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RESUMO

Historicamente conhecida por suas agdes sobre o sistema reprodutor, hoje se sabe que a ocitocina (OT)
também pode contribuir para a regulacdo da homeostase cardiovascular e hidroeletrolitica. A OT ¢
produzida nos nucleos supra-optico e paraventricular do hipotalamo e liberada para o plasma a partir
de terminais neurais da pituitaria posterior, no entanto, muitos estudos identificaram locais extra-
cerebrais de producao OT, incluindo o coragdo e o endotélio vascular. A ativagdo de seus receptores
em células endoteliais, bem como em sistemas hipotaldmicos/hipofisarios e cardiaco, pode resultar na
producdo de 6xido nitrico (NO). O presente trabalho teve como objetivo verificar o papel do NO na
regulacdo da secrecao de peptideo natriurético atrial (ANP) estimulada por OT em cultura primaria de
cardiomidcitos de embrides de camundongos. Para tal, coragdes de embrides de camundongos Balb C,
com 19 a 21 dias de vida intra-uterina, foram isolados e cultivados para os ensaios com OT e demais
substancias interferentes na sintese de NO e GMPc seu segundo mensageiro. A adigdo de
concentracgoes crescentes de OT (0.1, 1, 10 e 100 uM) induziu aumento proporcional na secrecao de
ANP e nitrato para o meio, confirmando a a¢do estimuladora da OT em cardiomidcitos. O bloqueio da
liberacao de ANP estimulada por OT (10 uM) foi observada apds adi¢dao de Ornitina Vasotocina (CVI-
OVT) (100 uM), um antagonista especifico de OT. Este antagonista inibiu a secre¢do basal de ANP,
quando adicionado individualmente, sugerindo que a OT pode atuar via mecanismo autocrino, tonico
estimulatorio sobre a secrecao de ANP. Amplificac¢do da secre¢ao de ANP estimulada por OT (10 uM)
foi observada apods sua associagdo com L-NAME, um inibidor da sintase de 6xido nitrico (NOS) (600
uM), e ODQ (100 uM), um inibidor da guanilato ciclase soluvel, sugerindo a ocorréncia de feedback
negativo nitrérgico na liberagdo de ANP estimulada por OT no cardiomidcito. Os resultados obtidos
mostraram modulagao nitrérgica inibidora sobre a secre¢do de ANP estimulada por OT.

Palavras-chave: Ocitocina. Peptideo Natriurético Atrial. Oxido Nitrico. Cardiomidcitos.

ABSTRACT

Historically known for its effects on the reproductive system, oxytocin (OT) is now known to
contribute to the regulation of cardiovascular and electrolyte homeostasis. OT is produced in the
supraoptic and paraventricular nuclei of the hypothalamus and released into the plasma from neural
terminals in the posterior pituitary. However, many studies have identified extracerebral sites of OT
production, including the heart and vascular endothelium. Activation of its receptors on endothelial
cells, as well as in the hypothalamic/pituitary and cardiac systems, can result in the production of nitric
oxide (NO). The present study aimed to investigate the role of NO in the regulation of OT-stimulated
atrial natriuretic peptide (ANP) secretion in primary cultures of mouse embryo cardiomyocytes. For
this purpose, hearts from Balb C mouse embryos, 19 to 21 days of intrauterine life, were isolated and
cultured for assays with OT and other substances that interfere with the synthesis of NO and its second
messenger cGMP. The addition of increasing concentrations of OT (0.1, 1, 10, and 100 uM) induced
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a proportional increase in the secretion of ANP and nitrate into the medium, confirming the stimulatory
action of OT in cardiomyocytes. The blockade of ANP release stimulated by OT (10 uM) was observed
after the addition of Ornithine Vasotocin (CVI-OVT) (100 uM), a specific OT antagonist. This
antagonist inhibited basal ANP secretion when added individually, suggesting that OT may act via an
autocrine, tonic stimulatory mechanism on ANP secretion. Amplification of OT-stimulated ANP
secretion (10 uM) was observed after its combination with L-NAME, a nitric oxide synthase (NOS)
inhibitor (600 uM), and ODQ (100 uM), a soluble guanylate cyclase inhibitor, suggesting the
occurrence of nitrergic negative feedback on OT-stimulated ANP release in cardiomyocytes. The
results obtained demonstrated nitrergic inhibitory modulation of OT-stimulated ANP secretion.

Keywords: Oxytocin. Atrial Natriuretic Peptide. Nitric Oxide. Cardiomyocytes.

RESUMEN

Historicamente conocida por sus efectos sobre el sistema reproductivo, ahora se sabe que la oxitocina
(OT) contribuye a la regulacion de la homeostasis cardiovascular y electrolitica. La OT se produce en
los nucleos supradptico y paraventricular del hipotdlamo y se libera al plasma desde las terminales
neuronales en la hipofisis posterior. Sin embargo, muchos estudios han identificado sitios
extracerebrales de produccion de OT, incluyendo el corazén y el endotelio vascular. La activacion de
sus receptores en las células endoteliales, asi como en los sistemas hipotdlamo/hipofisario y cardiaco,
puede resultar en la producciéon de 6xido nitrico (NO). El presente estudio tuvo como objetivo
investigar el papel del NO en la regulacion de la secrecion del péptido natriurético auricular (ANP)
estimulada por OT en cultivos primarios de cardiomiocitos de embriones de raton. Para este proposito,
corazones de embriones de raton Balb C, de 19 a 21 dias de vida intrauterina, fueron aislados y
cultivados para ensayos con OT y otras sustancias que interfieren con la sintesis de NO y su segundo
mensajero cGMP. La adicion de concentraciones crecientes de OT (0,1, 1, 10 y 100 uM) indujo un
aumento proporcional en la secrecion de ANP y nitrato al medio, confirmando la accion estimuladora
de OT en cardiomiocitos. El bloqueo de la liberacion de ANP estimulada por OT (10 uM) fue
observado después de la adicién de Ornitina Vasotocina (CVI-OVT) (100 pM), un antagonista
especifico de OT. Este antagonista inhibidé la secrecion basal de ANP cuando fue afiadido
individualmente, sugiriendo que OT puede actuar a través de un mecanismo estimulador tdnico
autocrino sobre la secrecion de ANP. Se observo una amplificacion de la secrecion de ANP estimulada
por OT (10 uM) tras su combinacion con L-NAME, un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (NOS)
(600 uM), y ODQ (100 uM), un inhibidor soluble de la guanilato ciclasa, lo que sugiere la presencia
de retroalimentacion negativa nitrérgica en la liberacion de ANP estimulada por OT en cardiomiocitos.
Los resultados obtenidos demostraron una modulacion inhibitoria nitrérgica de la secrecion de ANP
estimulada por OT.

Palabras clave: Oxitocina. Péptido Natriurético Auricular. Oxido Nitrico. Cardiomiocitos.
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1 INTRODUCAO

Classicamente conhecida por suas a¢des sobre o sistema reprodutor, hoje se sabe que a OT
também pode contribuir para a regulacido da homeostase cardiovascular e hidroeletrolitica
(GUTKOWSKA; JANKOWSKI, 2012).

A OT ¢ um hormonio nonapeptidico, com peso molecular 1007 KDa. Sintetizada sob a forma
de pré-hormoénio (pro-ocitofisina) pelos neurdnios magnocelulares dos nucleos paraventriculares
(NPV) e supra-opticos (NSO) do hipotalamo e liberada na circulagdo a partir da neuro-hipofise. Possui
uma vida média na circulacao sistémica de aproximadamente 5-10 minutos. A parte ciclica de sua
molécula, com uma ligac¢do dissulfeto (-S-S-), ¢ fundamental para exercer os seus efeitos bioldgicos
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004).

Os estimulos mais potentes para liberacdo de OT sdo: aumento de osmolalidade plasmatica,
pressdo arterial e hipervolemia (KADEKARO et al., 1992). No coragdo, a OT estimula a liberacao de
ANP e diminui a forga e a frequéncia de contragdo, conduzindo a diminuigao efetiva do débito cardiaco
e, por conseguinte, da pressdo arterial. Esta agdo pode ser dependente, em parte, da sintese de NO
(MUKADDAM-DAHER et al., 2001) ou da liberagdo de ANP (FAVARETTO et al., 1997), uma vez
que ambas as substancias estimulam a sintese de GMPc, embora, por diferentes enzimas guanilato
ciclase (CG) (FAVARETTO et al., 1997). O GMPc pode inibir a contratilidade cardiaca pela
diminui¢do das correntes de célcio geradas via canais tipo L (TOHSE et al., 1995). Estas correntes
participam da liberagdo de ANP em varias condi¢des estimuladas (REBSAMEN et al., 1997; JIN et
al., 2004), sugerindo que o GMPc pode inibir a liberagdo de ANP por redugdo dessas correntes. Além
disso, a utiliza¢do de N (G)-nitro-L-arginina éster metilico (L-NAME), um inibidor da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS) (FRANDSEN et al., 2001; SANDER et al., 1999), resultou em efeito aditivo
sobre a liberacdo de ANP induzido por angiotensina II (ANG II), a qual foi atenuada por tratamentos
de NO ou 8-bromo GMPc em atrios perfundidos de ratos (SOUALMIA et al., 2001), sugerindo que o
NO pode agir inibindo a liberagdo de ANP induzida pela ANGII.

Os mecanismos de acdo do NO na célula cardiaca sao mediados pelo aumento da concentracao
da GMPc. O NO tem como alvo na célula cardiaca a enzima CGs. Uma vez ativada, a CGs catalisa a
conversao de GTP em GMPc, que consequentemente ativa a proteina cinase G (PKG). A PKG pode
inibir o influxo de célcio para a cé€lula, que ocorre através dos canais de calcio voltagem-dependentes
presentes na membrana celular (HARTZELL; FISCHMEISTER, 1986; MERY et al., 1991) e pode
diminuir a sensibilidade dos miofilamentos ao calcio (SHAH et al., 1994; YASUDA; LEW, 1997),
provavelmente através da fosforilacdo da Troponina I (Tnl) (LAYLAND et al., 2005), resultando na

diminui¢do da forga contratil e atenuando os efeitos adrenérgicos (LAYLAND et al., 2002).
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Além disso, existe evidéncia de que o NO bloqueie a agdo da fosfolipase C, conseqiientemente
inibindo a liberacdo de calcio mediada pelo trifosfato de inositol (IP3) (HIRATA et al., 1990;
CLEMENTTI et al., 1995). A PKG também inibe a liberagao de célcio do reticulo sarcoplasmatico (RS),
por fosforilar e inibir os receptores de IP3 presentes em suas membranas (KOMALAVILAS;
LINCOLN, 1996). Adicionalmente, o NO induz o aumento do transporte de calcio pela bomba de
calcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) de maneira independente da GMPc (BUSSE; FLEMING,
2000) e também parece aumentar a fosforilacdo da proteina fosfolambano durante o relaxamento
vascular (KARCZEWSKI et al., 1998). Todos estes efeitos determinam a diminui¢ao da concentragao
de calcio livre no citoplasma e conseqilientemente contribuem para o relaxamento muscular.

Esses efeitos atribuidos ao NO tem carater autdcrino nos proprios cardiomiocitos, mediante
estimulos variados (HAN et al., 1998; ZIOLO et al., 2001; BAROUCH et al., 2002), mas pode ser
também um efeito paracrino do NO, produzido pelas NOS3 nas células endoteliais (BALLIGAND;
CANNON, 1997). Por outro lado, o NO produzido pelas NOS expressas nas varicosidades neuronais
determina a diminuicdo da liberagdo de noradrenalina e potencializa a liberagdo de acetilcolina,
reforcando a modulacdo anti-adrenérgica no coragdao (PATON et al., 2002). O NO enddgeno apresenta
outros efeitos metabolicos e idnicos por meio de vias independentes do GMPc, como, por exemplo, a
inibicdo da respiragdo mitocondrial, inibicdo do transporte de glicose, aumento do transporte dos
acidos graxos livres e ativacdo da Bomba Na+ K+ ATPase nos cardiomidcitos (MASSION et al., 2003).
O mecanismo pelo qual o NO ¢ removido da GCs apds ocorrer a vasodilatacdo necessaria ¢
desconhecido. Sabe-se que a produgdo de GMPc ¢ interrompida segundos ap6s a remocao do NO da
enzima guanilato ciclase soluvel (BECKMAN; KOPPENOL., 1996).

A ocitocina exerce um efeito estimulador, proporcional a dose aplicada, sobre a secrecdo de
ANP diretamente no coragdo em estudo in vitro, sendo esse efeito revertido pela agdo de um
antagonista especifico de OT. De forma semelhante ao ANP, a OT também apresenta efeito inotropico
e cronotropico negativo, efeitos esses também mimetizados pelo GMPc, o principal mediador das
acoes do ANP, provavel intermediario das agdes da OT no coracdo (FAVARETTO et al., 1997;
GUTKOWSKA et al., 1997).

No entanto, o papel fisiologico da producao de OT cardiovascular é pouco conhecido, algumas
evidéncias suportam a hipotese de que a OT pode agir diminuindo a atividade cardiaca por efeito
cronotrdpico e inotrdpico negativo. Esta agdo pode ser dependente, em parte, da sintese de 6xido nitrico
(NO) (MUKADDAM-DAHER et al., 2001) ou da liberagao de ANP (FAVARETTO et al., 1997). Além

disso, evidencias demonstram que OT, NO e ANP atuam no sistema cardiovascular por intermédio do
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aumento da producdo de GMPc. Este por sua vez ¢ utilizado como mediador do relaxamento vascular,
efeitos inotropicos e cronotropicos negativos no coragao (JANKOWSKI et al., 1998).

Essas evidéncias nos conduzem a hipdtese de que a OT pode participar de mecanismos
intrinsecos de regulacdo da fun¢do cardiaca como um sinalizador enddcrino, autocrino e/ou paracrino,
mediando efeitos inibidores da atividade contratil e estimuladores da atividade secretoria de ANP e
sintese de NO, no entanto, uma ac¢ao direta ainda necessita ser confirmada. Adicionalmente, o fato de
NO atuar como um possivel modulador inibitorio da liberagao de ANP (LESKINEN et al., 1995) e de
suas enzimas estarem presentes no coragao (BALLIGAND et al., 1995) priorizamos estudar
mecanismos exclusivos dos cardiomidcitos envolvendo a OT e possiveis estimulos mediados por ela
sobre a secrecdo de ANP e sintese de NO a partir do nitrato, um metabolito resultante de sua degradacao
em cultura priméria de cardiomiocitos. Este estudo tem como objetivo estudar possiveis mecanismos
nitrérgicos relacionados a regulacdo da secrecdo de ANP por ocitocina em cultivo primario de

cardiomidcitos de embrides de camundongos.

2 METODOLOGIA
2.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados camundongos Balb C, fémeas, gravidas (19 a 21 dias),
provenientes do Biotério do Laboratorio de Neuroendocrinologia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP/USP). Com peso aproximado de 50 [] 10 g, mantidas em gaiolas comunitarias,
em ambiente controlado artificialmente (24+2 °C; 14 horas de luz e 10 horas de escuro) com

disponibilidade de 4gua e racdo ad libitum.

2.2 CULTURA DE CARDIOMIOCITOS

Todos os experimentos foram conduzidos com base em um modelo de cultivo primario de
cardiomiocitos (MACHADO et al, 2000). E um cultivo simples de células cardiacas,
predominantemente de midcitos de embrido de camundongo (£ 21 dias). As células sdo exigentes
quanto a demanda metabdlica nutricional, mas resistem bem por varios dias sem troca de meio (+ 8
dias).

Os coragdes de embrides de camundongos Balb C com 19 a 21 dias de vida intra-uterina foram
retirados sob anestesia com éter etilico, para cultivo em cada experimento. Em seguida fragmentados
em solugao refrigerada de Ringer, lavados por 3 vezes seguidas em solugdo de tampao fosfato a 0,1 %
(PBS), sem Ca2+ e Mg2+, e dissociados em solucdo de colagenase a 0,01% (tipo II) (Worthington
Biochemical Corp) + tripsina a 0,01 % (Gibco-Brl) em PBS (0,1 %) por agitagio magnética (10

‘
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repeti¢des de 5 min) a 37°C, pH=7,4. Efetuou-se 9 coletas da suspensdo de células (10 ml), apds o
descarte da primeira, nos intervalos das trocas. Estas células em suspensao foram adicionadas em 0,5
ml de soro fetal bovino (Gibco) (inativado a 56 °C/15 min) refrigerado, em seguida levadas a
centrifugagdo por 10 min (4 °C a 1.200 rpm) e o precipitado recuperado em um s6 frasco com 18 ml
de meio DMEM (Dulbecon’s modified Eagles’s médium) enriquecido com soro fetal bovino (SFB)
(5%); soro de cavalo (SH) (10%) inativado (56°C/15min) e extrato de embrido de pinto (1%). Apds
uma nova centrifugac¢ao (10 min a 4°C em 1.200 rpm), o precipitado foi resuspenso em 2 ml do mesmo
meio € uma aliquota de 10 ul foi retirada para contagem das células. Aproximadamente 1.2 x 105
células foram semeadas em placas de cultura com 24 pogos (Corning) contendo 1 ml de DMEM
enriquecido. Para total aderéncia das células a superficie do pogo foi coberta com um filme de gelatina
de porco a 0,001 %. Uma troca de meio foi efetuada 24 horas depois quando se avaliou a viabilidade
da cultura. Nesta condicdo, a maioria das células ja apresentaram batimentos discretos, os quais,
tenderam a aumentar de intensidade com o avango dos dias e seu crescimento em estufa programada

para uma atmosfera de 5% de CO2 (misturado ao ar atmosférico) a 37 °C.

2.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os cardiomi6citos foram incubados por 96 horas com DMEM enriquecido (5% (SFB) e 10%
HS). Depois desse tempo, o meio foi substituido por DMEM sem soro e incubados por 60 minutos
para normalizar os niveis basais de ANP. Em seguida, mais 15 min para o ensaio com substancias
testes. Essa sequéncia temporal foi seguida para todos os experimentos. Foram submetidas duas placas
de cultura, reservando-se a primeira coluna para o controle e o restante das colunas para as substancias
testes. O meio de incubagdo foi retirado de cada intervalo e armazenado em freezer a -70 °C para

quantificagdo de ANP e nitrato.

2.4 QUANTIFICACAO DE ANP

A quantificagdo de ANP foi realizado por radioimunoensaio com duplo anticorpo segundo
método descrito por GUTKOWSKA et al. (1984), no Laboratério de Neuroendocrinologia na
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP/USP).

O radioimunoensaio consiste na preparacao de uma curva-padrao, feita ensaiando-se 100 pl de
padrdes ANF com diluicao seriada de 0.76 a 195.3 pg/tubo (1-28- Peninsula®), 100ul de tampao ANP
[ Na2HPO4 7 H20 - monosfosfato bibdsico de sodio heptahidratado, 134.04 g/l (Dinamica
Reagentes®); NaH2PO4 .H20 - fosfato de s6dio monobésico monohidratado, 69 g/l (Dinamica
Reagentes®); NaCl - cloreto de sodio, 2.92¢g/l (Dinamica Reagentes®); Albumina Bovina Fracao V,

~
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1.0 g/l (SIGMA® A-8022); Triton X-100, 1.0ml (SIGMA® T-8787); Polietilenoglicol, 6,25% (PEG
PM 6000 - REAGEN®) e NaN3 — azida de so6dio, 0.01% (SIGMA® S-8032); 100ul de anticorpo
primario (ANF de coelha anti-rata, antigamaglobulina de rata produzida em coelha- rabbit anti-rat
alpha ANF, dilui¢do 1:60.000- conseguido por imuniza¢ao na FMRP/USP), diluido com soro de coelho
normal 1%, 100ul de hormdnio marcado (1251- ANF (1-28) e a reacdo foi completada com 100ul de
segundo anticorpo (ANF de cabra anti-coelho, antigamaglobulina de coelha produzida em cabra,
diluicao de 1: 20.000 — fabricada por imunizagao na FMRP/USP), seguido de incubacao “overnight™
de 4 dias a 4 °C. Ao final adicionou-se 1 ml de polietilenoglicol, 6,25% (PEG PM 6000 - REAGEN®)
refrigerado para acelerar a precipitagio do complexo formado. Centrifugou-se em centrifuga
refrigerada 4 °C (Mod. 3 K10 — SIGMA®), por 25min a 3.000 rpm e o sobrenadante foi aspirado ¢ a
radioatividade do precipitado contada em cpm no contador Gama (Cobra 5002-PACKARD[]) com
eficiéncia de contagem maior que 72%.

As concentragdes de ANP nas amostras foram obtidas a partir da curva-padrdo anteriormente
descrita. Amostras de mesmo grupo foram quantificadas em Unico ensaio para evitar variagdes
interensaios. As amostras foram quantificadas em duplicata, utilizando-se duas curvas-padrao, sendo
uma lida no inicio e outra no final da leitura do ensaio, para controle de pipetagem. Esses dois

procedimentos, também sdo importantes para o controle intra-ensaio.

2.5 DOSAGEM DE NITRATO (NO3)

A determinagdo da concentracdo de nitrato também foi realizada no Laboratorio de
Neuroendocrinologia na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP/USP) pela técnica de
quimioluminescéncia, através de um analisador de 6xido nitrico (Nitric Oxide Analyzer, NOATM?280,
Sievers Instruments, Inc., Colorado, USA), segundo método descrito por HAMPL et al. (1996).

Ap6s cada protocolo experimental aliquotas de 5 [J1 destas amostras foram injetados na camara
de reagdo onde o nitrato reage com o cloreto de vanadio formando NO, o qual, por sua vez reage com
0 O3 formando dioxido de nitrogénio (NO2-). O NO2- apresenta-se numa forma instavel e tem a
capacidade de emitir fotons que se chocam contra uma superficie foto-sensivel de uma célula
fotomultiplicadora. Isso gera corrente de elétrons que ¢ captada, amplificada e processada por um
transdutor analogico digital, dando origem ao tragado gréafico. A area contida no tracado € entdo
demarcada e quantificada pelo programa NOAnalysisTM Software (version 3.00PNE) de
funcionamento exclusivo do sistema de andlise. O coeficiente de correlagdo para as curvas padrdes

variou entre 0,98 a 1,0 e a dose minima detectavel foi de 0,5 pM.
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sao apresentados com média + erro padrao da média (EPM). O teste estatistico
aplicado foi ANOVA seguido do teste Newman-Keuls ou teste “t” de Student, para comparagdes entre
grupos. As determinagdes das diferencas estatisticamente significantes levaram em conta p<0,05 sendo
* p<0,05, ** p<0,01 para comparagdes com o grupo controle e + p <0,05, ++ p<0,01 para comparagdes

entre grupos tratados.

3 RESULTADOS

Quanto aos efeitos sobre a concetracdo de Basal de ANP ¢ Nitrato, a administracdo de OT
induziu nos tempos 5 ¢ 15 min um aumento dose-dependente (0.1, 1, 10 e 100 uM) na liberacao de
ANP para o meio (Figura 1). Os efeitos de OT na liberagdo do ANP comegou 5 min apds a adi¢do das
doses de 10 e 100 uM, e foram mantidos aos 15 min, quando todas as doses induziram aumento
significativo e, finalizando aos 60 minutos, quando nenhuma altera¢ao mais significativa foi detectada.

Por sua vez, a liberacdo de nitrato dependente da dose, ocorreu somente em 15 min para todas as doses

testadas da OT (Figura 2).

Figura 1. Efeitos da administrag@o de ocitocina (OT) na liberagcdo de ANP (n=6). Os valores sdo apresentados em
média+EPM.* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 para comparagdes entre tratado versus basal no mesmo grupo de células.

01uMOT = 10 uM OT

Basal
1uM OT EE 100 uM OT

1200-
f 800+ b
-67 L ®H
=
% *
Z 400

° 5 15 60
Tempo (min)
Fonte: Conde et al., 2024
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Figura 2. Efeitos da administrag¢@o de ocitocina (OT) na liberacao de nitrato (NO3) ap6s 15 min de tratamento. Os valores
sdo apresentados em média+tEPM. ((n=6) * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 para comparagdes entre tratado versus basal
no mesmo grupo de células.
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Fonte: Conde et al., 2024

Verificarmos a ocorréncia de algum efeito intrinseco da OT cardiaca sobre a secre¢ao de ANP,
adicionou-se CVI-OVT (0.1, 1,10 uM), um antagonista especifico para receptores de OT. Uma
significativa diminui¢do da liberagdo de ANP ocorreu somente apés a administragao da dose de 1 uM
mas, sem diferenca de magnitude com a concentragdo 10 vezes maior, apos 15 min de observacao
(Figura 3), sugerindo um efeito limitado por continua e baixa libera¢do de OT constitutiva para o meio.

Quanto aos efeitos do bloqueio de receptores de OT sobre a secre¢cdo de ANP estimulada por
OT, verificou-se uma diminuicao da liberagdo de ANP decorridos 15 min da adi¢do do antagonista
individualmente na dose de 100 uM. Quando associado com OT foi demonstrado o bloqueio (CVI-
OVT 100 uM) da estimulagdo ocitocinérgica sobre a liberacdo de ANP (Figura 4). Esta substancia foi
eficaz em inibir a liberagdo de ANP induzida por OT (10 pM). Comprovando a especificidade dos
efeitos de OT.

Figura 3. Efeitos da administraggo individual de antagonista de OT na liberagcdo de ANP basal apos 15 min de
tratamento. Os valores sao apresentados em média+tEPM.* p<0,05; ** p<0,01 para comparagdes entre tratado versus

controle.
300+
T 200
2 *
— *
[+
Z 1004
0
0 0,1 1 10
OVT CVI (pM)
Fonte: Conde et al., 2024
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Figura 4. Efeitos da administragdo de CVI-OVT (100 uM) na liberagdo basal de ANP (sem OT) ou induzido por OT
(com OT) em condicdes de eqiiimolaridade (10 uM) ap6s 15 min de tratamento. Os valores sdo apresentados em
média+EPM.* p<0,05; ** p<0,01 para comparagdes entre tratado versus controle. + p<0,05; ++ p<0,01 para
comparagdes entre grupos tratados versus respectivos controles.
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Fonte: Conde et al., 2024

Para verificarmos possiveis efeitos do aumento da produgdo de NO na secrecdo de ANP basal
ou induzida por OT foi adicionado SNP (600 pM), um doador de NO, individualmente ou associado a
OT (10 uM). Uma significativa diminui¢ao da liberacdo de ANP foi obtida apods adi¢do do doador de
NO, em ambas as condi¢des experimentais decorridos 15 min de observagado (Figura 5).

Com o objetivo de estudar possiveis efeitos da diminuicao da produgdo de NO na secrecao de
ANP basal ou estimulada por OT (10 uM), utilizou-se L-NAME (600 uM), um inibidor inespecifico
de NOS. Amplificagdo significativa da secrecdo de ANP estimulada por OT foi observado apds 15

min de observacao (Figura 6).
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Figura 5. Efeitos da administragdo de SNP (600 uM) na liberagdo de ANP basal (sem OT) ou estimulada por OT (10 uM)
apods 15 min de tratamento. Os valores sdo apresentados em média+EPM (n=6). p *<0,05; ** p<0,01 para comparacdes
entre tratado versus controle. + p<0,05; ++ p<0,01 para comparac¢des entre grupos tratados versus respectivos controles.
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Fonte: Conde et al., 2024

Figura 6. Efeitos da administragdo de L-NAME (600 pM), um inibidor inespecifico da NOS, na liberacdo de ANP basal
(sem OT) ou estimulada por OT (10 uM) (com OT) ap6s 15 min de tratamento. Os valores sdo apresentados em
média+tEPM (n=6). + p<0,05; ++ p<0,01 para comparacdes entre grupos tratados versus respectivos controles.

800
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R L-NAME

600-

4004

200- i
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Fonte: Conde et al., 2024

ANP (pg/ml)

Buscou-se avaliar a participagdo de GMPc na modulacao nitrérgica da secregao de ANP basal
ou estimulada por OT (10 uM) adicionando um inibidor da CGs (100 uM ODQ). Um efeito aditivo

desta substancia foi observado somente sobre a secrecdo de ANP estimulada por OT (Figura 7).
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Figura 7. Efeitos da administragdo de ODQ (100 pM), um inibidor da CGs, na liberacdo de ANP basal (sem OT) ou
estimulada por OT (10 uM) ap6s15 min de tratamento. Os valores sdo apresentados em média+tEPM (n=6). + p<0,05; ++
p<0,01 para comparagdes entre grupos tratados versus respectivos controles.
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4 DISCUSSAO

Os resultados confirmaram, em cardiomiocitos isolados, a acdo estimulatéria da OT na
secre¢dao de ANP (Figura 1), evidenciada por outros estudos in vivo (GUTKOWSKA et al., 1997) e, in
vitro, em preparagdo de coracdo isolado (FAVARETTO et al., 1997). A diminui¢do da secre¢do basal
de ANP e a anulacdo do efeito estimulatorio de OT, resultante da adicdo de um antagonista especifico,
sugere a especificidade da acdo hormonal e a ocorréncia de uma regulacao tonico-estimulatéria de OT,
em uma atipica regulacao autdcrina (Figura 3). No entanto, ndo obtivemos sucesso na tentativa de
medir a concentragdo de OT no meio (dados ndo mostrados), sugerindo que essa a¢do dependa de
condi¢des particulares de regulacdo para ocorrer, desde que a sintese de OT pelo cardiomidcito foi
evidenciada por outros estudos (JANKOWSKI et al, 1998; GUTKOWSKA et al., 2000; PETERSSON
et al, 2002)

O aumento da secre¢do de ANP estimulada por OT foi acompanhada por aumento proporcional
de nitrato no meio, relacionando a produ¢do de NO a estes efeitos (Figura 2). Este antagonista também
induziu diminuig¢do significativa na liberagdo ANP basal, quando administrado sozinho, sugerindo a
ocorréncia da regulagdo autdcrina de OT por um mecanismo tonico estimulatorio.

De fato, estes resultados confirmam efeitos de OT na liberagdo de ANP demonstrado por alguns
estudos. As concentragdes plasmaticas de ANP aumentaram apos inje¢do ip (20 min) ou iv (5 min) de
OT em ratos acordados. Essas mudancas foram relacionadas ao aumento da osmolaridade urinaria,
natriurese, e caliurese induzido por inje¢do de OT via i.p (HAANWINCKEL et al., 1995). Ainda, a
OT também promoveu um aumento na concentracdo de ANP no efluente, efeito este completamente

bloqueado pela perfusdo com um antagonista de receptores de OT, que resultou na reducdo da

‘
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concentragdo de ANP no efluente para valores inferiores aos basais (GUTKOWSKA et al., 1997).
Reforcando estes dados, estudos demonstram que a incubacdo de atrios isolados de ratos com OT
(1uM) resultaram no aumento da secre¢ao de ANP, efeito mais uma vez bloqueado por um antagonista
de receptores ocitocinérgicos, o qual também manteve a secre¢do de ANP em niveis inferiores ao
controle (FAVARETTO et al., 1997). Nossos resultados também reproduziram os efeitos do
antagonista de OT em reduzir a liberacdo de ANP em cardiomiocitos para valores inferiores aos basais
(Figura 10), o que sugere a participacao de um sistema ocitocinérgico cardiaco no controle da secrecao
atrial de ANP (FAVARETTO et al., 1997; GUTKOWSKA et al., 1997).

Estudos subseqiientes mostraram que a OT ¢ sintetizada, armazenada e liberada de
cardiomidcitos. O contetido de OT mensurado em culturas de células e coletado ap6s 1 h de incubagao
em média 228 + 55 pg / ml do meio e 53 £ 3 proteina pg/mg nas células. Estes autores verificaram a
expressao de mRNA especifico de OT em camaras diferentes de coracdo de rato (JANKOWSKI et al.,
1998). Além disso, os niveis de mRNA para receptores OT nos atrios foram encontrados em maior
quantidade do que nos ventriculos, no global os niveis de mRNA de receptores de OT foram calculados
como sendo, pelo menos, 10 vezes mais baixo do que o nivel de mRNA de receptor OT presente no
utero de ratas (JANKOWSKI, et al 1998).

No entanto, ¢ possivel que fatores ainda desconhecidos modulem a sintese e secre¢ao cardiaca
de ocitocina, controlando a concentragdo tecidual deste peptideo, o qual poderia assim atingir niveis
elevados, capazes de influenciar a funcdo elétrica e mecanica do coragdo, além de sua funcdo
enddcrina, considerando o fato de camundongos depletados do gene da ocitocina apresentarem elevada
frequéncia cardiaca intrinseca (MICHELINI et al., 2003).

O uso de um bloqueador da sintese de NO (L-NAME) potenciou a secre¢ao de ANP estimulada
(mas ndo basal) por OT (Figura 6) e, em contraste, o uso de um doador (SNP) inibiu tanto a secrecao
basal como a estimulada (Figura 5), confirmando nos cardiomiécitos, a regulagdo inibitoria de NO
sobre a liberacao de ANP.

De fato, estes resultados confirmaram efeitos de NO na inibi¢ao da liberagdo de ANP
demonstrado por estudos in vivo. Evidenciaram que o NO liberado do endocardio inibiu a secre¢ao de
ANP, desde que o uso de um bloqueador da sintese de NO (L-NAME) resultou em aumento da
secrecdo de ANP basal ou induzida por estiramento (LESKINEN et al., 1995). Outras evidéncias
mostraram que o NO inibiu a expressao atrial de mRNA para ANP (LEE et al., 2000). Estes resultados
mostram que a simples inibicao da sintese de NO ¢ capaz de estimular a liberagdo de ANP sugerindo
um mecanismo tonico inibidor do NO sobre a liberagdo basal ou estimulada de ANP. E pertinente

ressaltar, no entanto, que o efeito da inibicao da sintese de NO foi mais eficaz na condi¢ao estimulada

~
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por OT, sugerindo que algum mecanismo inibidor intrinseco deva estar limitando a producdo de NO
na condicao constitutiva.

O mecanismo utilizado pelo NO para produzir esse efeito inibidor pode depender da sintese de
GMPc, via ativagao da enzima guanilato ciclase soltivel, como demonstrado em nossos resultados pelo
aumento da libera¢do de ANP resultante a adigdo de ODQ, um inibidor especifico dessa enzima.

O GMPc regula preponderantemente de forma inibitoéria o metabolismo celular por interferir
negativamente em sinalizagdes que aumentem a concentracdo de ion calcio livre no citoplasma
(DOMEK-LOPACINSKA; STROSZNAJDER., 2005), cuja resultante ¢ a diminuicao de calcio livre
no citoplasma (TOHSE et al., 1995),

O aumento da concentragdo de nitrato (basal) e a amplificagcdo da liberagdo de ANP induzida
por OT ap6s administracdo de L-NAME (Figura 6) ou ODQ (Figura 7) observados em nos nossos
resultados, indicam que o NO pode atuar por um feedback negativo via a produgdo de GMPc limitando
a liberacdo de ANP induzida por baixas concentragdes de OT (concentragdes cardiacas basais de OT).

Esta hipotese € corroborada por evidéncias que demonstraram efeito cronotropico e inotropico
negativo em coracdo isolado em atividade expontanea (FAVARETTO et al., 1997). Efeitos
mimetizados pela adi¢do de 8-bromoguanosina monofosfato ciclica (8-bcGMP), sugerindo que GMPc
atuou mediando estas respostas (FAVARETTO et al., 1997).

No entanto ¢ dificil pensarmos serem os efeitos inotropico e cronotropico negativo resultante
de uma agdo direta da OT sobre os cardiomidcitos. Afinal, o receptor de OT ¢ acoplado a proteina Gq
e, consequentemente, sua ativacdo resulta na estimula¢do da fosfolipase C, geragdo de inositol-
trifosfato (IP3) e diacilglicerol, resultando na liberacdo do ion célcio de reservas intracelulares
(GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001). Todavia, € possivel que a ativacdo de receptores ocitocinérgicos
nos cardiomidcitos, resulte na ativagdo da enzima NOS e aumento na sintese de 6xido nitrico (NO)
que, por sua vez, pode estimular a enzima guanilato ciclase soluvel, resultando na maior sintese de
GMPc nestas células. De fato, um aumento tanto nos niveis de NO, como de GMPc resulta em efeito
inotrdpico negativo, que pode ser explicado com base na ativagao de proteina cinases dependentes de
GMPc, as quais inibem a sintese de ATP e fecham canais de calcio dependentes de voltagem
(BRUTSAERT, 2003). Além disso, ¢ possivel que outras vias utilizadas por GMPc possam ativar a
fosfodiesterase II (PEDII) que reduziria a concentracdo citosolica de AMPc, o que promoveria a
inibicao da proteina quinase A (PKA) com consequente efeito inotrdpico e cronotropico negativo
(MASSION et al., 2003). Além desses efeitos cardiacos, OT e ANP atuaram promovendo aumento da
excrecdo de sédio e potdssio renal por mecanismos dependentes do aumento da sintese de GMPc

(SOARES et al., 1999).

~
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Outras investigagdes revelaram que a secrecdo de ANP estimulada por ANG II, também foi
amplificado por L-NAME, e, atenuada por tratamento com NO ou 8-bcGMP. Adicionalmente,
aumento ou diminui¢do nos niveis de GMPc ocorreram depois do tratamento com ANG II ou L-
NAME, respectivamente (SOUALMIA et al., 2001). Estes resultados mostram que, a semelhanga para
OT, NO e GMPc podem modular negativamente efeitos de ANG II, sugerindo a existéncia de um
feedback negativo sobre a liberacao de ANP induzida por este hormonio. Além do mais, o fato de 8-
bromo GMPc ndo ter induzido quaisquer alteragdes na secre¢ao basal de ANP pode indicar, que
independente da via de sintese, 0 GMPc nao participa da regulacao basal de secrecao de ANP.

A participagdo de NO na acdo cronotropica e ionotropica negativa induzida por OT foi
confirmada em estudo semelhante, onde o L-NAME inibiu significativamente efeitos cronotropico e
ionotrdpico negativo induzidos por OT (MUKADDAM-DAHER et al., 2001; ONDREJCAKOVA et
al,.2009). No entanto, o uso de um bloqueador inespecifico das NOS, geralmente induz um efeito
inotrépico negativo sobre a célula cardiaca e sobre o coragdo. Isto ¢, provavelmente, consequéncia do
bloqueio de NOS1 e NOS3, ja que em condi¢des normais a expressdo de NOS2 ¢ inexistente ou muito
pequena para ser considerada responsavel por este efeito. O uso de um bloqueador inespecifico de
NOS (L-NAME) poderia demonstrar apenas a consequencia do bloqueio da isoforma predominante.
De fato, a existéncia de microdominios para isoformas NOS1 e NOS3 em caveolas no sarcolema e
reticulo sarcoplasmatico, repectivamente, mostram que ambas as isoformas podem regular o fluxo de
Ca?" reforcado pela ativacio de receptores B-adrenérgicos (PATON et al., 2002) Além disso, é possivel
que a inibi¢io da entrada de Ca*" através dos canais de Ca** tipo-L mediada pela isoforma NOS1 possa
ser um provavel mecanismo através do qual NO regule a contracio e estoques de Ca’" intracelulares,
sugerindo que o NO produzido por esta isoforma possa exercer uma regulacao de feedback negativo
no influxo de Ca*" (SEDDON et al., 2007). Em contrapartida, estudos demonstraram efeitos opostos
das isoformas NOS1 e NOS3, na atividade basal do coracdo. Os autores sugeriram que este efeito deve-
se a compartimentalizagdo destas enzimas na célula cardiaca (BAROUCH et al., 2002). No entanto,
ainda ¢ dificil saber com precisao qual o efeito que cada isoforma tem sobre a contratilidade cardiaca
basal frente aos resultados conflitantes existentes.

Em contraste, h4 evidencias de que o NO pode inibir as correntes de célcio tipo L via GMPc
(CAMPBELL et al., 1996) e que essas correntes sao necessarias para a liberagao de ANP, em condi¢des
estimuladas (REBSAMEN et al., 1997, JIN et al., 2004). Corrobora o fato de que o NO pode atuar de
forma direta diminuindo a corrente de célcio via canais voltagem-dependente de membrana (HU et al.,
1997), refor¢ando a hipotese de uma acdo inotrdpica negativa nitrérgica em cardiomidcitos pela a

adicao de doadores de NO (WAHLER; DOLLINGER, 1995; FLESCH et al., 1997).

~
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Outra possibilidade seria considerarmos os efeitos cardiacos do ANP, que ao interagir com seus
receptores promove a ativacdo de guanilato ciclase. De fato, estudos sugerem que o ANP,
isoladamente, inibe atividade do canal Ca®* tipo L cardiaco através da producdo intracelular de GMPc
e, em seguida, a ativacdo de PKG, uma vez que 8-bcGMP reproduziu os efeitos de ANP em células
ventriculares isoladas de coragdo de coelho (TOHSE et al., 1995). Estes dados sdo sugestivos de que
ANP e NO atuam por efeitos complementares inibindo a contratilidade do miocérdio via atividade de
GMPc e PKG.

Por fim, podemos sugerir que a liberacdo de ANP a partir dos cardiomidcitos pode diminuir a
atividade cardiaca estimulada por OT, assim como o aumento de NO induzido por OT resultaria em
inibi¢do da liberacdo de ANP, uma vez que o NO pode atuar por um mecanismo de feedback negativo
via a producdo de GMPc limitando a liberacdo de ANP induzida por OT, estabelecendo, por
conseguinte, um limite de producao de ANP. De fato, a agdo do ANP pode ser limitada por NO, que
também pode ser produzido no coragdo, a partir de suas enzimas NOS que estdo presentes nos
cardiomidcitos (BALLIGAND et al., 1995), o qual pode modular a agdo de ANP via OT, com aumento
da producao de NO e consequente aumento da sintese de GMPc. O aumento da disponibilidade de
GMPc no citoplasma ¢ suficiente para inibir a liberacdo de ANP, desde que a administragdo de 8-
bromo GMPc, um analogo que permeia a membrana celular, induziu diminuicdo da liberagao de ANP

em corac¢ao perfundido isolado in vitro (FAVARETTO et al., 1997).

5 CONCLUSAO

O presente estudo nos revelou que a OT estimulou a secre¢do basal de ANP que foi inibida por
seu antagonista especifico, evidenciando possivel mecanismo de regulagao estimuladora intrinseca no
cardiomidcito.

A OT estimulou a produgdo de NO concomitantemente a de ANP. O NO produzido exibiu
efeito inibidor sobre a secregdo de ANP basal ou estimulada por OT. Um efeito dependente da sintese
de GMPc via guanilato ciclase soluvel. Revelando que a OT pode estimular a secre¢do de ANP e a
producdo de NO concomitantemente. O NO pode ativar a guanilato ciclase soluvel, que, por sua vez,
sintetiza GMPc a partir de GTP. O aumento da producdo de GMPc pode resultar na inibicdo da
liberacao de ANP por ativagdo de PKG

Por fim, novas abordagens experimentais deverdo ser conduzidas visando avaliar com mais
profundidade essa relacdo de dependéncia ou regulacdo entre esses mensageiros € seu papel na

regulagdo de ANP no cardiomidcito.
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