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RESUMO

Influéncia dos horménios ovarianos sobre estruturas ocitocinérgicas pré-
autondmicas envolvidas no controle da pressdo arterial em ratas, Vitor Ulisses de
Melo, S&o Cristovao, 2017.

A prevaléncia de doencas cardiovasculares, incluindo hipertensdo arterial, aumenta em
mulheres apos o periodo de menopausa. Entretanto 0os mecanismos envolvidos na génese
desses processos patologicos ndo estdo completamente elucidados. Neurdnios
ocitocinérgicos (OTérgicos) estdo presentes em grande quantidade no nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN). Estudos prévios mostraram que o aumento de agdo
OT¢érgica para o tronco encefalico pode melhorar a sensibilidade do barorreflexo, bem
como, o controle autonémico da circulacdo. Considerando que neurdnios pré-
autondmicos do PVN expressam diferentes tipos de receptores para estrogénio,
hipotetizamos que a privagdo de hormonios ovarianos causaria diminui¢do da eficiéncia
do barorreflexo, disautonomia e hipertensdo por impactar negativamente as projecdes
OT¢érgicas e a expressdo de ocitocina nesse local. Para testar tal hipotese, mensuramos
gene e expressao proteica de ocitocina (QPCR e imunohistoquimica) em subnucleos do
PVN de ratas Wistar ovariectomizadas ou sham. Registros hemodindmicos em animais
acordados foram utilizados para mensuracdo da pressao arterial, frequéncia cardiaca,
sensibilidade espontanea do barorreflexo. A modulacdo autondmica cardiaca e a vascular
foram estimadas por meio da poténcia de analise espectral. Observamos que a privagao
de hormonios ovarianos promoveu reducgéo da sensibilidade do barorreflexo, aumento da
modulacdo simpatica concomitante a diminuicdo da modulacdo vagal cardiaca e elevacao
da pressdo arterial média em repouso. Ademais, ratas ovariectomizadas tiveram menor
expressdo de RNAm e expressdo de ocitocina em todos os nucleos pré-autonémicos do
PVN. Além disso, reduzido nivel proteico de ocitocina correlaciona-se positivamente
com a diminuida sensibilidade do barorreflexo e negativamente com a razdo LF/HF. Esses
achados sugerem que a reducgéo da expressdo de ocitocina em neurdnios pré-autondémicos
do PVN contribui para a disfuncéo do barorreflexo e desregulagdo autonémica observada

apos privacdo de hormonios ovarianos.

Palavras-chave: barorreflexo, ocitocina, sistema nervoso autbnomo, ovariectomia.



ABSTRACT

Influence of ovarian hormones in oxytocinergic preautonomic nuclei related to
blood pressure control in female rats, Vitor Ulisses de Melo, Sdo Cristovao, 2017.

The prevalence of cardiovascular diseases including hypertension increases dramatically
in women after menopause, however the mechanisms involved remain incompletely
understood. Oxytocinergic (OTergic) neurons are largely present within the
paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN). Several studies have shown that
OTergic drive from PVN to brainstem increases baroreflex sensitivity and improves
autonomic control of the circulation. Since preautonomic PVN neurons express different
types of estrogen receptors, we hypothesize that ovarian hormone deprivation causes
baroreflex impairment, autonomic imbalance and hypertension by negatively impacting
OTergic drive and oxytocin levels in pre-autonomic neurons. Here, we assessed oxytocin
gene and protein expression (qPCR and immunohistochemistry) within PVN subnuclei
in sham-operated and ovariectomized Wistar rats. Conscious hemodynamic recordings
were used to assess resting blood pressure and heart rate and the autonomic modulation
of heart and vessels was estimated by power spectral analysis. We observed that the
ovarian hormone deprivation in ovariectomized rats decreased baroreflex sensitivity,
increased sympathetic and reduced vagal outflows to the heart and augmented the resting
blood pressure. Of note, ovariectomized rats had reduced PVN oxytocin mRNA and
protein expression in all pre-autonomic PVN subnuclei. Furthermore, reduced PVN
oxytocin protein levels were positively correlated with decreased baroreflex sensitivity
and negatively correlated with increased LF/HF ratio. These findings suggest that reduced
oxytocin expression in preautonomic neurons of the PVN contributes to the baroreflex

dysfunction and autonomic deregulation observed with ovarian hormone deprivation.

Keywords: baroreflex, oxytocin, arterial pressure, autonomic nervous system,

ovariectomy.
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INTRODUCAO

A menopausa é caracterizada pela reducdo das concentragdes circulantes de
horménios ovarianos (progesterona e estrogénio) sendo considerada um importante fator
de risco cardiovascular. Estudos tem demonstrado que a reducdo desses hormonios
promovem hipertensdo arterial, disfuncdo endotelial, elevagéo do estresse oxidativo,
aumento do contetdo plasmatico de lipidios, disautonomia e deterioracdo do controle
barorreflexo que, coletivamente, resultam em alto risco de morbidade e mortalidade por
processos patoldgicos que atingem o sistema cardiocirculatério. (JENSEN; NILAS;
CHRISTIANSEN, 1990; TADDEI et al., 1996; MERCURO et al., 2000; IRIGOYEN et
al., 2005; FLUES et al., 2010). De fato, doencas cardiovasculares sdo as principais causas
de morte em mulheres ap6s a menopausa (MOZAFFARIAN et al., 2015).

Estd bem estabelecido que ndcleos do tronco encefadlico e o Nucleo
Paraventricular do Hipotdlamo (PVN) sdo os principais centros de regulacdo das
respostas autonémicas cardiovasculares. Para exemplificar, temos que o0 aumento da
pressdo arterial (PA) ativa neurdnios dentro do Nucleo do Trato Solitario (NTS), que por
sua vez, estimulam neurbnios parassimpaticos no Nudcleo ambiguo (NA) e no Nucleo
Dorsal Motor do Vago (DMV) (DAMPNEY, 1994). O NTS também se projeta e excita
neurbnios GABAérgicos para 0 Nucleo Caudal Ventrolateral do Bulbo (CVLM), que
reduz a atividade de neurbnios simpaticos pré-motores do Nucleo Rostral Ventrolateral
do Bulbo (RVLM) que séo direcionados ao coracdo e vasos (DAMPNEY, 1994). Essa
complexa rede de informagdo continuamente se comunica com neur6nios pré-
autondmicos do PVN, por meio de aferéncias catecolaminérgicas oriundas do NTS e do
CVLM, que controlam a atividade neurosecretora do nucleo hipotalamico (MICHELINI;

STERN, 2009; SLADEK et al., 2015). Neurdnios pré-autondbmicos ocitocinérgicos



(OTérgicos) encontrados nos nucleos dorsal cap, ventromedial e posterior do PVN sdo
ativados por essas aferéncias ascendentes e se projetam novamente para nucleos do tronco
encefalico e medula espinhal, deste modo, modulando o controle autondémico circulatério.
(BUWJS, 1978; MICHELINI; STERN, 2009; GEERLING etal., 2010; CRUZ et al., 2013;
SLADEK et al., 2015). A relevancia fisioldgica da via de sinalizacdo central dependente
de ocitocina (OT) no controle das respostas cardiovasculares tem sido mostrada em
diversos estudos. Aumento da acao ocitocinérgica em areas do tronco encefalico melhora
a sensibilidade do barorreflexo cardiaco facilitando a resposta bradicardica (HIGA et al.,
2002; CAVALLERI et al., 2011).

Diferentes tipos de receptores para estrogénio séo expressos no PVN. Mais
especificamente, o receptor nuclear para estrogénio p (ER-P) e receptor para estrogénio
acoplado a proteina G sdo encontrados em neurénios OTérgicos (ALVES et al., 1998;
HRABOVSZKY et al., 1998; BRAILOIU et al., 2007); entretanto, a ligacdo funcional
entre hormonios ovarianos e a sinalizacdo central por OT permanece nédo esclarecida.
Desta forma, hipotetizamos que a privacao de hormonios ovarianos atenua a expressao e
a sinalizacdo ocitocinérgica em areas pré-autonémicas do PVN, contribuindo para o
surgimento da hipertensao, disautonomia e reducao da sensibilidade do barorreflexo.

Os horménios ovarianos, além de possuirem papel fundamental na regulacdo do
sistema reprodutor, sdo importantes mantenedores da pressdo arterial agindo por
mecanismos reflexos e humorais, direta e indiretamente. Considerando que a menopausa
é um evento que acometera as mulheres devido ao envelhecimento ou de forma precoce
apos a retirada dos ovarios, € importantissimo que hajam estudos que avaliem as
repercussdes cardiovasculares e mecanismos pelo qual estas ocorrem com o intuito de
embasar futuros trabalhos em busca de métodos de prevencao e tratamento das doencas

que incidem sobre o sistema cardiovascular ap6s privagao dos horménios femininos.



REVISAO DE LITERATURA

A menopausa é definida como a cessac¢do do processo de menstruacdo por uma
reducdo da atividade dos foliculos ovarianos. A diminuicdo das concentracdes de
estrogénio, a reducdo da progesterona circulante e a elevacdo dos horménios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH) causam amenorreia (“Research on the menopause
in the 1990s. Report of a WHO Scientific Group”, 1996). A persisténcia dos sintomas por
12 semanas se caracteriza como menopausa (“Research on the menopause in the 1990s.
Report of a WHO Scientific Group”, 1996).

Doencas cardiovasculares (DCV) estdo entre os grandes problemas de salde
pablica (GO et al., 2013; NICHOLS et al., 2013). Vérios estudos tém mostrado menor
incidéncia de DCV em mulheres quando comparado aos homens com idade entre 30 e 45
anos, entretanto, essa diferenca diminui com o envelhecimento, aumentando o risco
cardiovascular p6s-menopausa (BECKER; CORRAO, 1990; WENGER; SPEROFF;
PACKARD, 1993; TUNSTALL-PEDOE et al., 1994; GOLDEN et al., 2002).

Diversos estudos mostraram que mulheres no periodo p6s-menopausa apresentam
maior risco de insuficiéncia coronariana, infarto do miocérdio, acidentes vasculares e
mortalidade. Esses efeitos sdo relacionados com o declinio do contetdo sanguineo de
estrogénio (KANNEL et al., 1976; GORDON et al., 1978; LA VECCHIA et al., 1987;
UTIAN, 1989; VAN DER GRAAF; DE KLEIJN; VAN DER SCHOUW, 1997;
JACOBSEN; KNUTSEN; FRASER, 1999; MOSCA et al., 2006; GHOLIZADEH,;
DAVIDSON, 2008; RIVERA et al., 2009).

Estudos experimentais mostraram que ratas ovariectomizadas tornam-se
hipertensas, tém a sensibilidade do barorreflexo diminuida e desenvolvem disautonomia
(IRIGOYEN et al., 2005; FLUES et al., 2010). Aléem disso, 0 estrogénio é capaz de

atenuar a magnitude do aumento da PA apds inducdo de hipertenséo por aldosterona/NaCl



(XUE et al., 2009, 2013). Desta forma, as evidéncias cientificas sugerem que 0s
horménios ovarianos possuem efeito cardioprotetor relacionados a homeostase do
mecanismo autondmico de controle neural cardiovascular.

A PA é uma das variaveis fisiologicas que necessita ser finamente controlada.
Para isso, existem mecanismos fisioldgicos neurais e enddcrinos capazes de manter a
homeostase pressérica em curto, médio e longo prazo. Dentre os horménios que atuam
nessa funcdo encontra-se a OT. Este peptideo é classicamente estudado pela importancia
na funcdo reprodutora. No entanto, a literatura cientifica relata que a OT liberada na
circulagdo promove ajustes hidroeletroliticos e cardiovasculares, aumentando a
natriurese, diminuindo a forca de contragdo e a frequéncia cardiaca (FC) (CHAN;
SAWYER, 1962; HAANWINCKEL et al., 1995; COSTA-E-SOUSA et al., 2005).

Na década de 1990, surgiram trabalhos sugerindo a relevancia da OT ndo somente
como hormdnio, mas também como neurotransmissor. O PVN é uma das principais
regides produtoras de OT e possui projecdes para neurohipéfise, onde a OT ¢é liberada
como hormdnio. Além disso, esse ndcleo apresenta sinapses diretas com subnuicleos
bulbares que controlam reflexamente a PA (BUIS, 1978; RUSS; WALKER, 1994,
MICHELINI; MORRIS, 1999).

O barorreflexo e o quimiorreflexo sdo mecanismos de acao reflexa que regulam a
PA. Formados por receptores localizados nas artérias aorta e car6tidas, possuem
aferéncias projetadas para o bulbo que funcionam como um “centro de integragdo” das
repostas cardiovasculares e recebe projecdes ocitocinérgicas. (BUNS, 1978;

CAVALLERI et al., 2011).



Fisiologia do sistema reprodutor feminino

O periodo reprodutivo feminino é caracterizado por variagfes nas concentracoes
de hormonios femininos e 6rgdos sexuais denominado ciclo menstrual. De forma geral,
essas variacdes ocorrem a cada 28 dias através de alteracdo da quantidade de hormonios
hipotalamicos, hipofisarios e ovarianos com o intuito de promover a liberagéo do 6vulo
maduro e desenvolver o endométrio para a fertilizagdo. Caso isso ndo ocorra, 0
endométrio é descartado através da menstruacdo e um novo ciclo se inicia (HALL;

GUYTON, 2006; FARAGE; MAIBACH, 2016).

Os hormdnios gonadotropicos, FSH e LH, secretados pela hipdfise séo
responsaveis por desencadear o ciclo menstrual. A auséncia de FSH e LH mantem os
ovarios permanentemente inativos, como observado na infancia. Em idade de puberdade
ha elevacdo da sintese e liberacdo desses hormdnios para induzir o desenvolvimento

ovariano (HALL; GUYTON, 2006; FARAGE; MAIBACH, 2016).

A regulacdo da concentracdo ideal de hormdnios femininos acontece por meio da
alca de feedback negativo no eixo hipotalamo — hipofise — ovarios que controla a
expressao adequada de estrogénio e progesterona, de acordo com a fase do ciclo
menstrual. Inicialmente, durante a primeira metade do ciclo denominada folicular, o
hipotdlamo promove a liberacdo do hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH) que
estimula o aumento da producdo de FSH e LH que, por sua vez, eleva o contetdo
sanguineo de estrogénio resultando em crescimento e maturacao dos foliculos ovarianos

e consequente ovulagdo (HALL; GUYTON, 2006; FARAGE; MAIBACH, 2016).

A segunda etapa do periodo € caracterizada por elevada concentracéo de LH sendo
denominada como fase litea. O LH é essencial para a fase final da ovulagéo.
Aproximadamente 2 dias antes da ovulacdo ocorre um aumento de FSH e LH que causam

crescimento do foliculo e reducéo da expressao de estrogénio um dia antes da ovulagéo.



Apbs este processo, 0 LH atua na conversao do foliculo em corpo luteo que marcadamente
atua liberando o horménio progesterona. Se a fecundacgao ndo ocorrer havera uma abrupta
reducdo da progesterona circulante que inicia a descamacdo do endométrio. As baixas
concentragdes de estrogénio e progesterona estimulam a liberacdo de GnRH reiniciando
o ciclo. A cessagdo desse processo comeca a acontecer por volta dos 45 anos e quando
atinge o periodo de um ano com auséncia de menstruacdo ¢ denominado menopausa

(HALL; GUYTON, 2006; FARAGE; MAIBACH, 2016).

Estimulagdo #
Inibigdo mmm *

Hipotalamo

Estradiol
Progesterona

Estradiol
Progesterona

Figura 1. Representacdo esquematica do eixo hipotdlamo — hipdfise — ovarios.
Horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), horménio luteinizante (LH), hormonio
foliculo estimulante (FSH).

Controle reflexo da presséo arterial
A manutencdo adequada da PA é essencial para que haja a perfusdo sanguinea
ideal para os tecidos, sendo resultante da relacdo entre débito cardiaco e resisténcia

vascular periférica. Para isso, varidveis como volume de ejecdo sistdlico, volume



sanguineo, capacitancia vascular, retorno venoso e resisténcia periférica total devem ser
finamente controlados.

A regulacdo em curto e médio prazos da PA é realizada por elementos neuro-
humorais mediados por receptores que, de forma reflexa, sdo capazes de tamponar as
variacBes pressoricas, além da liberagdo de substancias vasoativas. Dentre esses
mecanismos estdo o barorreflexo e o quimiorreflexo (CHALMERS; PILOWSKY, 1991,
DAMPNEY, 1994).

O barorreflexo consiste em uma porcdo aferente que envia informacoes
relacionadas as alteracGes da PA para o sistema nervoso central, o qual, por sua vez,
integra essas informacgdes e, por meio de vias eferentes autondémicas (simpética e
parassimpatica), promove ajustes na PA (CHAPLEAU; ABBOUD, 2001).

O componente simpéatico do sistema nervoso autbnomo (SNA) é o principal
determinante do tbnus vasomotor, atuando, diretamente, na resisténcia periférica.
Entretanto, a atividade cardiaca é modulada por ambas as divisbes, simpatica e
parassimpatica, do SNA. Assim, a acdo simpatica, por meio da noradrenalina, promove
vasoconstricao periférica e respostas inotropicas e cronotrépicas positivas do coracao
(CHAPLEAU; ABBOUD, 2001; KIRCHHEIM, 1976).

A acdo parassimpatica no sistema cardiocirculatorio se expressa,
fundamentalmente, por meio de seu mediador quimico acetilcolina, o qual promove uma
resposta cronotrépica negativa e, também, embora menos expressiva, uma resposta
inotropica negativa (BROWN, 1980; KIRCHHEIM, 1976).

Desta forma, ao serem ativados por um aumento da PA, os barorreceptores
induzem diminuicéo da atividade simpatica para coracao e vasos, e aumento da atividade
vagal cardiaca, promovendo reducdo da FC, da resisténcia periférica total e, também, do

débito cardiaco, contribuindo para o retorno da PA aos valores normais. Por outro lado,



queda na PA promove reducdo da atividade dos barorreceptores, a qual induz aumento da
atividade simpatica para coracdo e vasos, e reducdo da atividade vagal cardiaca, para que
a PA retorne aos niveis normais (SHEPHERD; VANHOUTTE, 1979).

Outro grupo de receptores que possuem células capazes de detectar variacGes
quimicas no sangue sdo denominados quimiorreceptores. Presentes nos corpusculos
adrticos e seios carotideos respondem, principalmente, a variacdes da pressao parcial de
oxigénio, gas carbonico e a alteragdes no pH.

Estudos classicos mostram que a passagem de sangue pelos quimiorreceptores em
animal com hipoventilagdo provoca aumento da resposta ventilatoria. Ademais, a
ativacdo desses receptores pela administracdo endovenosa de cianeto ou isquemia dos
mesmos evoca resposta hipertensiva, taquipnéia e vasoconstri¢do, demonstrando que o
quimiorreflexo também atua na regulacdo da PA (BERNTHAL, 1937; DALY;
HAZZLEDINE; HOWE, 1965; WINDER; BERNTHAL; WEEKS, 1938).

As aferéncias de quimiorreceptores e barorreceptores se unem, compondo 0 nervo
do seio carotideo, e se projetam ao centro de integracdo no sistema nervoso central, de
onde partem respostas neurais ventilatorias e presséricas (CHAPLEAU et al., 1995; M K

SUN, 1991; ZOCCAL et al., 2014).

Centros bulbares de controle cardiovascular
O NTS encontra-se na regido dorsal do bulbo e tem papel crucial como centro
integrador ao receber as projecdes aferentes provenientes das terminagdes nervosas
quimio e baroceptoras. A ativacdo dos receptores propaga potenciais de a¢do que ativam
0 NTS, desencadeando diversas respostas autonémicas (ANDRESEN; KUNZE, 1994).
A acdo parassimpatica cardiaca se inicia através de projecdes glutamatérgicas

(excitatorias) do NTS para neur6nios pré-ganglionares do Nucleo Dorsal Motor do VVago



DMV e NA que se dirigem ao coracdo e, por meio da liberagéo de acetilcolina, provocam
reducdo da frequéncia e da for¢a de contracdo (GEIS; WURSTER, 1980; MACHADO;
BRODY, 1988) .

Por outro lado, o controle simpatico cardiocirculatorio é disparado por uma via
alternativa que se inicia por projecdes glutamatérgicas destinadas ao CVLM, que por sua
vez age no RVLM por neurénios GABAérgicos (inibitorios), modulando a liberagdo de
acetilcolina em neurdnios pré-ganglionares da cadeia simpética. Quando ativados, estes
neurbnios evocam elevacao da forga de contracdo e FC, além de aumento da resisténcia
vascular periférica através da via adrenérgica (GORDON, 1987; BLESSING, 1988;
JESKE; REIS; MILNER, 1995).

Vale ressaltar que as duas vias (simpética e parassimpatica) atuam de forma
coordenadas de acordo com a quantidade de disparos dos receptores que ocorrem com as
variag0es de pressdo. Em outras palavras, o aumento da PA estimula a resposta

parassimpatica, em contrapartida, a reducéo da PA eleva a acdo simpaética.

Centro suprabulbar de controle cardiovascular

Como discutido no topico anterior, o NTS recebe as aferéncias originadas nos
receptores arteriais e emite projecdes para diversas outras areas bulbares que atuam no
controle autonémico cardiorrespiratério, além disso 0 NTS também se projeta para areas
suprabulbares que modulam essas funcGes, dentre elas o PVN (DAMPNEY, 1994;
SAWCHENKO; SWANSON, 1982).

O PVN é formado por neur6énios magnocelulares e parvocelulares que sintetizam
OT e vasopressina (AVP) e fazem conexd com a neurohipofise, ndcleos bulbares e

medula espinhal (BUIJS, 1978).
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As projecdes do NTS para o PVN sdo monossinépticas e caracterizadas por
neurbnios catecolaminérgicos e, de maneira reciproca, partem do PVN neurdnios
parvocelulares pré-autondmicos OTérgicos dos subnucleos dorsal cap, ventromedial e
posterior em direcdo ao NTS, RVLM, NA, DMV e medula espinhal, que modulam a a¢do
do sistema nervoso autonomo (BUIJS, 1978; CRUZ et al., 2013; GEERLING et al., 2010;

KALIA; FUXE; GOLDSTEIN, 1985).

Projegoes:
Ocitocinérgica wmupp
PVN Catecolaminérgica
Glutamatérgica
ol A GABAérgica
. - %
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N vy .
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0. ."
Ba.ror.receptores e ol | NTS 0.‘
Quimiorreceptores K] e
.. .0.
. “,
.. .0
: .’.
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Resposta Resposta
parassimpatica simpatica

Figura 2. Representacao esquematica das vias bulbares e suprabulbar de controle
da pressdo arterial. Nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), nucleo do trato
solitario (NTS), nucleo dorsal motor do vago (DMV), nlcleo ambiguo (NA), nucleo
caudal ventrolateral (CVLM), nucleo rostral ventrolateral (RVLM).

A Ocitocina como modulador do controle autondémico da presséo arterial
A OT é um peptideo com funcdo endocrina e neuromoduladora produzido no

PVN. Classicamente, é conhecido pela participacdo no processo de parto e ejecdo de leite
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sendo essencial para o fendmeno reprodutivo (IVELL; RUSSELL, 1996; LOHMEIER,
2003).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém mostrado o papel da OT na regulacdo
do sistema cardiovascular através de atuacdo direta no coragdo (reducdo da frequéncia e
da forca de contracdo) e vasos sanguineos (vasodilatagdo dependente de éxido nitrico)
(COSTA-E-SOUSA et al.,, 2005; KATUSIC; SHEPHERD; VANHOUTTE, 1986;
SUZUKI et al., 1992). Entretanto, mais recentemente tem se evidenciado a OT como
neurotransmissor regulador do SNA cardiovascular, principalmente, frente a um estimulo
que cause desequilibrio na homeostase.

Em estudo realizado em ratos submetidos ao protocolo de estresse por jato de ar
observou-se que animais que receberam microinjecdo intracerebroventricular de
antagonista de receptor de OT atingem maiores valores de PA e FC durante o
procedimento (WSOL et al., 2008).

Os receptores para OT séo classificados como receptores acoplados a proteina Gq
que se ligam e ativam as subunidades By e, concomitantemente, estimulam as isoformas
C e B de fosfolipases. Isso resulta na fosforilagdo do inositol trifosfato e 1,2-diacilglicerol.
O inositol trifosfato causa liberacdo de estoques intracelulares de célcio, ao mesmo tempo
em que o diacilglicerol é capaz de ativar a proteina quinase C. Juntos sdo responsaveis
por desencadear diferentes efeitos. Como exemplo, 0 aumento das concentracfes
citosolicas de calcio controla a excitabilidade, o padrdo de disparos e a liberacdo de
neurotransmissores em células neurosecretora (GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001).

Outro trabalho demonstrou experimentalmente que a microinjecdo de OT
diretamente no NTS melhora a sensibilidade do barorreflexo, facilitando a resposta de
bradicardia frente ao aumento pressorico. Em oposicéo, a administracdo de OT na medula

espinhal evoca uma resposta taquicardica, sugerindo que a OT cause diferentes respostas
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dependentes da &rea de controle do sistema nervoso autbnomo em que atua (HIGA et al.,
2002; YANG; HAN; COQOTE, 2009).

Além dos efeitos na PA, também ocorre a¢ao nos centros de controle respiratorio.
Neurdnios parvocelulares do PVN se projetam para o complexo pré-Botzinger situado na
porcdo ventrorostral do bulbo, esta area atua no controle respiratorio. A estimulacdo do
PVN pelo antagonismo de receptores GABA promove aumento da FC, PA e frequéncia
respiratdria; todavia, quando é realizado o antagonismo de receptores para OT no
complexo pré-Botzinger, essa resposta é diminuida (MACK et al., 2007).

Diversas doengas podem estar envolvidas com anormalidades na via
ocitocinérgica do controle cardiorrespiratorio. Lesdo de neurbnios do PVN ou
antagonismo de receptores de OT induzem obesidade em ratos, de modo concordante, 0
agonismo desses receptores diminui a ingesta alimentar. A obesidade torna os individuos
mais susceptiveis a hipertensdo, hipoventilacdo e apneia obstrutiva do sono, doencas
essas relacionadas com deficiéncia na funcdo do barorreflexo e hipersensibilizacdo do
quimiorreflexo (ARLETTI; BENELLI; BERTOLINI, 1990; BENELLI; BERTOLINI;
ARLETTI, 1991; BRISTOW et al., 1969; OLSON et al., 1991; OLSON; ZWILLICH,
2005; LEIBOWITZ; HAMMER; CHANG, 1981; MOLKOV et al., 2011).

Estudos com ratos espontaneamente hipertensos mostrou que ha menor
quantidade de receptores para OT expressos no PVN, enquanto que a inducdo para
expressdo de maior quantidade desses receptores no mesmo ndcleo promove aumento da
sensibilidade do barorreflexo e melhora o tamponamento das variacées da PA (LOZIC et
al., 2014; MARTINS et al., 2005).

Para a manutencédo da perfusdo sanguinea, € necessario que a PA esteja adequada.
Para isto, mecanismos de controle reflexo batimento a batimento da FC e por meio de

variagdes bioquimicas sanguineas sinalizam quais as respostas autonémicas necessarias
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para que ocorra a devida homeostase pressorica. A OT é um dos responsaveis por esta
acdo, e a deficiéncia nesta via esté relacionada a comorbidades que afetam o sistema

cardiorrespiratorio.

Relagéo entre ocitocina e hormonios ovarianos

Neurénios OTérgicos do PVN (exclusivamente parvocelulares) e do nucleo
Supradptico expressam para estrogénio ER-f que sdo capazes de modular a produgédo
desse horménio. No PVN, neurdnios responsaveis por expressar OT que contenham ER-
B sdo encontrados nos subnicleos ventromedial, dorsal cap e posterior. Ademais, a
literatura mostra que neurdnios pré-autondmicos do PVN (subnlcleo parvocelular
posterior) que se projetam para 0 RVLM apresentam alta densidade de ER-f e tém a
excitabilidade diminuida pelo déficit de estrogénio (ALVES et al., 1998;
HRABOVSZKY et al., 1998; STERN; ZHANG, 2003).

ER-B possui agdo genbmica, que é considerada lenta e, por isso, pode ndo ser o
unico responsavel pela rapida ativacdo de neurdnios OTérgicos ou liberacdo de OT
(ISRAEL; POULAIN, 2000). Sabe-se que algumas células respondem rapidamente ao
estimulo do estrogénio para a producéo de 6xido nitrico, mobilizagdo de célcio e ativacdo
de tirosina quinases (MORLEY et al., 1992; BRUBAKER; GAY, 1999; KARPUZOGLU
et al., 2006).

Baseado nisso, estudos propuseram receptores de acdo ndo genémica para 0
estrogénio e, mais recentemente, foi descoberto o receptor para estrogénio acoplado a
proteina G (GPER) (REVANKAR et al., 2005; THOMAS et al., 2005). Em estudo que
avaliou a distribuicdo de GPER em &reas do sistema nervoso central, foi mostrado que ha
grande concentracdo desses receptores no PVN, mais especificamente nas regides

parvocelulares ventral, dorsal cap e, em menor quantidade, nos neurénios parvocelulares
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anterior e posterior (BRAILOIU et al., 2007), nucleos esses relacionados ao controle
autondémico cardiovascular (BUIJS, 1978; SOFRONIEW; SCHRELL, 1981;
SAWCHENKO; SWANSON, 1982).

Diante do exposto, evidencia-se a necessidade de investigacdo nas possiveis
repercussoes cardiovasculares, principalmente no sistema nervoso autbnomo, causados
pela privagdo de hormdnios ovarianos, possivelmente através da via ocitocinérgica de

controle reflexo da presséo arterial.
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OBJETIVOS

- Avaliar os efeitos da ovariectomia na pressado arterial e na frequéncia cardiaca.

- Observar os efeitos da ovariectomia na modulacéo autonémica cardiaca e vascular, além
da sensibilidade espontanea do barorreflexo.

- Investigar as densidades relativas e integradas de neurdnios ocitocinérgicos no nucleo
paraventricular do hipotadlamo (subnucleos ventromedial, dorsal cap, posterior e
magnocelular) ap6s ovariectomia.

- Verificar a expressdo de RNAm para ocitocina no nucleo paraventricular do hipotdlamo
em ratas ovariectomizadas.
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MATERIAL E METODOS
Animais

Todos os procedimentos cirurgicos e protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Sergipe
(11/2014), em acordo com o Guia para cuidado e uso de animais em laboratdrio publicado
pelo National Institute of Health (NATIONAL RESEARCH COUNCIL (US)
COMMITTEE FOR THE UPDATE OF THE GUIDE FOR THE CARE AND USE OF
LABORATORY ANIMALS, 2011). Apds o desmame, com 21 dias de vida, 0s animais
foram aleatoriamente divididos em gaiolas (até 5 animais/gaiola), numeradas em ordem
crescente e posicionadas de forma randomica na bancada. As caixas com numeragao
impar foram selecionadas para o grupo SHAM, enquanto, as caixas com ndmeros pares
foram determinadas como OV X. Trinta e trés ratas Wistar (193+5g) foram mantidas em
gaiolas de propileno com temperatura ambiente controlada (22+1°C), ciclo claro/escuro
de 12 horas com racéo e agua ad libitum. Os animais foram aleatoriamente divididos em
dois grupos e submetidos a ovariectomia (OVX, n = 16) ou cirurgia ficticia (SHAM, n =
17). O pesquisador estava encoberto em relagéo ao tratamento recebido pelo animal para
andlise das variaveis. Os registros originais foram nomeados com letras por um segundo
pesquisador e, posteriormente, cedidos ao responsavel pelas analises. Ao final dos

procedimentos, os dados foram identificados e separados por grupo.

Procedimentos cirurgicos
Na décima semana de idade, as ratas foram anestesiadas (Cetamina: Fort Dodge
IA, EUA, 80 mg.kg* mais Xilazina: Fort Worth TX, EUA, 12 mg.kg?, i.p.) e uma incisio

abdominal foi realizada. Os ovarios foram expostos e removidos por sec¢do do oviducto.
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Os animais do grupo SHAM foram submetidos aos mesmos procedimentos, exceto
remocdo do ovarios. As ratas foram tratadas com Cetoprofeno (Biofen 1%, 2mg.kg*;
Biofarm, Jaboticabal, Brasil) e penicilina (Pentabidtico Veterinario 24,000 i.u.kg™;
Fontoura Wyeth, Sao Paulo, Brasil) durante uma semana (IRIGOYEN et al., 2005). A
eficiéncia da ovariectomia foi confirmada por meio da andlise de esfregaco vaginal
coletado em quatro dias consecutivos, uma semana apos a cirurgia. Somente as ratas que
exibiam a fase diestro do ciclo estral em todas as avaliagdes foram incluidas no grupo
OVX. Todos os animais alocados no grupo SHAM apresentaram ciclo estral regular e
foram eutanasiados com a mesma idade (18 semanas).

Oito semanas apoés a cirurgia de ovariectomia ou procedimento SHAM, as ratas
foram anestesiadas (Cetamina, 80 mg.kg?, Fort Dodge IA, EUA, mais Xilazina, 12
mg.kg ™, Fort Worth TX, USA, i.p.) e cateter de polietileno foi implantado (PE-10/PE-
50, Intramedic, Becton Dickinson Company, Sparks, MD, EUA) na artéria femoral
esquerda. Vinte e quatro horas ap0s a cirurgia, 0s animais se movimentavam livremente
pela caixa e ndo exibiam sinais de estresse.

O cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressao acoplado a pré-
amplificador (FE221, Bridge Amp, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia) e ao
sistema de registro (Powerlab, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia). Os sinais
pulséteis e a pressdo arterial de repouso foram continuamente registrados por 30 minutos
e processados atraves de software especifico (LabChart 7, ADInstruments, Bella Vista,
NSW, Australia). Os pontos de inflex&o da presséo foram identificados e geraram séries
batimento-a-batimento de pressao arterial media (PAM), presséo arterial sistolica (PAS),

pressdo arterial diastolica (PAD) e intervalo de pulso (IP). A FC foi calculada como 1/IP.
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Mensuragéo do controle autonémico cardiovascular

As analises de variabilidade do IP e da PAS foram realizadas utilizando o software
CardioSeries (v2.4, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), como previamente descrito (OLIVEIRA
et al., 2012). Séries batimento-a-batimento foram gerados a partir da presséo arterial
pulsétil e convertidos em pontos discretos utilizando interpolacdo spline cubica (10 Hz).

Um intervalo de dez minutos de registro de cada animal foi usado para essa
andlise. Antes do célculo da densidade espectral, os dados foram visualmente
inspecionados e 0s segmentos ndo estacionarios desconsiderados. Em seguida, os dados
foram divididos em sequéncias de meia sobreposi¢cdo com 512 pontos de dados (51,2 s).
Sobre o resultado obtido, aplicou-se a janela de Hanning e o espectro de cada segmento
foi calculado por meio da transformada rapida de Fourier.

O espectro do IP, que representa a variabilidade do controle autonémico cardiaco,
é composto por bandas de muito baixa frequéncia (VLF; <0,02 Hz), baixa frequéncia (LF;
0,2-0,75 Hz) e alta frequéncia (HF; 0.75-3.0 Hz). Os valores séo usualmente expressos
em unidades normalizadas (un). LF e HF sdo obtidos pela divisdo da poténcia da
respectiva banda pela poténcia total menos a poténcia da banda VLF. VLF do IP
representa fatores humorais que influenciam a FC, HF do IP indica a modulagéo
parassimpatica cardiaca, LF do IP é geralmente aceito como indice da modulagdo
simpatica ao coracdo, enquanto a razdo LF/HF representa o equilibrio simpato-vagal.
(MALLIANI et al., 1991; STAUSS, 2007; OLIVEIRA et al., 2012).

O espectro da pressao arterial sistolica reflete a variabilidade da pressao arterial
sendo representado em mmHg?. O componente VLF da PAS recebe influéncia da fungio
vascular miogeénica, sistema renina-angiotensina e oxido nitrico, LF da PAS representa a
modula¢do simpética vasomotora concomitante a modulagdo endotelial pelo 6xido

nitrico. Finalizando, o HF da PAS é prioritariamente influenciado por alteracdes no débito



19

cardiaco acoplado a mudancas no retorno venoso durante a respiracdo. (JANSSEN et al.,
1995; Heart rate variability: standards of measurement, physiological interpretation and
clinical use. Task Force of the European Society of Cardiology and the North American
Society of Pacing and Electrophysiology, 1996; STAUSS, 2007).

A sensibilidade espontanea do barorreflexo (sBRS) foi calculada no dominio do
tempo, utilizando o método de sequéncia (RIENZO, 1995). Séries batimento-a-batimento
foram analisadas utilizando o software CardioSeries (v2.4, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
para detectar sequéncias de, no minimo, quatro batimentos com aumento da PAS seguido
em alongamento do IP ou redugdo da PAS com encurtamento do IP apresentando
correlacdo maior que 0,85. O slope da regressao linear entre SAP e IP é usado como

medida da SBRS (mmHg/s).

Coleta de tecidos

Apo6s as medidas funcionais, as ratas foram profundamente anestesiadas com
Cetamina e Xilazina (300 mg/kg e 60 mg/kg, respectivamente, i.p) induzindo parada
respiratoria. Os animais designados para o0 PCR em tempo real (6 por grupo) foram
imediatamente submetidos a perfusdo transcardiaca com solucdo salina (0,09 %, 40
mL/min, 5 min) e decapitados para remogdo do encéfalo, rapidamente transferido para
gelo seco. Uma fatia contendo as por¢6es medial e caudal do PVN (de 1,40 a 2,30 mm
caudal para bregma, 800 —1,000 um) foi obtida ao nivel do hipotalamo e imediatamente
congelado para a retirada de punchs bilaterais do PVN. As amostras foram armazenadas
a —80°C para andlise subsequente. As ratas alocadas no ensaio de imunofluorescéncia
foram sujeitas a perfusdo transcardiaca com Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM-Sigma, 40 mL/min, ~300mL), seguido por infusdo de 4% paraformoldeido em

0,01M PBS (pH 7,4; 40 mL/min, ~300mL) e decapitado para remog&o do encéfalo. Este
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foi pos-fixado em 4% paraformoldeido por 48 h em temperatura ambiente, crio protegido
em Tris-PBS (10 mM Tris, 0,9% NaCl, 10 mmol/L tampé&o fosfato, pH 7,4, contendo
0,05% mertiolate) com 20% sucrose em temperatura ambiente por 24-30 horas, e depois
incubado em 0,01M PBS que continha solucéo de 30% sucrose em 4°C por 3-4 dias antes

do processamento.

PCR em tempo real quantitativo

A expressdo de RNAm foi mensurada por meio de PCR em tempo real quantitativo
(QPCR). Reagente TRizol (0,5 mL) foi adicionado e a extragdo de RNA realizada de
acordo com as instrucdes do fabricante. Apds este processo, 0 RNA foi dissolvido em 10
puL de &gua DEPC e armazenado —80°C. A reacdo da transcriptase reversa ocorreu
somente apds a adicdo de DNase | as amostras. A sintese de cDNA foi executada
utilizando 1 ng RNA/reacdo, por meio do ImProm-11 Reverse transcriptase (Promega,
EUA), seguindo instruc6es do fabricante. RNaseOUT foi incluido em todo o processo e
0 cDNA armazenado a —20°C. O processo de gPCR foi feito no aparelho Applied
Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System (ThermoFisher, Califérnia, EUA) usando
Platinum SYBR QPCR Supermix-UDG e oligonucleotideos especificos para Ocitocina
(OT, sense primer, TAGACCTGGATATGCGCAAG; antisense  primer,
CTCGGAGAAGGCAGACTCAG) e Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH,
sense primer, GGGCAGCCCAGA ACATCAT, antisense primer,
CCGTTCAGCTCTGGGATGAC). A expressdo de RNAm para OT foi normalizada pela
expressdo de RNAm para GAPDH, calculada através do método AACt (PFAFFL, 2001)
e expressa em percentual de alteracdo em relagéo aos valores exibidos pelo grupo SHAM.
Todos os reagentes e oligonucleotideos foram obtidos da Invitrogen (San Diego, CA,

EUA).
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Andlise imunohistoquimica

Sequéncias coronais hipotalamicas (30 um, -1,80 a -2,12 caudal para o Bregma)
foram adquiridas como previamente descrito (PAXINOS; WATSON, 2006), por meio de
criostato (Leica CM 1850; Nussloch, Alemanha). As seccGes foram depositadas em pocos
para cultura de célula com 0,01 M PBS e, depois, incubadas com 0,03% Triton X-100 e
10% soro normal de jumento por 30 minutos. Para o ensaio de imunofluorescéncia, as
sec¢Oes foram incubadas overnight com anticorpo primario (Cobaia policlonal anti-
ocitocina, com diluicdo 1:200.000; Bachem, Bubendorf, Suica), seguido por 2h de
incubacdo com anticorpo secundario (jumento anti-cobaia Cy3-labeled, diluicdo de
1:500; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, EUA), diluido em T-
PBS, contendo 0,03% Triton X-100, em temperatura ambiente. As secg¢Oes foram
colocadas em laminas de vidro e montadas com laminula e solucdo adequada para
preservar a fluorescéncia (SlowFade Gold anti-fade reagent). A especificidade dos
anticorpos foi testada processando as seccOes lado-a-lado, sem incubag¢do com anticorpo

primario ou secundario.

Aquisicdo de imagens e anélise

A imunorreatividade para OT foi capturada através de microscopio de
epifluorescéncia (Leica DMLB, Wetzlar, Alemanha; com magnificacdo x200) acoplado
a camera digital (Axio-Cam HRC; Carl Zeiss, Vision GmbH, Aalen, Alemanha). As
seccOes foram visualmente inspecionadas para a localizacdo dos subnucleos dorsal cap,
ventromedial, posterior e magnocelular do PVN. As analises das imagens foram
realizadas por meio do software ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, MD,
EUA), como descrito anteriormente (HIGA-TANIGUCHI et al., 2007; CAVALLERI et

al., 2011; CRUZ et al., 2013). As densidades relativa e integrada de OT foram utilizadas
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como indice de conteudo proteico em cada subnucleo do PVN. A densidade relativa de
OT foi calculada pela razdo da &rea ocupada pela intensidade limiar de sinal e a &rea total
de interesse (expresso como percentual da area total). A densidade integrada de OT (em
unidades arbitréarias, UA) foi obtida pelo produto da densidade de OT e intensidade do

sinal.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos em médias + EPM. Para testar se os dados
apresentavam distribuicdo normal foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. A massa
corporal foi analisada por ANOVA de duas vias seguido por teste post hoc de Bonferroni.
Potenciais diferencas em OT RNAm e conteudo de proteina OT dentro dos subnucleos
do PVN, bem como parametros hemodindmicos e sensibilidade do barorreflexo foram
comparados entre os grupos SHAM e OVX e analisados por teste t de Student ndo
pareado. Relacdo entre conteddo de OT no PVN ventromedial e sBRS foi obtida por
Coeficiente de correlacdo de Pearson. Diferencas foram consideradas significativas com

valor de p < 0,05.

RESULTADOS
Massa corporal e controle autonémico cardiovascular
Ndo houve diferenca na massa corporal entre 0s grupos no inicio dos
experimentos, as ratas OV X tiveram ganho significativamente maior que o grupo SHAM
ao final do estudo (~50% vs. ~26%, respectivamente; Tabela 1). O grupo OV X apresentou
elevada PAM (p = 0,019) mas ndo houve alteragéo da FC quando comparado ao grupo
SHAM (p = 0,062; Figura 3). A variancia do IP em unidades absolutas foi similar nos

grupos (p = 0,344); no entanto, as ratas ovariectomizadas aumento da razdo LF/HF (p =
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0,015) em unidades normalizadas (Figura 4). A variancia da PAS foi maior em OVX vs.
SHAM (p = 0,011), entretanto, ndo houve diferenca significativa entre grupos na variavel
LF da PAS (p = 0,210) (Figura 5). Ademais, SBRS encontra-se reduzida no grupo OVX

quando comparado ao SHAM (-59%, p = 0,005) (Figura 4).

Tabela 1. Massa corporal (no inicio e final dos experimentos) em ratas submetidas a
ovariectomia (OVX) ou cirurgia SHAM.

Massa corporal () SHAM OVX
Inicial 196 + 2 191+1
Final 248 + 3 11+ 288 + 7 T11,***

Valores expressos como meédia £ EPM. Massa corporal foi avaliada em 16-17 ratas/grupo.
Foi utilizado ANOVA de duas vias seguido por teste post hoc de Bonferroni.
Significancias (111 ou ***p<0,001) ***vs. SHAM; 1T vs. inicio.
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Figura 3. Avaliacdo hemodinamica em ratas submetidas a ovariectomia (OVX) ou
cirurgia. SHAM. Valores expressos como media = EPM. Medidas
hemodinamicas/autonémicas foram realizadas em 6-7 ratas/grupo. Painel A: pressao
arterial média (PAM). Painel B: frequéncia cardiaca (FC). Comparagdes realizadas por
teste t ndo pareado. Significancia (*p <0,05) *vs. SHAM.
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Figura 4. Variabilidade da frequéncia cardiaca e barorreflexo em ratas submetidas
a ovariectomia (OVX) ou cirurgia SHAM. Medidas autonémicas foram realizadas em
6-7 ratas/grupo. Painel A: Variancia do intervalo de pulso (IP), painel B: sensibilidade
espontanea do barorreflexo (sBRS) e painel C: razdo LF/HF que representam bandas de
baixa e alta frequéncia da variabilidade do IP. Comparac@es realizadas por teste t ndo
pareado. Significancias (*p <0,05, ** p <0,01) *vs. SHAM.
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Figura 5 Variabilidade da pressdo arterial em ratas submetidas a ovariectomia
(OVX) ou cirurgia SHAM. Medidas autondmicas foram realizadas em 6-7 ratas/grupo.
Painel A: Mostra a variancia da pressao arterial sistolica (PAS). Painel B: LF representa
a banda de baixa frequéncia da variabilidade da PAS. Comparacdes realizadas por teste t
ndo pareado. Significancia (*p <0,05) *vs. SHAM.

Efeitos da privacdo de hormonios ovarianos em neurdnios ocitocinérgicos do

PVN
A expressdo relativa de RNAm para OT foi 45% menor em ratas OVX
comparadas ao SHAM (p = 0,030) (Fig. 6A). No mesmo sentido, a privacdo de hormonios

ovarianos reduziu significativamente a expressdo da proteina OT, quantificada por
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densidades relativa e integrada nos subndcleos posterior (p = <0,001 e p = 0,024;
respectivamente), ventromedial (p = 0,009 para ambas comparagdes) e dorsal cap (p =
0,041 e p = 0,029; respectivamente) do PVN (Fig. 2B-C). Em contraste, ndo foram
observadas diferencas em neurénios magnocelulares no grupo OVX comparado ao

controle SHAM (p = 0,778 e p = 0,852; respectivamente) (Fig. 2B-C).
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Figura 6. Expressao génica e proteica de ocitocina (OT) no ndcleo paraventricular
do hipotalamo (PVN) em ratas SHAM e ovariectomizadas (OVX). Painel A:
comparacao relativa do conteudo de RNAm para OT em ratas SHAM e OVX. Painel B:
quantificacdo da densidade relativa de OT nos subnucleos pré-autonémicos do PVN.
Painel C: quantificacdo da densidade integrada de OT nos subnucleos pré-autonémicos
do PVN. Painel D: fotomicrografias ilustrativas da imunorreatividade de OT mostram
diferentes subndcleos do PVN em ratas SHAM e OVX. Significancias sdo (*p<0,05;
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**p<0,01) vs. SHAM. Barra de escala corresponde a 50 um, terceiro ventriculo (3V),
ventromedial (VM), magnocelular (Mg) e dorsal cap (DC).

Interessantemente, niveis reduzidos de OT nos subnucleos posterior e
ventromedial do PVN se correlacionam fortemente com diminuicdo do controle
autondmico do coragdo em ratas OV X, como indicado pela diminuicdo da sensibilidade
espontanea do barorreflexo e elevagéo da razédo LF/HF (Tabela 2). Ainda que ndo tenha
sido observada diferenca significativa, relacdo similar estd presente entre expressao de

OT no subnucleo dorsal cap e sSBRS (Tabela 2).

Tabela 2. EquacGes de regresséo correlacionando imunorreatividade de ocitocina (OT,
mensurados por densidades relativa e integrada em diferentes subndcleos do PVN) com
sensibilidade espontanea do barorreflexo (SBRS) e balango simpato-vagal cardiaco (razéo
LF/HF) em ratas submetidas a ovariectomia (OVX) ou SHAM.

Densidade relativa de
ocitocina (% area)

Densidade integrada de
ocitocina (unidades
arbitrarias)

OT x sBRS

PVN ventromedial
PVN posterior
PVN dorsal cap

PVN magnocelular

OT x razdo LF/HF
PVN ventromedial

PVN posterior
PVN dorsal cap

PVN magnocelular

Y =0,109x — 1,213 **
r=0,806  p=0,005
Y =0,193x — 0,886 ***
r=0945 p<0,001
Y =0,247x + 0,110
r=0568 p=0,087
Y =0,057x + 0,153
r=0181 p=0,615

Y =-0,037x + 1.372
r=-0431 p=0.213
Y =-0,095x + 1.590 *
r=-0,737 p=0.015
Y =-0,147x + 0.082
r=-0,536 p=0.110
Y =-0,018x + 0.887
r=-0,091 p=0.802

Y =0,037x-0,319 *
r=0,730 p=0,017
Y =0,054x + 0,041 *
r=0,630 p=0,049
Y =0,091x + 0,409
r=0436 p=0,207
Y =-0,042x + 1,725
r=-0,184 p=0,611

Y =-0,009x + 0,930
r=-0,288 p=0,419
Y =-0,008x + 0,710
r=-0,142 p=0,696
Y =-0,044x + 0,948
r=-0,336  P=0,342
Y =0,072x - 0,279
r=0501 p=0,140

Correlag0es OT x sSBRS e OT x razdo LF/HF foram realizadas com 8-10 ratas. * (p<0,05),
** (p<0,01) e *** (p<0,001) denotam correlac@es significativas.
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Figura 7. Correlacdo entre imunorreatividade para ocitocina (OT) e sensibilidade
do barorreflexo (sBRS) ap6s privacdo de horménios ovarianos. * denota correlacdo
com valor de p<0,05 ou **p < 0,01.

DISCUSSAO

Os presentes achados confirmaram que privacdo de hormdnios ovarianos € uma
das causas de disfuncdo do controle autondémico cardiovascular. Mais especificamente,
nossos resultados demonstram que a falta desses horménios produziu efeitos deletérios
sobre o controle reflexo barorreceptor da FC, desequilibrio do sistema nervoso autbnomo
e elevagdo da PA. Embora diversos mecanismos celulares e moleculares estejam
comumente envolvidos, este estudo indica que a redugdo da expressdo de OT em
neurénios de subndcleos pré-autonémicos do PVN esta envolvida na deterioracdo da
regulagdo autonémica observada.

O importante papel da OT para o controle pressorico havia sido previamente
documentado (MERCURQO et al., 2000; CAVALLERI et al., 2011; CRUZ et al., 2013).
Entretanto, para o0 nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a mostrar que a privagao
de hormonios ovarianos reduz a expressédo de genes, bem como contetdo proteico de OT
em neurdnios pré-autondmicos do PVN, e essas alteragOes estdo fortemente associadas

com a disfung@o autondbmica em ratas ovariectomizadas.
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A incidéncia de doencas cardiovasculares & consideravelmente menor em
mulheres antes da menopausa quando comparadas a homens. No entanto, essa diferenga
é inexistente com a reducdo dos niveis circulantes de estrogénio que ocorre com 0
envelhecimento (BECKER; CORRAO, 1990; WENGER; SPEROFF; PACKARD, 1993;
TUNSTALL-PEDOE et al., 1994; GOLDEN et al., 2002). Nossos resultados concordam
com estudos anteriores ao mostrarem que 0 estrogénio possui funcéo cardioprotetora e
atua na manutencdo da homeostase metabdlica, por sua vez, a redugdo da expressao desse
horménio promove efeitos deletérios no sistema cardiovascular, aumento de massa
corporal com aumento de gordura abdominal ao mesmo tempo em que reduz a agéo da
via de sinalizacdo que controla o apetite e saciedade em nucleos do sistema nervoso
central (IRIGOYEN et al., 2005; FLUES et al., 2010; LIZCANO; GUZMAN, 2014).

A OT é um importante peptideo envolvido no controle da ingestdo de calorias.
Quando administrada centralmente, OT ou agonista para receptor de OT reduziram o
consumo de comida, enquanto o pré-tratamento com antagonista para receptor de OT
aboliu o efeito. (OLSON et al., 1991; MULLIS; KAY; WILLIAMS, 2013). De fato, 0
aumento da massa corporal induzida por uma expressdo central de OT anormal per se
pode ser um fator que contribui para o surgimento de disfuncdo do barorreflexo
(SKRAPARI et al., 2007; RE, 2009).

Trabalhos previamente publicados mostraram que a privacdo de hormonios
ovarianos é capaz de causar menor expressdo de RNAm para OT no encéfalo, incluindo
0 PVN (MILLER et al., 1989; PATISAUL et al., 2003). No entanto, este € 0 primeiro
trabalho a mostrar que a diminuigdo de hormonios femininos circulantes reduz o contetdo
de OT especificamente em subndcleos pre-autondémicos do PVN e, este efeito, esta

associado ao desequilibrio do sistema nervoso autbnomo.
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Resposta simpéatica aumentada para o coracdo e reduzida sensibilidade do
barorreflexo sdo preditores de morbidade e mortalidade para diversas doengas
cardiovasculares (BILLMAN; SCHWARTZ; STONE, 1982; BECKER; CORRAO,
1990; MERCURO et al., 2000). Neste estudo, observamos que a reducdo da sBRS
acompanhada da maior modulacdo simpética ao coragdo e elevada PA em ratas
submetidas a privacdo de horménios ovarianos. Esses resultados estdo de acordo com
estudos prévios, em ratas ovariectomizadas, que associaram essas alteracbes com
aumento do estresse oxidativo no corac¢do (IRIGOYEN et al., 2005; FLUES et al., 2010).

Notamos também que alguns trabalhos ndo encontraram déficit de controle
autondmico ou aumento pressorico em animais apos ovariectomia (NICKENIG et al.,
1998; DIAS et al., 2010). Essa inconsisténcia nos resultados pode ser explicada pelo
tempo em que as ratas ficaram expostas a concentragfes reduzidas de hormonios
ovarianos.

Nos estudos supracitados, os experimentos foram executados entre 3 e 5 semanas
ap6s a ovariectomia. Para 0 nosso conhecimento, estudos mostrando altos niveis
pressoricos e disautonomia foram realizados com, no minimo, 8 semanas apos a cirurgia
de retirada dos ovarios (HERNANDEZ et al., 2000; IRIGOYEN et al., 2005; FLUES et
al., 2010) e o presente conjunto de dados.

Os resultados apresentados neste trabalho em conjunto com 0s previamente
publicados sugerem que uma deficiente expressao de OT em neur6nios pré-autonémicos
do PVN pode ser um importante mecanismo de desregulacdo autonémica central, que
contribui com o estresse oxidativo cardiaco causando, disfuncdo no coracdo. Estudos
futuros s@o necessarios para testar essa proposta pois, em verdade, doengas cardiacas séo
as principais causas de morbidade e mortalidade em mulheres no periodo p6s-menopausa

(MOZAFFARIAN et al., 2015).
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O acumulo de evidéncias indica o papel crucial de neurbnios pré-autondmicos
OTérgicos do PVN na modulag&o do controle barorreflexo cardiaco. O complexo nicleo
do trato solitario/ nucleo dorsal motor do vago (NTS/DMV) recebe densas projecdes
OTérgicas oriundas do PVN que, quando ativadas, facilitam a resposta vagal ao coracéo,
melhorando o reflexo bradicéardico durante transientes de aumento de pressédo (BUIJS,
1978; BRAGA et al., 2000; HIGA et al., 2002). Também é importante salientar que a
liberacdo de OT no NTS/DMV durante a préatica de exercicio fisico reduz a reposta
taquicérdica e promove bradicardia de repouso em animais treinados (BRAGA et al.,
2000; HIGA-TANIGUCHI; FELIX; MICHELINI, 2009).

Coletivamente, essas observacdes indicam que adequada expressdao de OT em
subnicleos do PVN ¢é requerida para uma efetiva regulacdo autonémica do sistema
cardiovascular. Nossos resultados mostraram deficiente expressao de OT no PVN
ventromedial e posterior com dano ao barorreflexo em ratas OVX. Foi mostrado que
reduzido contetdo de OT, neurotransmissor co-liberado com glutamato nos neurdnios
pré-autonémicos, atenua a ativacdo de projecdes OTérgicas para areas dorsais do tronco
encefalico (PINOL et al., 2014).

Peters et al. (2008) também mostrou que a ativacdo dessas projecdes aumentam a
probabilidade de liberacdo de glutamato e a frequéncia de correntes excitatdrias pés-
sinapticas em neur6nios de segunda ordem do NTS, enquanto o pré-tratamento com
antagonista para receptor de OT bloqueia completamente esse efeito. A administracéo de
OT no NTS/DMV, mimetizando a ativagdo das projecdes OTergicas descendentes,
aumenta o reflexo de bradicardia durante a carga sobre os barorreceptores. (HIGA et al.,
2002).

Em estudos previos do nosso laboratorio, mostramos que o pré-tratamento com

atropina, mas ndo com propranolol, aboliu 0 aumento do reflexo bradicardico, indicando
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que o ganho do barorreflexo induzido por OT eleva o tonus vagal ao coragdo (HIGA et
al., 2002; MICHELINI, 2007). O presente conjunto de dados revelou forte correlagéo
positiva entre o conte(ido de OT e sensibilidade do barorreflexo. Embora a correlagéo per
se ndo é uma prova de causalidade, os resultados acerca da OT e controle autonémico
aqui apresentados somados aos previamente reportados fortemente sugerem que a
reducdo da acdo OTérgica do PVN em ratas ovariectomizadas pode ser responsavel por
atenuar a sensibilidade do barorreflexo e causar o desequilibrio simpato-vagal no coracao.

A variabilidade da FC tem sido amplamente aceita como indice da funcédo
autondmica cardiovascular. HF e LF sdo associados a modulacdo parassimpética
simpatica respectivamente, porém ha evidéncias de que o componente vagal é
parcialmente agregado a esta banda (APPEL et al., 1989; BURR, 2007). Alguns estudos
verificaram que o LF do IP ndo se associa com o aparecimento (spillover) de
noradrenalina e encontra-se muito reduzido em individuos com insuficiéncia cardiaca,
condicdo esta conhecida por hiperatividade simpatica. (ADAMOPOULOS et al., 1992;
GUZZETTI et al., 1995; EISENHOFER et al., 1996; MOAK et al., 2007). Mesmo
considerando que a fidedignidade do método de variabilidade da frequéncia cardiaca
ainda esteja em debate, neste estudo os resultados corroboram dados publicados
anteriormente em que a mensuragdo das variaveis autondmicas foram realizadas apos
blogueio farmacoldgico (padrdo ouro) em protocolos similares de privacdo de horménios
ovarianos em animais da mesma espécie e idade (FLUES et al., 2010; IRIGOYEN et al.,
2005).

Neurdnios OTérgicos expressam receptores para estrogénio do tipo  (ER-B), que
podem controlar a expressdo de OT (gene/proteina) (ALVES et al., 1998;
HRABOVSZKY et al., 1998). Stern e Zhang (2003) encontraram que neurénios pre-

autondmicos do subndcleo posterior do PVN que se projetam para o RVLM exibiram alta
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densidade de ER-B e menor excitabilidade ap6s periodo de privagdo dos hormonios
ovarianos. Um segundo tipo de receptor para estrogénio, denominado GPER ¢ localizado
em diversas areas do sistema nervoso central, incluindo neurdnios parvocelulares do PVN
ventromedial e dorsal cap (BRAILOIU et al., 2007). Estes receptores colocalizam-se com
neurénios OTérgicos magnocelulares do PVN e nucleo supra éptico (BRAILOIU et al.,
2007). Se a interacéo entre GPER e OT no PVN de fato ocorrem, e como esta interagéo
poderia contribuir para a manutencdo dos niveis de OT permanecem por serem
determinados. A potencial regulacéo transcricional do gene para OT pela ativagéo do ER-
[ também necessita de futuras investigagdes.

A reducdo do contetdo sanguineo de estrogénio é associado com maior risco de
insuficiéncia coronariana, infarto do miocérdio, acidentes vasculares e mortalidade. Esse
declinio hormonal é um evento caracteristico da menopausa que acometera, em sua
totalidade, as mulheres durante o envelhecimento natural (KANNEL et al., 1976;
GORDON et al., 1978; LA VECCHIA et al., 1987; UTIAN, 1989; VAN DER GRAAF;
DE KLEIN; VAN DER SCHOUW, 1997; JACOBSEN; KNUTSEN; FRASER, 1999;
MOSCA et al., 2006; GHOLIZADEH; DAVIDSON, 2008; RIVERA et al., 2009). Com
isso, é importante que hajam estudos com o objetivo de identificar os impactos dessas
alteracbes e como prevenir possiveis doencas relacionadas ao sistema cardiovascular
associadas a privacao de horménios ovarianos.

Os resultados apresentados nesta tese mostraram que 0s hormonios ovarianos séo
reguladores da expressdo de OT em nucleos pré-autondémicos do PVN e associados com
0 controle pressorico. A correlacdo entre expressdo OTeérgica e sistema nervoso
autondmico sugere interagdo entre os sistemas, mas nao pode ser considerado como prova

dessa hipotese.
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O bloqueio farmacoldgico utilizando antagonista para receptores de estrogénio no
PVN, bem como, antagonista para receptores de OT em nicleos como NTS, RVLM,
DMV e NA sdo necessarios para confirmar os resultados. Ademais, a dupla marcagéo de
neurdnios no PVN, utilizando tracador retrogrado administrado em ndcleos autondémicos
no bulbo e imunofluorescéncia para OT, € uma ferramenta que pode ser utilizada para
comprovar que os neurdnios afetados pela baixa quantidade de estrogénio séo realmente
pré-autonémicos.

Em uma perspectiva clinica, novos estudos serdo importantes para avaliar se a
reposi¢do hormonal, utilizando horménios sintéticos, seria capaz de prevenir ou reverter
os desfechos reportados. Além disso, o treinamento fisico é capaz de aumentar a
expressdéo de OT no PVN em animais espontaneamente hipertensos apds serem
submetidos a oito semanas de exercicios aerébicos (CAVALLERI et al., 2011; CRUZ et
al., 2013), entretanto, ndo se sabe se esse efeito ocorreria em populagfes femininas com
baixas concentragdes de hormonios ovarianos. Sendo assim, essas possibilidades de

novos métodos terapéuticos permanecem por serem testadas.

CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados apresentados mostraram que a privacéo de hormonios
ovarianos reduzem tanto a expressao de OT quanto genes para esta proteina em neur6nios
pré-autonémicos do PVN envolvidos no controle circulatorio. O déficit observado na
modulacdo OTérgica foi acompanhado por reducdo da modulacdo vagal, aumento da
modula¢do simpatica no coragdo, menor sensibilidade do barorreflexo e maior
variabilidade da PA. Finalmente, o conteudo de OT no PVN associado com o controle

autondmico cardiaco sugere que a depressdo da modulacdo OTeérgica hipotalamica
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contribui para o efeitos deletérios cardiovasculares observados em privagdo de hormonios

ovarianos.
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types of estrogen recaptors, we hypothesze that ovanan hormone deprivation causes
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OMergic drive and oxytocin levels in pre-autonomic newrons. Hera, we assessed oxyiocin
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INTRODUGAD

A pressao arterial (PA) & uma das vanavess fisiologicas
que necessita ser finamente controlada, para isso existemn
mecanismos fisiologicos newrais & endocrinos @pazes
de manter a homeostase dos niveis pressoricos a curto,
medio e longo prazo.

Dentre os hormdnios que atuam nessa fungdo en-
contra-se a Ogtocing [OT). Este peptides € classicamente
estudado pela grande importancia na fungdo reprodutora,
no entanto, a literatura centifica relata que a OT liberada
na cinoulacdo promove ajustes hidrosletroliticos e cardio-
vasculares aumentando a natrivrese, diminuindo a forga de
contragao e frequéncia cardiaca (FC) [ CHAN; SAWYER, 1962;
COSTA-E-SDUSA at al., 2005; HAANWINCKEL et al, 1005).

Ma década de 1990 surgiram trabalhos sugerindo a
relevancia da OT n3o soments como hormdnio, mas @m-
bém come neursctransmissor. O Nucleo Paraventricular do
Hipotzlamo [PYN) & uma das principais regites produtoras
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bl b

de OT e possui projectes para a neuro-hipafise, onde a
OT & liberada como hormonio. Além disso, esse nudeo
apresenta sinapses diretas com subnicleos bulbares que
controlam reflexamente a P& (BUUS, 1978; MICHELINI;
MORRIS, 1999; RUSS; WALKER, 1994).

O baromeflexs e quimicmeflexo possuem acao reflea
gue regulam a PA. Formados por receptores localizados
nas artenas aorta e carotidas, esses MECANISTHOS possUSm
aferéncias projetadas para o Bulbo, o qual fundiona comio
um “centro de integracao” das repostas c@rdiovasculares,
e também recebe projecies oritocdnergicas. De forma
interessante, o exercicio fisico promove alteragio na plas-
ticidade de neurtnios oCitoGNErgicos, Mas essa resposta &
abolida na auséndia da ativacio de baro & quimiorecepto-
res (BULS, 1978; CAVALLER et al., 20101; CRUZ et al, 2013).

Desta forma, o objetivo deste trabalho & contextu-
alizar como atuam 05 Mecanismos neurais de controle
da PA e a forma como a OT age na regulagSo pressdrica
por essas vias. Ademais, esclarecer gual a relacdo com
diferentes doengas cardiorrespiratdrias e como, experi-
mentalmente, o exercicio fisico pode atuar no processo
de recuperacio da agao odtodnérgica.
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