de
retro-alimentagéo negativa. O papel dos principais neuro-horménios periféricos na secregdo
de ACTH secunddria & ADX ou ao estresse parecem diferir, enquanto a AVP periférica
parece nﬁu participar na liberagdo de ACTH frente &8 ADX e ao estresse de imobilizacdo, a
OT, um horménio responsivo ao estresse, parece contribuir para a secregdo de ACTH.
durante a fase inicial da resposta a ADX.
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Eustaguio descobriu as glindulas adrenais ha quase 500 anos atrds, porém o
controle do cortex adrenal permaneceu desconhecido até 1927, quando Smith demonstrou
que a remogdo da hipdfise, no rato, resultava em atrofia adrenocortical. Em 1936, Selye
notou que ratos expostos a estresse apresentavam adrenais aumentadas. Em 1948, Sayers &
Sayers demonstraram o efeito regulatorio da hipéfise em estimular extratos adrenocorticais.
No final da década de quarenta, ja se acumulavam evidéncias de que o sistema nervoso
central, especialmente o hipotilamo, influenciava a atividade neuro-secretéria da hipofise
anterior (HA).

As primeiras comprovagdes da existéncia do fator liberador da corticotrofina
(CRF) foram divulgadas por Saffran e Schally, 1955, seguidas por Guillemin & Rosemberg
em 1955, que demonstraram ser o extrato de hipotdlamo capaz de liberar horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), em tecido hipofisario, "in vitro". Entretanto, foi somenie em
1981 que Vale et al., conseguiram isolar e caracterizar quimicamente ¢ hormoénio liberador
da corticotrofina ovino (0CRH), uma molécula com 41 aminoécidos, que difere do CRH do

rato e do humano (r/h CRH) por apenas 7 residuos de amino4cidos.

O CRH € o principal coordenador da resposta enddcrina, autonbmica,
comportamental e imune ao estresse. Este peptideo foi inicialmente caracterizado no
sistema hipotalamo-hipofisario, entretanto, estd largamente distribuido através do sistema
nervoso central (SNC) e em miltiplos 6rgdos periféricos (Orth, 1992.), incluindo placenta,
medula adrenal, pancreas, pulmdes, estdmago, além de cé€lulas imunologicas e do sistema
inflamatério (Crofford et al.,1992; Karalis et al.,1991). As acbes do CRH sfo mediadas
através de receptores de membrana de alta afinidade (CRH-R), os quais acoplados ao
nucleotideo guanina da proteina G estimulatoria (Gs) traduzem seu sinal através da
estimulagéio da producfio de cAMP (Guigueri et al.,1982).

Recentemente, o gene do CRH-R humano foi isolado e clonado de bibliotecas
gendmicas de diferentes regides do cérebro humano (Chen et al., 1993; Liaw et al., 1995) ¢
o gene do CRH-R de rato também foi isolado e clonado de cérebro destes animais (Perrin et
al., 1993). Em humanos e em ratos existem dois subtipos de receptores do CRH (CRH-R1 ¢
CRH-R2) cujas seqiiéncias do cDNA divergem significativamente na regido 5"
Apresentam, ainda, diferentes localizacdes no cérebro e diferentes perfis farmacoldgicos,
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com o subtipo CRH-R2 apresentando menor afinidade pelo CRH e sauvagina do que o
CRH-R! (Lovenberg et al, 1995). No rato, o subtipo CRH-R2 apresenta 2 isoformas
(CRH-R2a ¢ CRH-R2B) produzidas por um splicing alternativo do gene, e estas duas
isoformas apresentam distribuicdo distinta nos tecidos (Perrin et al., 1993;. Lovenberg et
al., 1995).

No hipotalamo de ratos, os sitios de ligagdo do CRH tém sido descritos no
nicleo dorso medial, nacleo arqueado e Area pré-optica, onde parecem influenciar a
regulacdo da secrecdo de gonadotrofinas ¢ do hormdnio de crescimento. Por outro lado, a
presenca de receptores do CRH no micleo paraventricular (NPV), a principal fonte
hipotalémica de CRH, nfo ¢ muito clara. O NPV apresenta interconexdes com outros
nicleos hipotalamicos, como a amigdala, locus cerlileo e o nicleo do trato solitario, a
ativacdo dos receptores do CRH nestas dreas parece influenciar a fungio do NPV.
Recentemente, foi demonstrado que frente 4 exposicfio a alguns paradigmas de estresse, tais
como imobilizagdo aguda ou repetida, estimulagio osmética por deprivagio de agua e
injecdo de salina hipertdnica, ha inducfio da expressfio de RNA mensageiro (RNAm) CRH-
R no NPV de forma estresse especifica (Luo et al., 1994).

A divisdio parvicelular do NPV contém e libera além do CRH, a vasopressina
(AVP). Estes hormonios estariam co-localizados em muitos dos granulos neuro-secretdrios.
Entretanto, cerca de 60% dos terminais imunorreativos a0 CRH parecem nfio conter
vasopressina, no rato normal. Possivelmente, haveria duas populagdes de neurdnios CRH
cujas atividades poderiam ser independentemente reguladas por diferentes estimulos
estressores (Whitnall, 1993). Um outro trajeto neuronal hipotaldmico que transporta AVP 3
EM ¢ a classica via neuro-secretéria do sistema magnocelular, cujos corpos celulares estdo
no micleo supra-6ptico (NSO) e no NPV; seus axOnios trafegam pela camada interna da
EM e se dirigem 2 hip6fise posterior (Sawchenco et al.,1985, Antoni, 1986).

Outro aspecto de fundamental importéncia no controle da regulagdo do eixo
HHA ¢ aquele exercido pelos glicocorticéides através da retroalimentacdio (feedback)
negativa. Este é, quantitativamenie, o aspecio mais proeminente na regulagio do eixo

adrenocortical. Estd bem estabelecido que a injegdo de glicocorticdides, segundos antes da
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administragdo de wm estimulo adequado, inibe 0 aumento do ACTH no plasma. Apés 10-12
minutos, a agfo inibitoria € demonstravel e este fendmeno € chamado feedback de resposta
rapida. Uma a duas horas apés, a liberaciio de ACTH estd novamente supressa, sendo esta a
fase inicial do feedback de resposta lenta ou de resposta intermediaria. Uma terceira fase
ocorre apds 24 horas da administracfo do corticosteréide (Keller-Wood & Dallman, 1984).

Com o desenvolvimento de andlogos dos glicocorticoides, das técnicas de
imunohistoquimica e de biologia molecular foi possivel determinar a existéncia de
diferentes receptores para os corticosteréides no SNC (Kloet et al., 1987). Estes sfo
distintos em topografia, afinidade de ligagdo, especificidade e cinética. No rato, o tipo 1,
sitio preferencial para corticosterona ou receptor mineralocorticdide, € responsavel pela
aclo permissiva da corticosterona no comportamento € no controle neuro-endocrino da
secrecéo basal. Através de receptores sitio preferencial para dexametasona ou receptor dos
glicocorticoides, os receptores de corticosterdides tipo IT exercem a retroalimentagio nos
processos neural e neuro-enddcrino ativados pelo estresse. A resposta celular aos
glicocorticdides €, portanto, dependente da disponibilidade do esterdide e da presenca e
concentragdo intracelular do receptor funcional.

A adrepalectomia (ADX) induz a alteragSes no eixo HHA de maior magnitude
e duracdo do que qualquer outro procedimento estudado. Este modelo tem permitido novas
informagSes sobre a regulacfio do eixo HHA pelos glicocorticoides e seus efeitos sobre a
secrecio de CRH e ACTH. A diminui¢do do mimero de receptores dos glicocorticoides
(GR) induzida pelo ligante ¢ seu aumento em resposta a remog¢fio dos mesmos pela ADX
tém sido demonstrados por ensaios de ligagdo. Mais recentemente, através de técnicas
capazes de quantificarem a expressdo do gene do GR, tais como hibridizagdio in sifu, os
problemas associados aos ensaios de ligagdo podem ser potencialmente evitados. O mesmo
aplica-se para técnicas que quantificam o RNAm de qualquer gene, incluindo os genes do
CRH-R.

Em trabalhos prévios amalisou-se a evolugfio temporal da concentragiio
plasmitica de corticosterona e ACTH, do contetido hipofisirio de ACTH e hipotalimico de
CRH, através das dosagens destes hormdnios, por radioimunoensaio (RIE), em diferentes
periodos apés ADX ou ADX simulada, em ratos. Estudaram-se, também, as alteracGes
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ocorridas nos corticotrofos, por imunohistoquimica e a responsividade hipofisaria in vitro,
ao CRH. Esses resultados demonstraram que apoés a ADX a concentragdo plasmatica de
ACTH apresentou resposta trifisica (Castro et al, 1994). O estudo imunchistoquimico
demonstrou degranulacéo inicial dos corticotr6fos com progressivo aumento do mimero de
células imunopositivas para 0 ACTH, havendo correlacéio entre este método ¢ a dosagem
do contetdo hipofisario de ACTH, pelo RIE (Castro et al, 1994). O conteudo
hipotaldmico de CRH diminuiu apés 3 h, sugerindo alta taxa de liberacio, apos o estresse
cirirgico. Posteriormente, mecanismos de controle da expressdo génica foram ativados,
aumentando, provavelmente, a sintese de CRH. Houve, portanto, um periodo de laténcia
entre a recuperagdo da concentragfio hipofisiria de ACTH e hipotaldmica de CRH,
indicando diferentes pontos de ajuste do eixo hipotalamo-hipéfise, em diferentes periodos
ap6s ADX. Nos estudos in vifro houve uma diminui¢fio transitéria da secregio de ACTH,
em condicdes basais e sob estimulo com CRH, provavelmente secundéria 4 deple¢do dos
estoques hipofisarios de ACTH. Entretanto, nas fases mais tardias, mesmo havendo
estoques de ACTH, houve uma hiporesponsividade dos corticotrofos a0 CRH exdgeno,
indicando uma provavel dessensibilizagio dos receptores do CRH a nivel hipofisdrio
(Castro et al., 1994). Um outro mecanismo que contribuiria para manutengdo da secregio
elevada de ACTH apoés ADX poderia ser a presenga de outros fatores neuronais ou
humorais além do CRH e seus receptores, como, por exemplo, a AVP e a ocitocina (OT),
mterferindo com a capacidade da resposta hipofisaria, nos diferentes periodos apés ADX
(Wymn et al., 1986, Castro et al., 1994, Castro & Moreira, 1996).

AVP ¢ ocitocina, secretagogos fracos para o ACTH, potencializam o efeito do
CRH em nivel hipofisario. Esta potencializagio foi confirmada in vitro, por vérios
laboratorios (Guiguére & Labrie, 1982; Gillics ¢t al.,1982; Vale et al.,1983; Gibbs & Vale,
1982), enquanto outros encontraram apenas efeito aditivo (Dupoy & Chatelain, 1984;
Abou-Samra et al., 1986). Finalmente, Orth et al., 1985, confirmaram que AVP ¢ CRH

agem sinergicamente estimulando a secrecio de ACTH, em humanos.

Outros fatores t€m sido implicados na regulaciio da secreclio de ACTH. Ha,
entretanto, muitos problemas para interpretar o papel fisiolégico destes secretagogos. As
catecolaminas mostram um efeito aditivo na estimulacfio da secrecio de ACTH, em muitos
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sistemas (Guiguere & Labrie, 1983; Vale et al,, 1983; Rivier & Vale, 1985). Um segundo
grupo de substéncias que altera a secregio de ACTH inclui o peptideo vasoativo intestinal
(VIP), histidina isoleucinamida, colecistoquinina (CCK-8), interleucina I, angiotensina II,
somatostatina e outros (Kraicer et al., 1985; Aguilera et al., 1986; Plotsky et al., 1989;
Tsagarakis et al., 1989; Matta et al., 1990; Navarra et al., 1991). Mais recentemente, o
polipetideo natriurético atrial foi encontrado no hipotdlamo e na EM e seu papel inibitdrio
na regulacdo da secregdio do ACTH hipofisirio tem sido estudado (Dayanithi & Antoni,
1990; Fink et al., 1991). Muitos destes fatores sfo, entretanto, de pequena significAncia na
regulacdo do ACTH, sob condicdes ﬁsiolégicas.

As concentragdes de AVP e de OT tém atraido um particular interesse em
resposta a uma variedade de estressores e, juntamente com a liberagio de CRH das
terminagGes dos neurbnios parvocelulares do NPV do hipotalamo, agem como secretagogos
do ACTH. (Antoni, 1993; Whitnall, 1993). Virios autores tém relatado uma secrecio
estresse-induzida de AVP e/ou OT dos ax6nios terminais dos neurénios magnocelulares
dentro da circulagio sangiiinea, onde estes peptideos contribuiriam para resposta de
adaptacfo ao estresse. (Kasting, et al., 1988; Lang et al., 1983). Entretanto, AVP e OT de
origem magnocelular poderiam agir ndo somente através de suas acSes cldssicas na
periferia, mas também como secretagogos do ACTH, em diferentes situacSes como em
resposta 2 ADX, ou em resposta a estimulos osméticos ou mesmo em resposta a outros
agentes estressores. Portanto, estes peptideos poderiam chegar ao sistema porta-hipofisario
tanto pela liberagdo dos neurdnios da hipéfise posterior como também através de uma via
curta, os vasos portais, promovendo dessa forma uma ligacfio entre o sistema hipotalimico
neuro-hipofisirio € o sistema hipotdlamo-hipofise-adrenal (Antoni et al., 1990; Gibbs,
1986; Holmes et al., 1986).

Estudos recentes indicam que a liberagio destes peptideos ocorre nfio somente
de axdnios para dentro da corrente sangiiinea, mas também de dendritos de neurdnios para
dentro do cérebro. (Landgraf, 1995). O entendimento dessas relagdes ¢ fundamental com
respeito & ativagfo estresse-induzida do sistema neuro-hipofisario, desde que a AVP
liberada em diferentes niveis do cérebro poderia influenciar a regulagio do eixo HHA em
vias opostas: de um lado, em nivel de hipotdlamo, teria um potencial inibitério e em nivel

de eminéncia mediana e adeno-hipdfise facilitaria a secregio de ACTH (Antoni, 1993).
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A secregiio de AVP ¢ OT da hipéfise posterior ¢ da eminéncia média induzida
por estresse no segue um padréio generalizado para todos os agentes estressores. (Kasting
et al., 1988; Romero et al., 1996). O exato papel da liberagéio central e/ou periférica desses
peptideos permanece obscuro, embora o envolvimento na regulagiio de ACTH tem sido
fortemente sugerido. Portanto, no presente estudo avaliamos a concentragio destes
peptideos em animais submetidos a diferentes periodos de ADX. Adicionalmente,
investigamos a resposta desses animais ao estresse de imobilizagsio, para caracterizar as
possiveis alteragdes da capacidade secretoria de AVP e OT, na regulagdo da secregio de
ACTH sob estas condicGes experimentais.

Introducdo
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Em ratos controle e em ratos submetidos a diferentes periodos de
adrenalectomia ou adrenalectomia simulada (3 horas, 1, 3, 7 e 14 dias):

I- Avaliar o efeito temporal de diferentes periodos de ADX, nas concentragdes
plasmaticas de ACTH, AVP e OT,

Ii- Avaliar a resposta de ACTH, AVP e OT ao estresse de imobilizagio, em
ratos submetidos aos diferentes periodos de adrenalectomia ou adrenalectomia simulada.

Objetivos
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I - Animais e coleta de sangue

Ratos machos Wistar, pesando cerca de 200g, provenientes de linhagens do
Biotério Central da UNICAMP, foram utilizados para os experimentos. Uma semana antes
do procedimento, os animais foram colocados em gaiolas individuais, com 4gua € comida a
vontade (ragdo sblida, Purina Nutriente Ltda) em uma sala com temperatura (23°C), luz
(7:00 ~19:00 h) e umidade controladas. Os animais adrenalectomizados tinham 4 sua
disposi¢do, uma solugdo de NaCl 0,9%. Na véspera, de cada procedimento os animais

foram pesados.

Os animais foram mortos por decapitacdo, entre 8:30 € 10:30 b, em diversos
periodos de tempo apds cirurgia, (3 horas, 1, 3, 7 e 14 dias). Imediatamente apds a
decapitacdo o sangue do tronco foi colhido em tubos plésticos heparinizados, mantidos em
gelo, até a centrifugacdo por 15 minutos, a 4°C e a 2000 rpm.. Apds a centrifugacfo, o
plasma foi aliquotado em 3 tubos Eppendorf, devidamente rotulados para AVP,
Corticosterona ¢ ACTH, sendo nesse dltimo previamente colocado 50 ul de
N-etilmaleimida. Procedimentos semelhantes foram realizados para coleta e dosagem de
Ocitocina. Esses plasmas foram estocados a -70°C, para posteriores dosagens.

II - Procedimento cirirgico

Os animais, sob anestesia por éter, foram submetidos & tricotomia da regifio
dorsal, para a realizagdo da adrenalectomia bilateral ou adrenalectomia ficticia (sham). Foi
realizada uma incisfo dorsal, tendo como referéncia o dngulo entre a ultima costela ¢ a
coluna vertebral. Uma pinga separou os bordos da incisio e possibilitou a visualizagio dos
musculos paravertebrais que foram seccionados e, a partir desta incisio, os orgdos
abdominais foram visualizados. O rim e a glandula adrenal no seu polo superior foram
localizados. Com o auxilio de uma pinga, a gordura peri-renal foi exteriorizada e
seccionada juntamente com a adrenal. O mesmo procedimento foi feito para a glindula
contra-lateral. A lesdo foi suturada com fio de algodfio. Ao término da cirurgia, o animal foi
colocado novamente na gaiola com 4gua e comida 4 vontade. No grupo ADX, foi colocada
solugfo salina 0,9%.

Material e Métodos
23



111 - Procedimento experimental “in vivo”

IIa - Experimento em condighes basais: Avaliagfio do efeito temporal de diferentes
periodos de ADX, nas concentragSes plasmaticas de Corticosterona, ACTH, AVP ¢ OT, em
ratos submetidos aos diferentes periodos de adrenalectomia ou adrenalectomia simulada
(ADX-S).

Apos os diferentes periodos da cirurgia (3 horas, 1dia, 3 dias, 7 dias ¢ 14 dias)
os animais ADX ou ADX-S foram rapidamente retirados de suas gaiolas e decapitados, no
méaximo 30 a 60 segundos apds. A seguir, o sangue do tronco foi colhido, centrifugado,
aliquotado ¢ estocado nas condicGes descritas acima, até a andlise.

IIIb - Experimento em condigbes de estresse: Avaliacdo dos efeitos do estresse de
imobiliza¢fio nas concentragdes plasmaticas de Corticosterona, ACTH, AVP e OT, em ratos
submetidos aos diferentes periodos de adrenalectomia ou ADX-S.

Apés os diferentes periodos da cirurgia (1dia, 3 dias, 7 dias e 14 dias) os
animais ADX ou ADX-S foram retirados de suas gaiolas ¢ colocados em uma gaiola de
contengdo metalica, ficando totalmente imobilizado durante 60 minutos. Ap6s esse periodo
foram imediatamente, um a um decapitados no maximo em 30 a 60 segundos, depois de
retirados das gaiolas. A seguir, ¢ sangue do tronco foi colhido, centrifugado, aliquotado e
estocado nas condi¢Ses descritas acima, até a andlise,

IV - Dosagens hormonais

Todas as dosagens hormonais, foram realizadas através de Radioimunoensaio
(RIE), sendo realizadas nos Laboratorios de Endocrinologia dos Departamentos de
Fisiologia e de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preto- USP. Todas as
amostras provenientes de um mesmo experimento foram determinadas em duplicata, em

um mesmo ensaio.

Material e Métodas
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A corticosterona plasmatica foi determinada pelo método de Vecsei et al., 1972
¢ modificado através de extragfio do esterdide por etanol. Utilizamos um anticorpo anti-
corticosterona (AB-cort-17984) preparado em coelhos, com o hormdnio conjugado com
albumina bovina, gentilmente cedida pelo Dr. José Antunes Rodrigues. A especificidade do
anticorpo foi testada através da reatividade cruzada com o cortisol (1%), 170H-
progesterona (1%) e sulfato de dehidroepiandrosterona (12%). A corticosterona [1,2-3(H)]
(New England Nuclear) foi utilizada como marcado. Na separagéio da fragio livre da ligada
utilizamos uma solugo de carvdo-dextran 0,5/0,05%.

A dose minima detectavel foi de 0,4 + 0,1 ug/dl. O coeficiente de variagdo
intra- € entre-ensaios foram, respectivamente, 4,8% e 6,7%, ao nivel de B/Bo igual 0,5 da
curva-padréo.

IVb - Radioimunoensaio do ACTH plasmético

O ACTH plasmatico foi determinado, em duplicatas apds extracdo com acido
silicico, segundo técnica previamente descrita e utilizada (Moreira et al., 1987). Os ensaios

foram realizados em condic¢Ges de ndo equilibrio, com incubagio de 72 horas.

A eficiéncia média de extracfo foi de 78%. A dose minima detectada foi de 3,3
pg/tubo, o que equivale a 7,7 pg/ml. Os coeficientes de varia¢fo intra- € entre- ensaios
foram em média de 6,3% e 14,0%, a nivel de B/Bo igual a 0,5% da curva padréio.

IVe - Radiocimunoensaio da AVP,

O radioimunoensaio da AVP foi realizado segundo o mgtodo previamente
modificado por Elias et al., 1997. A vasopressina foi extraida do plasma com acetona e éter
de petréleo. Apoés centrifugaciio (2500 rpm, 5 min., 4 °C), 1 ml de plasma foi transferido
para um tubo contendo 2 ml de acetona (Laboratério Merck) seguido de agitagiio por 20

Material e Métedos
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segundos e centrifugagio (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), sendo submetido
apés agitacdio ¢ centrifugagdo (2500 rpm, 25 min., 4°C) ao congelamento, em nitrogénio
liquido. A fase congelada, contendo a AVP foi liofilizada ¢, no momento do ensaio,
ressuspensa com 25001 de tampdo do ensaio (Tampdo TRIS -0,05 M com albumina
humana 0,25%) ¢ ensaiada em duplicata. Utilizamos o Primeiro Padrio Internacional
(77/501) para confeccio da curva-padrio, o primeiro anticorpo amti-AVP (RAS 8103
Peninsula Laboratories) e o horménio marcado Vasopressin 8-Arginine '**I (NEN-128-
Dupont). Para separagio das fragbes livre e ligada utilizamos um segundo anticorpo
anti-gamaglobulina de coelho produzido em cabra, seguido de solugdo de polietilenoglicol,
PM 6000, a 12,5%.

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

entre- ensaios foram de 7,7% ¢ 11,9%, respectivamente.

IVd - Radioimunoensaio da Ocitocina.

O radicimunoensaio da OT foi realizado apés extracdo prévia do plasma com
acetona e éter de petrdleo. Apos centrifugagfo (2500 rpm, 5 min., 4 °C), 1 ml de plasma foi
transferido para um tubo contendo 2 ml de acetona (Laboratério Merck) seguido de
agitaco por 20 segundos e centrifugaciio (2500 rpm, 25 min., 4°C). A seguir o
sobrenadante foi decantado para um tubo contendo éter de petréleo (Laboratério Reagen)
sendo submetido apds agitagdo ¢ centrifugagfio (2500 rpm, 25 min., 4°C) ao congelamento,
em nitrogénio liquido. A fase congelada, comtendo a ocitocina, foi Hofilizada e, no
momento do ensaio, ressuspensa com 40001 de tampdo do ensaio (Tampdo TRIS 0,05 M
com albumina humana 0,25%) ¢ ensaiada em duplicata. Utilizamos o primeiro anticorpo
um anti-OT, cedido gentilmente pela Dra Mariana Morris (Wright State University —
Dayton , OH , USA) e o padréo para curva e para marcagio foram comprados da Peninsula
Laboratories (cat. OT-81 52). Para separa¢fio das fracBes ligada e livre utilizamos wm
segundo anticorpo antigamaglobulina de coelho produzido em cabra, seguido de solugdo de
polietilenoglicol 6000 12,5%.

Materigl ¢ Métodos
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V - Osmolalidade Plasmatica

A osmolalidade plasmatica foi determinada no plasma pelo método do ponto de
congelamento (Advanced Digimatec Osmometer — 3D II) no laboratdrio da disciplina de
Nefrologia do Departamento de Clinica Médica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirfio Preto — USP.

V1 - Anilise dos Resultados
Para analise estatistica foram utilizados os seguintes procedimentos:

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

- andlise de varidncia Anova foi utilizada para comparacio dos valores dentro
do mesmo grupo experimental, porém nos diferentes periodos estudados.

- teste de Wilcoxon Mann Whitney foi utilizado para comparagfio dos valores
entre grupos diferentes (ADX-S vs ADX).

O nivel de significincia adotado para a rejeicfio da hipétese de nulidade foi de

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

Para efeito de cilculo 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 detectivel).

Material e Mérodos
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Procedimento experimental “in vivo”

11 - Experimento em condi¢des basais: Avaliagio do efeito temporal de
diferentes periodos de ADX, nas concentragdes plasmdticas de Corticosterona, ACTH,
AVP ¢ OT, em ratos submetidos aos diferentes periodos de adrenalectomia ou ADX-S.

Os valores individuais e em média, desvio-padrio da meédia e erro padrio da
média de corticosterona (ug/dl), ACTH (pg/ml), AVP (pg/ml) e OT (pg/ml) plasmaticos,
em ratos submetidos a ADX e ADX-S, estfio apresentados nas tabelas de 1 a 4, no anexo.

L1A - Concentraciio Plasmatica de Corticosterona

Todos os animais ADX-S que apresentaram niveis de corticosterona acima de 3
ug/d] foram descartados por apresentarem niveis de estresse indesejiveis para o estudo em
condi¢Oes basais. Todos os animais ADX que apresentaram niveis de corticosterona acima

de 1 ug/dl foram descartados por apresentarem niveis compativeis com restos de adrenal.

A tabela 1 apresenta concentragfio de corticosterona (X+EPM) nos animais
controles, animais ADX-S ¢ ADX ap6s os diferentes periodos de cirurgia. Esses dados
estdo apresentados graficamente na figura 1A. Quando comparamos o grupo ADX-S com
0s animais controles, observa-se que no grupo ADX-S houve um importante aumento de B
apés 3 horas da cirurgia (p=0,005), sendo que estes valores retornaram aos niveis
semelhantes ao grupo controle apés o primeiro dia de cirurgia, mantendo-se semelhantes
ao longo dos periodos estudados (ns). Quando comparamos o grupo ADX-S nos diferentes
periodos de cirurgia, observa-se que houve aumento no grupo 3 horas quando comparado
com os grupos ! dia (p=0,007), 3 dias (p=0,002), 7 dias (p=0,004), e 14 dias (p=0,001).

Niao houve diferenga entre os valores de corticosterona dentro do grupo ADX,
entretanto, quando comparamos ¢ grupo ADX-S ¢ 0 ADX notamos valores de B maiores
nos animais do grupo ADX-S§ que no grupo ADX, em todos os periodos estudados
(p<0,003), confirmando a retirada completa das adrenais.
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L.1b - Concentragio Plasmitica de ACTH.

O efeito da ADX e da ADX-S cirurgia na concentragio plasmatica de ACTH
(pg/ml), em X + EPM, nos diversos periodos apds as cirurgias esta apresentado na tabela I e

na figura 2A.

O grupo ADX-S apresentou valores de ACTH maiores que o grupo controle
nos diferentes periodos apds a cirurgia (p<0,01). Entre o grupo ADX-S, 0s animais ap6s 3
horas de cirurgia apresentaram valores de ACTH maiores que o grupo 1 dia (p=0,008), 3
dias (p=0,03), 7 dias (p=0,02) ¢ 14 dias (p=0,08). Nio houve diferenga entre os valores de
ACTH entre os outros diferentes periodos.

No grupo submetido a ADX, houve aumento nos niveis de ACTH apés 3 horas
da cirurgia, quando comparados aos controles ou ao grupo ADX-S (p< 0,003). Um dia apés
a ADX houve redu¢io dos niveis de ACTH, embora esses ainda estivessem mais elevados
que o do grupo controle ¢ do grupo ADX-S. A partir do terceiro dia os valores de ACTH
elevaram-se progressivamente, ndo havendo diferenca entre os valores do grupo 7 e 14
dias.

Quando se compara o grupo ADX-S com o grupo ADX, dentro de um mesmo
periodo apds cirurgia, nota-se diferenga significativa entre eles em todos os periodos: 3
horas (p=0,0016), 1 ( p=0,0007), 3 (p=0,007), 7 (p=0,0007) ¢ 14 (p=0,009) dias, estando os
valores de ACTH plasmético do grupo ADX mais elevados que os do grupo ADX-S.

L.1c - Concentracio Plasmatica de AVP,

O efeito da ADX e da ADX-S na concentracdio plasmatica de AVP (pg/ml), nos

diversos periodos apés as cirurgias esta apresentado na tabela I € na figura 3A.

Néo houve diferenca significativa dos valores de AVP do grupo controle
quando comparado com os diferentes periodos de ADX-S ou ADX, assim como niio houve
diferenga entre os diferentes periodos do grupo ADX-S e do grupo ADX. Quando
comparamos o grupo ADX-S e o ADX néio notamos diferenca significativa em nenhum dos
periodos estudados.
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Tabela 1 - Meédia (X) e erro padrio da média (EPM) dos valores de corticosterona
plasmatica B (ug/dl), ACTH plasmitico {pg/ml), AVP plasmdtica (pg/ml), OT plasmatica
(pg/ml) e osmolalidade plasmética {(mOsm/kg), em animais do grupo basal, ap6s diferentes
periodos de ADX ou ADX-S:

Animais Tempo Control ADX-S ADX ADX-S ADX ADX-S ADX ADXS ADX ADX-S ADX
3hs 3hs 1dia 1dia 3dias 3dias 7dias 7dias 14dias 14 dias

B 1,0+ 13,5+ 04+ 1,0+ 04+ 06+ 04+ 1,5+ 0,52 L6+ 0,6+
(ng/dl) 0,14 3.1 1.4 0,1 0,04 0,1 0,02 0,2 0,03 0,2 0,1
ACTH 28,7 11,8 3797 62,0 2477 770 9435 452 1170 43,7 1324
(pg/ml) +4,5 203 £20,1 59 99 9,1 £130 2.2 1146 6,0 +168
AVP 6,0+ 64+ 75+ 49+ 63 54+ 4,7+ 5,6+ 6,4+ 53+ 5,5+
(pg/ml) 0.4 0.3 0,5 0.3 0,7 0,9 0,7 0,5 0,5 0,4 0,4
oT 22,7 534 723 34,1 52,06 20,7 21,0 52,1 43,5 457 34,8
(pg/ml) 14,1 7,5 £,1 51 *11 *1.4 75 +6,5 +8,5 =12 8,3
pOsm 294 296 288 290 283 286 286
(mOsm/kg) 4 +3 +4 2 3 +2 3

1.1d - Concentraciio Plasmatica de OT.

O efeito da ADX e da ADX-S na concentracio plasmatica de OT (pg/ml), nos
diversos periodos apds as cirurgias esta apresentado na tabela I e na figura 4A.

Os valores de OT no grupo controle foram menores que os do grupo ADX-S
apos 3 horas de cirurgia (p=0,03), eniretanto nfo houve diferenca significativa entre o
grupo comntrole e o grupo ADX-S nos outros periodos apds a cirurgia. Quando comparamos
os valores de OT nos diferentes periodos de cirurgia dentro do grupo ADX-S, nota-se que
os valores do grupo 3 horas foram maiores que os do grupo apés 1 e 3 dias de cirurgia, nfio

havendo diferenca entre os outros periodos.
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Os valores de OT no grupo controle foram menores que os do grupo ADX apés
3 horas e 1 dia de cirurgia (p=0,002; p=0,03), entretanto, nfio houve diferenca significativa
entre o grupo conirole € o grupo ADX nos outros periodos apos a cirurgia. Os valores de
OT no grupo ADX foram semelhantes no grupo 3 horas e 1 dia, porém foram maiores que
os grupos 3 dias (p=0,002), 7 dias (p=0,008} e 14 dias (p=0,01).

Quando se compara o grupo ADX-S com o grupo ADX, dentro de um mesmo
periodo apds cirurgia, nota-se diferenca significativa entre eles no grupo 3 horas (p=0,04) e
1 dia ( p=0,04), estando os valores de OT do grupo ADX sempre mais elevados que os do
grupo ADX-S. N&o houve diferenga entre os grupos ADX-S e ADX ap6s 3, 7 e 14 dias.

1.2 - Osmolalidade plasmatica

Os resultados em média + EPM das osmolalidades plasmaticas estfo
apresentados na tabela I e figura 5. Nossos resultados mostram que néio houve diferenga de
osmolalidade plasmatica entre o grupo controle quando comparado com o grupo ADX-S
(p=0,5). O mesmo ocorreu quando comparamos o grupo ADX-S com o grupo ADX 3h (p=
0,07) ¢ ADX 1d (p=0,15). Entretanto houve diferenga significativa quando comparamos o
grupo ADX-S com o grupo ADX nos periodos 3d (p=0,008), ADX 7d (p=0,03) ¢ ADX 14d
(p=0,02). Cabe salientar que devido ao numero reduzido de antmais ADX-S dos quais foi
possivel determinar a osmolalidade plasmética, apds realizar teste de variincia o qual
demonstrou nfio ser significativo, optamos por agrupar todos os periodos dos animais

ADX-S em um sé grupo.

HI- Experimento em condi¢bes de estresse: Avaliagio dos efeitos do estresse
de imobilizagio nas concentragfes plasmadticas de Corticosterona, ACTH ¢ AVP em ratos
submetidos aos diferentes periodos de adrenalectomia ou ADX-S.

Os valores individuais de corticosterona (ug/dl), ACTH (pg/ml) e AVP (pg/ml),
plasmaticos, em ratos submetidos a ADX ¢ ADX-S e apos 60 minutos de imobilizagéo
estdo apresentados nas tabelas de 6 a 8, no anexo. As tabelas apresentam os respectivos
horménios em média, desvio-padrdo da média e erro padrio da média.
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1Ia - Concentracio Plasmatica de Corticosterona.

A tabela II apresenta concentraciio de corticosterona (XtEPM) nos animais
controles, animais ADX-S ¢ ADX apds os diferentes periodos de cirurgia, entretanto esses
animais foram submetidos a 60 minutos de estresse de imobilizagZio, antes da decapitagfio.
Esses dados estdo apresentados graficamente na figura 1B.

Néo houve diferenca estatistica dos valores de B entre os animais do grupo
ADX-S submetidos ao estresse, nos diferentes periodos apés cirurgia. O mesmo foi
observado em relagdo ao grupo ADX. O grupo ADX-S apresentou valores mais elevados de
B, em todos os periodos: 1 (p=0,0006), 3 (p=0,0001), 7 (p=0,0002), e 14 (p=0,0006) dias.

II b- Concentracio Plasmitica de ACTH.

Os valores de ACTH (pg/ml) plasmético, em X £ EPM, em ratos submetidos a
ADX e ADX-S e apos 60 minutos de estresse de imobilizacio estdo apresentados na tabela
II e graficamente na figura 2B.

Nao houve diferenca estatistica dos valores de ACTH entre os animais do grupo
ADX-S submetidos ao estresse, nos diferentes periodos apés cirurgia. Em relagfio ao grupo
ADX submetidos ao estresse, os valores de ACTH apos 1 dia de cirurgia foram menores
que apds 3 (p=0,02), 7 (p=0,001) e 14 (p=0,001) dias. Os valores observados apds 3 dias
também foram menores que apds 7 (p=0,03) e 14 (p=0,04) dias. Ndo houve diferenca
significativa entre os valores de ACTH dos grupos 7 e 14 dias apés ADX.
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Tabela II - Média (X) ¢ erro padrio da média (EPM) dos valores de corticosterona
plasmética B (ug/dl), ACTH plasmdtico (pg/ml} e AVP plasmitica (pg/ml), de animais
controle, ADX-S ¢ ADX, submetidos ao estresse de imobilizag8o, ap6s diferentes tempos

de cirurgia:

Animais ADX-S ADX ADX-8 ADX ADX-S ADX ADX-8 ADX

Tempo/ 1dia 1dia 3dias 3dias Tdias Tdias 14 dias 14 dias
B 31,5+ 0,2+ 36,8+ 0,9+ 39,1+ 0,5+ 35,6+ 0,5+
(ng/dl) 4,0 0,06 2,8 0,06 0.8 0,1 43 0.1
ACTH 552 284 458 752 562 1264 735 1382
{pg/ml) 1116 20,5 +80,8 +143 +65,6 +114,6 +186,8 12384
AVP 5,4+ 6,0+ 52+ 7,22 5,4+ 4.4+ 5,6+ 5,2+
(pg/ml) 0,5 . 06 0,5 L3 0.6 0,7 0.7 1,0

{Ic - Concentracsio Plasmatica de AVP.

Os valores de AVP (pg/ml) plasméticos, em X + EPM, em ratos submetidos a

ADX e ADX-S e apos 60 minutos de estresse de imobilizagfio estfio apresentados na tabela

2 e na figura 3B.

Nao houve diferenca estatistica dos valores de AVP entre os animais do grupo

ADX-S submetidos ao estresse, nos diferentes periodos ap6s cirurgia. O mesmo foi

observado em relagio ao grupo ADX.
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111 - Comparagdo das respostas de B, ACTH e AVP em ratos adrenalectomizados,

apoés diferentes periodos de cirurgia, em condi¢des basais e submetidos ao estresse.

Os animais ADX-S em condi¢cGes basais apresentaram valores de B menores
que os do grupo ADX-S submetidos ao estresse, em todos os periodos estudados: 1
(p=0.0006), 3 (p=0,0001), 7 (p=0,002) e 14 (p=0,0006) dias. Os animais do grupo ADX em
condicdes basais nfio apresentaram valores de B significativamente diferentes dos animais

dos grupos submetidos ao estresse.

Os animais ADX-S em condigbes basais apresentaram valores de ACTH
menores que os do grupe ADX-S submetidos ao estresse, em todos os periodos estudados:
1 (p=0.01), 3 (p=0,003), 7 (p=0,001) ¢ 14 (p=0,002) dias. No entanto, os animais do grupo
ADX em condigbes basais nfio apresentaram valores de ACTH significativamente
diferentes dos animais dos grupos submetidos ao estresse. Portanto, nfio houve resposta do
ACTH, no grupo ADX submetido ao estresse de imobilizac8o, em nenhum dos periodos
estudados.

Os animais ADX-S em condigbes basais apresentaram valores de AVP
semelhantes aos animais do grupo ADX-S submetidos ao estresse, em todos os periodos
estudados. O mesmo ocorreu com o grupo ADX. Portanto, nfio houve liberagio de AVP
frente ao estresse de imobilizacfo, tanto no grupo ADX-S como no grupo ADX, em

nenhum dos periodos estudados.
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Figura 1: Concentragfio plasmética de corticosterona (B), em ug/dl, em X+ EPM, em
animais controle (C), ADX-S e ADX, em diferentes periodos apés cirurgia (3 horas, 1, 3,
7 e 14 dias). 1A, condigdo basal; 1 B, submetido ao estresse.
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Figara 2: Concentragdo plasmética de ACTH, em pg/ml, em X+ EPM, em animais
controle (C), ADX-S ¢ ADX, em diferentes perfodos apds cirurgia (3 horas, 1, 3, 7 e 14

dias). 2A, condicZio basal; 2 B, submetido ao estresse.
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Figura 3: Concentragfio plasmatica de vasopressina (AVP), em pg/ml, em X+ EPM, em
animais controle (C), ADX-S e ADX, em diferentes periodos apés cirurgia (3 horas, 1, 3, 7
e 14 dias). 3A, condi¢fo basal; 3B, submetido ao estresse.
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Figura 4: Concentragiio plasmética de ocitocina (OT) em pg/ml, em X+ EPM, em animais
controle (C), ADX-S e ADX, em diferentes periodos apés cirurgia (3 horas, 1, 3, 7 ¢ 14
dias).

Resultados
39



BASAL

LN
=
g

)
o
e

N
o
<

pOsm (mOsm/kg)

N
o0
<

C 3h 1d 3d 7d 14d

Figura $5: Valores de osmolalidade plasmatica (pOsm) em mOsm/kg, em X+ EPM, em
animais controle (C), ADX-S e ADX, em diferentes periodos apds cirurgia (3 horas, 1, 3, 7
e 14 dias), em condicio basal.
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Avaliagio do efeito temporal de diferentes periodos de ADX ou ADX-S8 nas
concentracbes plasmdticas basais de Corticosterona, ACTH, AVP e OT, em ratos

submetidos as cirurgias.

A variagiio circadiana dos corticosteréides ¢ do ACTH € uma importante
caracterfstica do eixo adrenal em muitas espécies, incluindo o homem e o rato. Neste
tiltimo, uma espécie de hdbito noturno, os picos da concentracio plasmética de B e ACTH
ocorrem antes do escurecer (18:00 horas) e as concentragdes mais baixas (nadit) ocorrem
pela manh4 (8:00—11:00 horas), padrio este oposto ao encontrado no homerm, que apresenta
hébitos diurnos. O ritmo circadiano persiste apos a ADX, conforme previamente avaliado
por estudos anteriores (Ruhmann-Wennhold & Nelson, 1977). Para afastarmos qualquer
alteracfio secundaria a variagfio circadiana, os animais deste estudo foram decapitados entre
8:30 e 10:30 h, portanto, durante a fase de nadir do ritmo circadiano.

Nossos resultados dos valores de B em ratos controles foram de 1,0 + 0,1 ug/dl,
valores similares quando comparados com concentracdes de B obtidas no perfodo da
manhd, na literatura (Fischman et al, 1988). Nos animais do grupo ADX-S, as
concentragdes de B variaram de 0,6 a 1,6 ug/dl durante todo o periodo do experimento, com
exceciio do estudo realizado apds 3 horas da ADX simulada, onde estes valores foram de
13,5+ 3,1ug/dl. A significativa elevagiio da concentragiio de B ap6s 3 horas da cirurgia € a
resposta destes animais, com o eixo HHA integro, ao estresse anestésico, cirurgico ¢ & dor.
Nos demais periodos nfo utilizamos animais cuja concentragio de B fosse maior 3 ug/dl, na
tentativa de ndo utilizarmos animais estressados, seja pela manipulagdo no momento do
sacrificio, seja por eventuais condi¢des inadequadas do biotério. As concentragbes de B nos
animais ADX foram menores que 0,6 ug/dl em todos os periodos estudados. Estes

resultados estfio de acordo com os obtidos por Dallman et al. 1972, em que a concentracdo
de B do grupo ADX, tornou-se indetectével apos o periodo de 4 horas da cirurgia.

As concentragdes plasmaticas de ACTH pela manhi em ratos controles, foram
compativeis as encontradas na literatura em geral (Ruhmann-Wennhold & Nelson, 1977;
Fischman et al., 1988; Weinfeld & Feldman, 1991 ¢ Bagdy et al., 1991). A concentragdo
plasmatica de ACTH apresentou elevagdio apdés 3h da ADX-S, retornando aos valores
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basais nos periodos subseqiientes, sugerindo que esta elevagio de ACTH, secundaria ao
estresse, foi a responsavel pela elevagio de B acima descrita. No grupo ADX, a
concentragiio plasmética de ACTH apresentou elevagdo apés 3 h da ADX, seguida por
diminuigo no 1°dia; a partir do 3°dia apresentou um lento e progressivo aumento até a
estabilizaciio em valores cerca de 10 vezes maiores que o conirole, no 14°dia. Os eventos
que ocorrem apés ADX que resultam nesta curva trifisica, refletem a resposta ao estresse e
a influéncia da inibicdo do feedback. Esta resposta polifisica do corticotrofo & ADX foi
descrita anteriormente (Dallman et al., 1974; Ruhmann-Wennhold & Nelson, 1977, Castro
et al., 1996). Na primeira fase, haveria um marcado aumento na liberagdo de ACTH, que
levaria a deplegio do estoque hipofisirio, justificando a diminuicdo dos seus niveis
circulantes na segunda fase. Finalmente, ocorreriam aiteragbes compensatérias, sendo a
mais importante o aumento da sintese de ACTH, fato ji comprovado pelo aumento da
transcrigio do RNAm da POMC (Birnberg et al, 1984; Autelitano et al., 1989). Estas
alteragdes no ocorreram nos animais ADX-S, pois a elevagho da concentragio plasmatica
de B exercen um efeito de feedback rapido na secre¢iio de ACTH que limitou a quantidade
de ACTH secretada.

O controle da transcrigio do gene da POMC € complexo apresentando
seqiiéncias reguladoras estimulatérias e inibitérias da sua transcrigdo. Os corticotrofos,
através da acdio iniciada por secretagogo(s), desencadeariam alieragbes na cascata
metabolica intracelular, ajustando a biossintese dos peptideos da POMC para responder a
demanda secretéria (Roberts et al., 1987; Auteliano et al. 1989). Por outro lado, a presenca
de glicocorticoides circulantes atuariam através do seu receptor especifico, pertencentes a
superfamilia dos receptores nucleares, no elemento negativo responsivo  aos

glicocorticdides, presente no gene da POMC.

E importante salientar que o conteido de ACTH na hipdfise ¢ centenas a
milhares de vezes maiores que a sua secre¢do, em condigdes fisiologicas. Com a ADX ha
hipertrofia e aumento dos granulos secretorios, isto é da sintese e, proporcionalmente ha
aumento da secrecfio. Nossos resultados demonstram que, apés longo tempo de ADX,
sintese e secrecdio encontrariam um novo ¢ mantido estado de equilibrio, conforme

previamente observado apods longos periodos (28 dias) de ADX (Castro et al., 1996). O
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aumento do contetido de RNAm da POMC, e conseqiiente aumento da sintese protéica,
ocorreria devido a estimulagfio cromica pelo CRH enddgeno, liberado na auséneia de
glicocorticéide. Corroborando esta idéia, temos os resultados de Gertz et al, 1987, que
encontraram um aumento no numero de corticotrofos apés 52 dias de administragio
continua de CRH exdgeno. A perda do mecanismo de retroalimentagdio possibilitaria
também a secregdo de outros secretagogos hipotalimicos do ACTH além do CRH, tais
como AVP, OT, Al, que estimulariam a sintese de ACTH na hipofise anterior.

Estd bem estabelecido que a ADX afeta a subdivisdo parvicelular do NPV
(Antoni, 1986). A variagdo do contetdo de CRH do HMB e EM esti relacionada as
alteragdes deste sistema neurosecretério, sensfvel a glicocorticéide. Estudos prévios
(Spinedi et al.; 1991 e Castro et al.;1996) encontraram a recuperagio do conteudo de CRH,
apenas apds o 14°dia da ADX e os valores nfo uitrapassaram 0s encontrados nos animais
ADX-S. Entretanto, outros autores t&m apresentado diferente evolugdo. Suda et al. (1993)
demonstraram que o contetido de CRH na EM de ratos ADX ap6s 3 horas da cirurgia, era
semelhante aos dos animais ADX-S ¢ duas vezes maiores que o destes apés 14 dias de
ADX. Plotsky & Sawchenco, 1987, utilizando como modelo ADX farmacolégica,
encontraram significante aumento do contetido de CRH na EM, apds 3 dias de tratamento

destes animais com metirapona e aminoglitetimide.

Estas diferencas podem ser atribuidas a variagGes na extragio ou na quantidade
de peptideo extraido ou devido as diferencas bioquimicas entre ADX cirtrgica ou
farmacologica. Adicionalmente, o fato do contettdo de CRH ter sido quantificado no HMB,
nos trabalhos onde ndo houve aumento do mesmo e, na EM onde houve este aumento,
sugere que a sintese nfio foi suficiente para acompanhar a demanda da secrecdo. Em um
estagio inicial, haveria aumento da taxa de liberagio de CRH, com aumento do transporte
axonal e da liberagio deste, dentro da circulagio porta, em resposta & auséncia do
glicocorticdide. Em uma segunda fase, a transcricdo génica seria ativada conforme
demonstrada, através de técnicas de hibridizagdo in situ (Scott-Young et al.; 1986), com
produggio do pré-hormédnio e transporte do produto 4 EM e aos nervos terminais (Plotsky &
Sawchenco.;1987). A possibilidade do aumento na sintese de CRH nfio compensar o
exagerado aumento da sua secregéio, nfo pode ser afastada. Por outro lado, outra
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possibilidade seria que os elevados niveis de ACTH poderiam atuar retro-alimentando a
sintese de CRH, através de uma alca curta (Castro et al.;1996).

Desde que AVP ¢ CRH estiio co-localizados nos neurfnios parvicelulares do
nicleo paraventricular do hipotdlamo (NPV) e se projetam na zona externa da EM a
importincia da participagiio da AVP na resposta hipofisaria de liberaglio de ACTH, apés
ADX, deve ser avaliada. Através de estudos imunohistoquimicos verificou-se que os
neurdnios imunoreativos para o CRH sfo de distribuicdo heterogénea (Swanson et
al.;1983). A grande maioria das fibras CRH positivas da camada externa da EM, e que
modulam a liberagdo de ACTH pela hipofise, tem origem no NPV. Cerca de 80% destes
neurdnios estdo concentrados na divisdo parvocelular ¢ cerca de 20% na diviséo
magnocelular. Um segundo grupo de neurbnios CRH positivos estfio localizados em outros
nicleos hipotaldmicos como supradptico, supra-quiasmético, pré-Optico, periventricular
(Antoni, et al. 1983; Daikoku, et al. 1985) e no tronco cerebral, estando estes ultimos
envolvidos na regulagcdo de fungtes autonémicas (Swanson et al.; 1983). Ainda no tronco
cerebral, ha uma interacfio dos axdnios de neurbnios parvicelulares do NPV e neurdnios do
sistema locus coeruleus e sistema norepinefrina que estdo envolvidos na resposta do
organismo ao estresse (Chrousos & Gold, 1992). O terceiro grupo de newrdnios CRH
positivos estd localizado no cortex cerebral, onde atuaria como interncurdnios ¢ cuja
reduc@io poderia estar associada com algumas doencas no homem, como a doenca de
Alzheimer (Orth, 1992).

O aumento da imunorreatividade de CRH e AVP dentro da célula, apés ADX, ¢
acompanhado pelo aumento da transcricio dos RNAm de ambos os genes (Wolfson et al.,
1985). Parece, ainda, haver um desvio da relacdo AVP/CRH apds ADX, comprovado por
imunohistoquimica (Kiss et al., 1984; Whitnall et al., 1987) por uma predominante
liberagdo de AVP em relagfio ao CRH, pelas EM de ratos ADX, “in vitro” (Holmes et al,;
1986). Portanto, atualmente, acredita-se que o controle hipofisdrio da secregdo de ACTH
apés ADX seja muitifatorial, envolvendo além do CRH, a vasopressma. Sendo esta
secrecdo multifatorial outros secretagogos de menor importdncia como ocitocina,
catecolaminas, angiotensina II, colecistoquinina e polipeptideo intestinal vasoativo (Antoni,

1986) devem ser avaliados nesta condicéo.
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Neste trabalho avaliamos a resposta da AVP e da OT no plasma de animais
submetidos a diferentes perfodos de ADX. Observamos que ndo houve aumento dos valores
de AVP plasmatica nos grupos ADX-S ¢ ADX nos diferentes periodos apés cirurgia,
quando comparados com o grupo controle. Portanto, os diferentes periodos de ADX ndo
modificaram a liberagio de AVP plasmdtica, cuja principal fonte sdo os neurdnios
magnocelulares, sugerindo que estes neurdnios no sdo fundamentais na manutencéo da
secrecio de ACTH, apés a ADX. Por outro lado, cabe salientar que a osmolalidade
plasmética dos animais ADX diminuiu apés o terceiro dia de ADX, permanecendo em
valores menores até o 14° dia da ADX, o que poderia mascarar uma possivel resposta de
AVP magnocelular ao efeito da ADX. Desde que a osmolalidade plasmatica ¢ a principal
reguladora da secregdo de AVP, a hipoosmolalidade observada nos animais
adrenalectomizados poderia levar a uma diminuico da secregéio de AVP, contribuindo para
a manutengio dos niveis da mesma. Tem sido observado que a deficiéncia de
glicocorticoide altera depuragio de 4gua livre, a qual Jeva a uma hiponatremia dilucional
tanto em humanos como em animais. Embora o efeito direto da deficiéncia de
glicocorticoide na permeabilidade do nefro distal ndo pode ser excluido, muitas evidéncias
sugerem um papel central para a AVP (Kamoi et al,.1993). Adicionalmente, os niveis de
aldosterona estfo muitos baixos apés ADX, contribuindo para uma provavel hiponatremia.
Portanto, nossos resultados sugerem que a hipoosmolalidade associada a uma provavel
hiponatremia, secundarias & deficiéncia de glicocorticéide ¢ aldosterona, causariam uma
supressdo da secregdo de AVP, contribuindo para que a mesma se mantivesse inalierada,
apesar do estimulo nas divisdes parvo- e magno-celulares no NPV, exercido pela auséncia
do glicocorticoide. Os niveis de receptores glicocorticoides nos neurdnios
vasopressinérgicos e ocitocinérgicos sio indetectdveis, porém, estimulos osméticos como a
hipoosmolalidade crénica, induzem a expressfio de receptores de glicocorticéides nos
neurdnios magnocelulares vasopressinérgicos (Berghom et al; 1995). Estes resultados
sugerem que o gene da vasopressina pode ser diretamente inibido por glicocorticdides e que
a indugiio da expressdo de receptores de glicocorticéides nos neurdnios magnocelulares
possa ser parte de mecanismos que suprimem a expressio de AVP durante o periodo de
hipoosmolalidade prolongada.
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A quantificagdo de AVP, por métodos que possibilitassem a avaliagio da
mesma proveniente dos neurdnios parvocelulares do NPV, neste trabalho, traria grande
contribuigdo na comprovagéo da hipétese da AVP ser o mais importante potencializador do
estimulo liberador de ACTH, apdés ADX. Este estimulo, provavelmente, seria mediado
pelos neurdnios hipofisiotroficos que séo capazes de modular as concentragdes de CRH ¢
AVP, responsaveis pela regulagio da secre¢fio do ACTH (Bertini & Kiss, 1991).
Entretanto, como previamente discutido, a vasopressina esta presente, também, no trato
hipotaldmico-neurohipofisaric com corpos celulares localizados no NPV, no micleo
supradptico (NSO) e no nucleo acessorio no hipotdlamo anterior. SHo neurdnios
magnocelulares, cujos axOnios passam pela camada interna da eminéncia média, atingindo
a neurohipofise (NH), sintetizando além da AVP a OT. Uma questéic que tem sido discutida
¢é o papel da AVP magnocelular no controle da regulaciio do ACTH, e neste estudo, cabe
salientar que esta foi a fonte estudada, desde que dosamos apenas a AVP circulante no
plasma.

Estudos prévios tem demonstrado que a AVP endégena induzida por estimulo
osmético potencializa a resposta do ACTH e cortisol apés CRH (Milson et al., 1985;
Rittmaster et al., 1987; Watabe et al., 1988). Mesmo na secre¢éio nfo estimulada de ACTH,
ha relato de que o aumento da AVP enddgena estd correlacionado com o aumento da
secrecio de ACTH (Rittmaster et al., 1987; Irvine et al., 1989). A origem desta AVP no
sangue portal-hipofisario, potencializando o efeito do CRH tem sido estudada. A
observagdo de que o CRH e a AVP estfo presentes no mesmo granulo neurosecretorio dos
neurdnios parvocelulares na zona externa da eminéncia mediana (Whitnall et al.,, 1985)
implicaria em alteragio concomitantes de CRH e AVP no sangue porta-hipofisario.
Contudo, alteragées tém sido demonstradas na concentragdo de vasopressina no sangue
porta-hipofisario sem alteragio concomitante de CRH (Gibbs, 1985, Plotsky et al., 1985 ;
Antoni et al; 1993). Esta dissociagfo sugere a liberagiio de AVP de outros terminais
nervosos, na eminéneia média. Através de andlise neuroquimica observou-se que os
axOnios magnocelulares em sua passagem pela camada interna liberam AVP, que atingiria
o sangue porta-hipofisario, através da rede de capilares portais fenestrados que penetram
esta camada da eminéncia média (Holmes et al.; 1986).
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Outra indicagdio de que a AVP no sistema portal-hipofisirio pode ter
contribuicdo do sistema magnocelular decorre dos estudos em ratos com lesdo do NPV, No
rato com lesio do NPV ha uma redu¢io na resposta do ACTH frente ao estresse
(Meyerhoff et al.,, 1987). A lesdo do NPV reduz o contetido ¢ a liberagio de CRH pela
eminéncia média sem alterar a liberagdo de AVP (Holmes et al., 1986; Antoni et al., 1990).
Esta resposta da AVP nio é bloqueada pela dexametasona, potente inibidor do sistema
CRH-AVP parvicelular, sugerindo a origem magnocelular da AVP do sistema porta-
hipofisario do rato com lesdio do NPV. (Holmes et al., 1986).

Finalmente, wma outra via de estimulagdo do corticotrofo pela AVP
magnocelular poderia ocorrer através de vasos interlobais curtos da neurohipdfise para a
hipéfise anterior (Page, 1982). A neurohipofisectomia atenua a resposta do ACTH
induzida pela hipotensfio arterial, evidenciando a participacio da AVP magnocelular ou
mesmo da ocitocina na secregdo do ACTH (Raff et al., 1985).

Estudos ir vitro tém demonstrado o efeito da ocitocina na secregdo de ACTH
(Gibbs, 1984.;Vale et al,, 1983). A ocitocina isoladamente € um secretagogo fraco do
ACTH, mas assim como a AVP, potencializa o efeito do CRH (Vale et al., 1983: Gibbs et
al; 1984). A imunoneutralizacio da ocitocina através de imjegfio imtracerebroventricular
(terceiro ventriculo), de anticorpo anti-ocitocina reduz a concentragio plasmatica basal de
ACTH, indicando a participagio da ocitocina na modulagdo do eixo hipofisdrio-adrenal
(Franci et al., 1993).

O rato Brattleboro, que apresenta diabetes insipidus central de heranga
autossOmica recessiva apresenta defeito na sintese de AVP ndo s6 nos neurdnios
magnocelulares do NPV e NSO, mas também nos neurbnios parvocelulares do NPV.
Nestes ratos foram observadas hipertrofia e hiperatividade de neurdnios ocitocinérgicos e

que foram reversiveis com ¢ tratamento exdgeno com vasopressina (Elias et al,. 1997).

Apesar do significado fisiolégico da OT na regulacdo do ACTH nfo estar
estabelecido, sabe-se que a concentracdo da ocitocina no sangue porta-hipofisario ¢ muito
maior do que no sangue periférico, sugerindo sua secre¢fio na eminéncia mediana (Gibbs,
1984; Plotsky et al., 1985; Horn et al., 1985). Estudo imunochistoquimico tem demonstrado
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a presenga de axdnios ocitocinérgicos na zona externa da eminéncia média de origem parvo
e magnocelular (Vandesande et al., 1977; Wiegand & Price, 1980). A co-localizagdo de
CRH e ocitocina em grinulos secretérios na eminéncia média também tem sido relatada,
mas provavelmente sio fibras que se projetam na neurohip6fise € ndo na zona externa da
erninéncia média (Swanson et al., 1983; Dreyfuss et al., 1984). Os neurdnios que secretam
AVP so distintos daqueles que secretam a ocitocina ¢ sdo distribuidos em diferentes partes
do NPV e NSO (Bisset & Chowdrey, 1988). Impulsos neurais aferentes a estes neurdnios
permitem a liberagdo de AVP independentemente da ocitocina.

Em relagio ao estudo da secregio de OT nos diferentes periodos de ADX,
observamos que as concentragdes de OT no grupe ADX-S, apés 3 horas de cirurgia ¢ no
grupo ADX, apos 3 horas e 1 dia de cirurgia, foram mais elevadas que s obtidas no grupo
controle e nos demais periodos das cirurgias. Estes resultados confirmam que a OT € um
horménio responsivo ao estresse induzido por alguns estimulos, incluindo a inalagfio de
éter. No entanto, quando comparamos ¢ grupo ADX-S com o grupo ADX apés 3he 1d da
cirurgia, as concentracdes do grupo ADX foram mais elevadas, sugerindo gue além do
estresse, alteragdes no eixo HH ap6s ADX, podem contribuir para o aumento da secregéo

de OT nesta condigéio experimental.

Em um estudo anterior verificou-se que, apds 21 dias ADX, houve um seletivo
aumento de AVP no hipotdlamo de ratos ADX, comparado com os animais ADX-§
(Franco-Bourland, 1998). Neste mesmo estudo, houve um acumulo de AVP e OT na
neurohipéfise desses mesmos animais, entretanto, sem alterages plasmaticas desses
peptideos, sugerindo uma ativagio moderada do sistema magnocelular. O autor infere que
esses resultados seriam consegiiéncias da deficiéncia do glicocortic6ide, secundiria a ADX.
O nosso trabalho confirma esses resultados no que se refere aos valores plasmaticos
circulantes de OT ap6s longos periodos de ADX, onde nfio ocorreu elevacio dos niveis
plasmiticos de OT apoés 3 ,7 ¢ 14 dias de ADX. Nosso trabalho, no entanto, acrescenta o
papel da OT na insuficiéncia adrenal, secundéria a ADX nos periodos precoces, onde a OT
se clevou mais acentuadamente nos animais apés ADX (3h e 1d), comparado aos animais
ADX-S dos mesmos periodos. Essa elevagiio da OT pode ser justificada pelo fate de que,

nos periodos precoces, ocorreria a sobreposi¢io de varias condigdes de estimulo para a
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liberagdo de OT como o estimulo pelo éter, o estresse cirirgico imediato, além da ADX
propriamente dita.

Sabe-se que a estimulagfio hiperosmética induz a liberagio de OT. A resposta
da ocitocina ao estimulo osmdtico apresenta diferenca entre as espécies. No homem
normal, nfo ha alteracio da-ocitocina com o aumento da osmolalidade (Gaitan et al., 1964;
Nussey et al., 1986), enquanto que em ratos, a concentragdo plasmética de ocitocina
elevada guarda direta relagio com a osmolalidade plasmética. A normalizacdo dos niveis de
OT, nos periodos tardios da ADX, poderia ser, portanto, justificada pela presenga de
hipoosmolalidade que ocorreu ap6s o terceiro dia de ADX, nos grupos estudados.

Avaliacio dos efeitos do estresse de imobilizacio nas concentragbes plasmiticas de
Corticosterona, ACTH e¢ AVP, em ratos submetidos aos diferentes periodos de

adrenalectomia ou adrenalectomia simulada.

Os peptideos de origem neuronal, AVP e OT tém um papel na resposta dos
mamiferos ao estresse. Neste contexto a maioria dos trabalhos tem enfocado a sua
importancia no sistema HHA, o principal eixo neuro-endécrino que permite que os animais
respondam & situacSes de desafio (Johnson et al.;1992).

Dentre esses peptideos envolvidos pa regulacio do e¢ixo HHA, além do CRH, a
AVP tem particular importdncia como secretagogo do ACTH em uma variedade de
estresse. Uma das razbes ¢ o fato da vasopressina ser apontada como o segundo mais
importante mediador da secregdo de ACTH, potencializando o efeito do CRH. A AVP é um
secretagogo secundario do ACTH quando incubado isoladamente com células hipofisarias
(Vale et al., 1983), mas quando administrado simuitaneamente com CRH, hd um aumento
exuberante da resposta do ACTH e cortisol em estudos realizados in vitro (Gillies et al,,
1982) e in vivo (Yates et al., 1971; Rivier & Vale, 1983; Rivier et al., 1984). Esta agéo
sinérgica da AVP com o CRH tem substrato anatémico bem estabelecido, devido a co-
localizagdo do CRH e AVP nos neurdnios parvocelulares do NPV ( Roth et al, 1982;

Trami et al.,, 1983), como anteriormente discutido, demonstrando que tanto no homem
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como no rato 0s neurdnios parvocelulares no NPV imunorreativo para o CRH sfio também
para AVP (Mouri et al, 1993; Antoni, 1993). A ativacio independente destas
subpopulagtes de neurdnios justificaria a concentragfo diferente de CRH ¢ AVP no sangue
porta-hipofisario em diferentes modelos de estresse.

Neste estudo nfo observamos elevacdo de AVP plasmatica apds o estresse de
imobilizacdo por 60 minutos, em nenhum dos grupos, ADX-S ou ADX, em nenhum dos
periodos. Embora evidéncias sugiram a participagio da AVP na resposta ao estresse
(Linton et al., 1985) ela parece ser estimulada por apenas algumas modalidades (Robertson,
1977; Stark et al., 1982; Baylis ¢ Robertson, 1980; Gibbs; 1984). Os principais estimulos
para a liberagio de AVP sfo alteragdes na osmolalidade plasmética, pressdo arterial e
volume sangiiineo (Robertson, 1992.). Portanto, agentes estressores envolvendo essas
alteracbes, tais como hemorragia ou deprivagio de agua, resultam em aumento da
concentra¢do da AVP (Aguillera et al.; 1993)

Os dados referentes a resposta da AVP aos estimulos estressores que ndo
evocam altera¢Bes hemodindmicas e/ou osmoticas sio menos consistentes. Em humanos,
estimulos como nausea ou hipoglicemia insulinica, parecem induzir aumento de AVP
(Fisher et al.;1987). Em ratos, entretanto, a secregdo de AVP parece nfio ser responsiva a
uma variedade de estimulos que induzem secregio de ACTH e catecolaminas. Estudos
prévios, em ratos, ndo demonstraram elevagdo de AVP apos exercicio forgado (Lang et al.,,
1983; Husain et al., 1979; Kasting, 1988), inalacdo de éter (Husain et al.,1979; Keil &
Severs; 1977), aceleraglio (Keil & Severs, 1977), hipoglicemia (Kasting, 1988), ruido
(Husain et al., 1979) ou exposicéo ao frio (Gibbs, 1984; Lang et al., 1983; Kasting, 1988).
Quanto a liberagéio de AVP provocada pelo estresse de imobilizagdo esses resultados ainda
s@o controvertidos. O desenvolvimento de métodos mais sensiveis e precisos associado a
estudos bem controlados tem possibilitado a avaliacdo da AVP na resposta ao estresse.
Alguns autores observaram a elevacio de AVP apés a imobilizagdo (Husain et al., 1979;
Kasting, 1988), enquanto essa ndo foi confirmada por outros (Gibbs, 1984; Lang et al.,
1983). Estudos que quantificaram a AVP no liquor € no plasma apds estresse de
imobilizaco nfo observaram nenhuma alteracfio em relagdo ao basal. (Ivényi et al.;1991).
A controvérsia na literatura quanto a resposta da AVP ao estresse de imobilizagio pode
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estar associada a diferentes aplicages ¢ intensidade de um mesmo estimulo ou a diferentes
linhagens de animais utilizadas. O nosso trabalho, utilizando ratos Wistar ¢ condigGes
padronizadas de estresse de imobilizagdo corroboram os resultados da literatura em que a
AVP magnocelular parece ndo contribuir para a secrecio de ACTH em resposta a este
estimulo. Adicionalmente, a AVP magnocelular, diferentemente da proveniente das fibras
dos peurdnios parvocelulares (Whitnall, 1993) ndio parece contribuir como um importante
secretagogo de ACTH na ADX, de curto ou longo prazo, frente ao estresse de imobilizagéo.

A ocitocina, um outro secretagogo fraco do ACTH, também parece estar
envolvida na resposta secretéria do ACTH hipofisdrio, em alguns modelos de estresse,
como imobilizagio fisica e exposicdo ao éter (Lang et al., 1983; Gibbs, 1984; Dohanics et
al., 1991). O principal papel da OT é no trabalho de parto e na lactacdo. Além destes, outros
estimulos, osméticos ¢ ndo osmoticos, induzem também a liberagéio de OT. A OT tem sido
demonstrada estar elevada em resposta ao estimulo de imobilizagiio, de restrigéo,
hipoglicemia e estimulo de natagio forgada. Entretanto, parece estar diminuida em estresse
de comportamento em primatas nfio humanos (Lang et al.; 1983 ; Gibbs, 1984; Hashimoto
et al.; 1989; Ivanyi et al.; 1991; Aguilera & Kiss.; 1993; Baylis & Robertson.; 1980; Crine
& Buijs.; 1987; Keil & Severs.; 1977). O aumento da OT plasmatica em resposta a
imobilizago parece ser potencializado pela deprivagdio de 4gua por 48 horas. Os
mecanismos envolvidos na liberacio de OT durante o estresse nfio estfio bem definidos:
esta liberagiio poderia ocorrer, desde que ha co-localizagdio de OT e CRH em neurdnios
hipotaldmicos parvo e magno-celulares responsivos ao estresse (Gibbs, 1985.; Plotsky &
Sawchenco,1987). Ainda € discutivel se a OT liberada em resposta a maioria dos estimulos
estressores é derivada dos neurénios magnocelulares do NPV ou do NSO. Contudo, estudos
anteriores tém demonstrado uma relativa importancia desses nucleos na liberagdo de OT
durante o estresse. Em ratos submetidos a retirada incompleta da regifio antero-lateral do
hipotilamo médio basal, na qual as fibras nervosas do NSO foram mantidas e as do NPV
foram destruidas, a elevaciio de OT apés estresse de imobilizagio foi abolida. Esses dados
sugerem que o NPV é essencial para a liberagiio de OT induzida pela imobiliza¢fio (Jezova
et al; 1993). Independente do mecanismo envolvido parece claro que os neurtnios
magnocelulares do NPV, mas nfo os do NSO, sfo essenciais para a liberagio de OT
durante o estresse de imobilizagiio. O NSO isoladamente parece nio ser capaz de manter a
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resposta completa da liberagio de OT frente aos estimulos estressores. Estudo anterior,
realizado em ratos apds 21 dias de adrenalectomia ¢ submetidos a 6 horas de estresse de
imobilizagio demonstrou que os niveis de OT foram seletivamente aumentados no
hipotilamo e na neurohipéfise (Franco-Bouland, 1998). Nesse mesmo estudo a biossintese
de AVP e o conteddo neurchipofisirio da mesma permancceram inalterados. Essas
observacdes sugerem uma seletiva ativagio dos neurdnios magnocelulares do NPV,
secretores de OT em resposta ao estresse de imobilizagiio. Estudos posteriores serdo
realizados para avaliarmos o papel da OT em resposta ao estresse, no modelo de ADX de
curta e longa duracgdo.

Concluindo, ha diferentes pontos de ajuste do eixo HHA, dependendo do
periodo da retirada do mecanismo de retro-alimentacio negativa. O papel dos principais
neuro-hormdnios na secregdo de ACTH secundaria & ADX ou ao estresse parecem diferir.
Enquanto a AVP periférica parece nfio participar na liberagdo de ACTH frente 4 ADX ¢ ao
estresse de imobilizagfio, a OT, um horménio responsivo ao estresse, parece contribuir para
a secrecdo de ACTH, durante a fase inicial da resposta a ADX.
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Corticotropin releasing hormone (CRH) is the main regulator of
adrenocorticotropic hormone (ACTH) secretion and co-ordinates the endocrine, autonomic,
behavior and immune response to stress. CRH is present in the hypothalamic-pituitary axis
and also in other central nervous system regions and peripheral strctures. The subdivision
of parvicellular paraventricular (PVN) nuclei contains and releases not only CRH, but also
vasopressin (AVP) and oxytocin (OT). They are co-localized in neurosecretory granuies in
the parvicellular neurons of the PVN. AVP and OT are also present in magnocellular
neurons with cell bodies found in the NPV, supraoptic nuclei (SOP), and accessory nuclei.

Adrenalectomy (ADX) induces dramatic hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA)
axis changes. The role of AVP and OT on HPA axis regulation after ADX and their
responses to different stress paradigm have been studied. These peptides released from
magnocellular axons may gain access to the pituitary portal circulation, leading to an
interaction between the hypothalamo- neurohypophysis system and HPA system,

In the present study we evaluated the AVP and OT plasma concentrations at
different time in rats submitted to Sham surgery or ADX (3h, 1, 3, 7 and 14 days after
surgery). In order to characterize the participation of AVP and OT on HPA regulation after
ADX, we also investigated the ACTH, AVP and OT secretion in rats submitted to
mmobilization stress.

ADX rats showed undetectable corticosterone (B) levels after surgery, while
Sham animals showed a remarkable increase of B and ACTH 3h after surgery, lowering
thereafter to basal control levels, demonstrating the expected HPA axis response to
anesthetic, surgical and pain stress in animals presenting intact HPA axis. ADX rats
presented an increased ACTH levels 3h post ADX, followed by a reduction at 1day and
thereafter they showed a progressive increase, reaching a plateau with 10 fold increase from
the control levels. These responses after ADX resulted in a triphasic response pattern,
indicating the response to stress and withdrawal of negative feedback. Sham and ADX
groups showed similar AVP plasma levels throughout the study. Therefore, plasma AVP,
which is released from magnocellular neurons, is not changed by ADX, suggesting that
magnocellular AVP system is unlikely to contribute to the ACTH secretion after ADX.
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Plasma OT levels were higher 3h after surgery in the Sham group compared to
controls. ADX group showed higher OT levels 3h and 1 day after surgery than control and
Sham groups. These results confirm that OT is elicited by stress such as ether inhalation.
Moreover, in addition to stress, ADX might also increase OT levels.

Sham animals showed increased B and ACTH levels after immobilization
throughout the study. In contrast, high ACTH levels under resting conditions observed in
ADX did not change after immobilization. Plasma AVP levels was unchanged after
immobilization in both Sham and ADX groups.

In conclusion, there are different HPA axis set points at different time after
removing the glucocorticoid negative feedback. The participation of the main ACTH
regulators on the ACTH secretion in response to ADX or stress seems to differ.
Magnocellular AVP is unlikely to contribute to ACTH secretion in response to ADX or
immobilization stress, whereas OT is elicited by stress and might contribute to the ACTH
secretion during the initial phase after ADX.
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Tabela 1- Valores individuais de Corticosterona plasmatica (ug/dl), em X + DP + EPM,
em animais Controle, ADX-S ¢ ADX, em condigSes basais, em diferentes periodos apés

cirurgias.

Animais Controle ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX

Tempo 3bs 3bs 1d 1d 3d 3d 7d 7d 14d 144

0,7 16,0 0,4 1,6 0.4 1,8 04 0,9 04 0,9 0.4
1.4 39,0 0,4 1,9 04 1,4 0,4 2,7 0,5 2,9 12

1,8 22,0 0,4 1,9 0,4 0,4 0,4 2.1 0,6 1,9 0,5
1,0 350 04 2,2 0,4 0.4 0,7 2,0 0.4 2,7 0,4

1,2 96 04 06 04 0,5 0,4 1,8 07 23 0,7
1,4 240 04 05 04 04 04 L7 07 1,4 0,8
1,9 73 04 04 04 04 04 29 04 06 04
1,8 43 04 06 04 04 04 04 05 0,6 1,1
0,4 19 04 06 04 04 04 06 05 20 04
1,2 08 04 04 04 04 04 0,5 0,4 1,2 0,4
0.4 158 04 04 04 0,4 4 04 07 1,3
0,3 20 04 04 04 04 04 04 1,1 2,6
0,9 4,1 0,4 0.4 0.4 0.4 0,6 2,7 04
0,4 169 04 2,0 04 04 23 0,6
0,8 37 04 228 04 0,8 1,4 0,5
04 04 04 0,4
04 07 04 0,4
0.4 0.4 0.4
0,4 0.4
0,4 0,4
0,4
X 1,0 135 04 0 04 06 04 15 05 16 06
DP 0,5 12,1 0,7 05 0008 0% 01 07 05
EPM 0,1 3,1 0,1 01 002 02 003 02 91
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Tabela 2 - Valores individuais de ACTH plasmatico (pg/dl), em X £ DP + EPM, em

animais Controle, ADX-S e ADX, em condicSes basais, em diferentes periodos apds

cirurgias.
Animais Controle ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX
Tempo 3hbs 3bs 1d 1d 3d 3d 7d 7d 14d 14d
242 103,2 400 98,8 268 71,2 14375 402 1100 53,7 2414
289 2275 340 87.0 280 1093 700 45,5 13000 622 1250
25,6 175,0 49¢ 98.0 268 78,7 950 59,5 1500 534 1328
26,1 52,5 270 70,0 302 73,5 8§30 40,2 17500 38,5 1328
18,4 1627 337 63,9 238 52,5 780 40,7 13350 91,0 1079
226 91,0 370 349 217 61,0 17430 554 781
24,5 45,0 298 42,0 196 332 16000 385 1278
59,6 41,0 274 84,7 350 472 23750 280 1136
52,3 487 52,0 213 55,9 750 15,1
2447 300 59,5 194 43,7 400 28,0
69,3 462 38,5 252 399 906 21,0
36,7 310 38,0 244 36,3 906 40,2
210,0 325 45,5 242 47,2 954
54,2 331 55,8 285 42,7 650
356 227 275
525 214
400 220
356 .
X 28,7 111.8 379 62,5 248 7,0 943,55 452 1170 43,7 1324
DP 12,8 76,8 854 224 41 205 2911 8,3 566 20,9 476
EPM 4,5 20,3 20,1 5,9 9,9 91 1302 2,2 146 6,0 168
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Tabela 3 - Valores individuais de AVP plasmdtica (pg/d), em X + DP *+ EPM, em
animais Controle, ADX-S e ADX, em condicdes basais, em diferentes periodos apos

cirurgias.

Animais  Controle ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX

Tempo 3bs 3hbs 1d 1d 34d 3d 7d 7d 14d 14 d
6,5 6,5 9,2 51 7,5 34 10,2 5,5 7,0 6,9 4,1
5,6 59 7.2 6,7 13,1 7.7 6,7 5,6 82 54 8,1
6,2 7,1 8.0 6,7 87 10,7 8,7 7,6 4,2 7.7 84
10,5 55 6,2 3,0 1.3 6,8 3,8 7,0 7,0 5,1 3,4
5,5 6,2 9,4 39 6.8 58 2,7 3,0 7.9 2,6 4,7
7,0 7,7 7.3 3.8 6,6 13,4 43 5,6 38 55 8,3
50 5,4 58 39 6,8 34 5,2 5,7 4,2 5,0
53 6,4 6,3 29 3.0 7.5 52 58
6,2 35 4,5 1,9 3,6 6,5 4,0
7.2 4,9 4,2 4,0 2,3 4,5 4,3
6,4 4,5 4,2 3,1 34 2,7
4,9 3,6 31 5,7
4.6 2,6 5,2
2.6 2,1
72
7.6
3,7
6,8
X 6,0 6,4 7,5 4,9 6,3 54 4,7 5,6 6.4 5,3 5,5
pP 1,7 0,8 1,4 1,3 2,6 33 2,6 14 1,6 1.4 1,7
EPM 0,4 0,3 0,5 0,3 0,7 0,9 0,7 0,5 0,5 0.4 0,4
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Tabela 4 - Valores individuais de OT plasmdtica {pg/dl), em X £ DP + EPM, em animais
Controle, ADX- S e ADX, em condi¢3es basais, em diferentes periodos apds cirurgias.

Animais Controle ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX ADXS ADX

Tempo 3hs 3bs 1d 1d 3d 3d 7d 7d 14d 144
22,0 324 57,3 252 294 270 450 291 759 40,8 286
35,0 42,0 502 192 690 165 13,5 553 249 44,0 17.4
25,0 26,1 52,5 21,0 414 250 103 21,6 312 23,1 258
13,0 27,0 333 324 1122 240 102 525 237 2 L% 504
16,0 80,7 44 234 378 19,0 360 42,0 32,1 450 12,0
17,0 37,8 528 264 786 3,5 171 85,8 12,0
44,0 43,5 303 609 351 30,3 258 104 59,0

44,3 834 330 270 357 303 11,5

27,0 42,9 21,0
65,4

X 22,7 534 72,3 34,1 320 267 21,0 521 435 45,7 34,8
DP 11,0 225 24 176 402 32 169 186 242 344 20
EPFM 4,1 7.5 71 5.1 11,1 1,4 7,5 6,5 85 12,2 3,3

Anexo
76



Tabela 5 - Valores individuais de Osmolalidade plasmatica (mOsm/Kg), em X + DP +
EPM, em animais Conirole, média dos ADX-S e ADX, em condi¢es basais, em diferentes

periodos apds cirurgias.

Animais  Controle ADX-S  ADX ADX ADX ADX ADX
Teipo 3bs 3 bs 1d 3d 7d 144
296 309 304 294 289 290 294
312 301 285 286 285 287 295
287 295 282 287 281 283 287
286 301 286 292 275 283 278
287 292 284 289
295 286 278
294 289 278
295 285
X 293,9 296,1 288,2 289,8 2825 285,8 2855
DP 9,9 7.4 8,9 38 5,9 3,4 7,0
EPM 34 2,6 4,0 1,9 2,9 1,7 25
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Tabela 6 - Valores individuais de Corticosterona plasmaitica (ug/dl), em X + DP + EPM,

em animais Controle, ADX-S ¢ ADX, submetidos ao estresse de imobilizagfio, em

diferentes periodos apés cirurgias.

Animais  ADX-S  ADX ADX-S ADX ADX-S ADX  ADX-S  ADX
Tempo 1d 1d 3d 3d 7d 7d 144 14 d
30,0 0,4 40,0 1,0 40,0 0.2 40,0 0,9
40,0 0,3 40,0 0,7 40,0 1,1 40,0 0,4
21,5 0.1 342 1,0 40,0 0,5 40,0 0,1
16,9 0,1 19,9 1,0 40,0 0,2 40,0 0,9
40,0 0,1 40,0 0.8 40,0 1,0 40,0
40,0 0,5 40,0 34,0 0.5 9,7
22,5 0,3 40,0 40,0 0,3 40,0
X 31,5 0,2 36,3 0,9 39,1 0,5 35,6 0,5
DP 10,6 0,1 7,5 0,1 2.2 03 11,4 0,3
EPM 4,0 0,06 2.8 0,06 0,8 0,1 43 0,1
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Tabela 7 - Valores individuais de ACTH plasmatico (pg/dl), em X + DP + EPM, em
animais Controle, ADX-S e ADX, submetidos ao estresse de imobilizagio, em diferentes

periodos apés cirurgias.
Animais ADXS ADX ADX-S ADX ADX-S ADX ADX-S ADX
Tempo/ id 1d 3d 3d 7d 7d 14d 144d
490,0 3100 334,0 3400 585,0 990,0 16100 9750
560,0 270,0 3776 396,9 665,0 1748,0 976,5 1056,0
5715 2450 1183 718,7 602,0 1300,0 288,7 2500,0
1715 2982 4622 1037,0 770,0 980,0 735,0 1080,0
2384 355,0 490,0 780,0 4725 1313,0 735,0 1136,0
7350 320,0 6354,5 12420 616,0 1250,0 70,0 1550,0
1090,6 190,0 770,0 2240 7350
X 552,0 2840 458,1 752,4 562,1 1264 735,7 1382
Dp 3084 54,4 213,8 351,9 173,8 280,7 494,2 584,1
EPM 116,6 20,5 80,8 143,6 65,6 114,6 186,38 2384
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Tabela 8 - Valores individuais de AVP plasmatica (pg/dl), em X + DP + EPM, em
animais Controle, ADX-S e ADX, submetidos ao estresse de imobiliza¢do, em diferentes

perfodos ap6s cirurgias.

Animais ADX-S ADX ADX-S ADX ADX-S ADX ADX-S ADX

Tempo 1d 1d 34d 3d 7d 7d 14d 14d
3,0 43 5.1 48 6.9 3.8 5,6 56
6,6 7,0 5,1 13,6 3,2 6,8 5,6 8,9
7,0 7,1 6,5 5,6 59 2,0 3,0 438
7,0 3,2 2,8 7,0 2,8 4,8 9,3 7,3
5.4 6,0 74 6,0 74 7,0 6,4 3,1
44 7,0 4,8 6,6 6,4 2,0 5.8 2,0
44 7,6 5,1 5,7 4,8 3,5
X 5.4 6,0 52 7,2 54 4,4 5,6 5,2
DP L5 16 1,4 3,1 1,7 2,0 2,0 2,5
EPM 05 06 0,5 1,3 0,6 6,7 0,7 1,0
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