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RESUMO

O envelhecimento é acompanhado por diminuicdo da agua corporal total e, associada a
hiperosmolalidade plasmatica, hd diminuicéo da sensacao da sede juntamente com aumento da
atividade neuronal hipotaldamica relacionada ao equilibrio hidroeletrolitico. Estudos recentes
em animais adultos tém correlacionado a atividade de células produtoras de vasopressina (AVP)
a expressao génica de apelina (APL) e enzimas envolvidas na sintese de 6xido nitrico (NO) e
mondxido de carbono (CO). H& evidéncias de que o NO atue como inibidor da secrecéo de
AVP e 0 CO exerca uma fungdo oposta, controlando assim a ativagédo de células produtoras de
AVP. Entretanto, o papel e a via de atuacdo de ambos no controle da neurossecrecéo nao € bem
conhecido, principalmente durante o processo de envelhecimento. Ainda, ndo ha estudos que
demonstram a possivel relacdo da APL com gasotransmissores durante o estresse osmatico.
Portanto, este estudo buscou avaliar o impacto do envelhecimento e da privacgéo hidrica (PH)
na expressdo de APL, 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) e heme-oxigenase 1 (HO-1) no
nucleo paraventricular (PVN) e no 6rgdo subfornical (SFO), regides que atuam na producdo de
AVP e como osmorreceptora, respectivamente. Nos animais em privacdo hidrics, avaliamos
ainda os efeitos da administracao intracerebroventricular (icv) de APL. O envelhecimento ndo
afetou a expressdo de APL e das enzimas avaliadas, mas quando submetidas a PH, ratas idosas
apresentaram um déficit na producdo de nNOS. O tratamento icv de APL reduziu a expressao
de nNOS no animal adulto sob estimulacdo osmética, enquanto no idoso, causou uma reducao
na expressao de HO-1. Nossos resultados sugerem que a APL pode estimular a sintese de AVP

em situacOes de estresse via NO e ainda, que este efeito é perdido no individuo idoso.

Palavras-chave: Sistema APL/rAPJ; NO/nNOS; CO/HO-1; privacdo hidrica; osmorrensores;

nucleo paraventricular.



ABSTRACT

Aging is accompanied by a decrease in total body water, and associated plasma hyperosmolality
diminishes thirst sensation along with increased hypothalamic neuronal activity related to fluid-
electrolyte balance. Recent studies in adult animals have correlated vasopressin-producing cell
activity (AVP) with apelin gene expression (APL) and enzymes involved in nitric oxide (NO)
and carbon monoxide (CO) synthesis. Evidence suggests that NO acts as an inhibitor of AVP
secretion while CO exerts the opposite effect, thereby regulating AVP-producing cell
activation. However, the specific roles and pathways of both in neurosecretion control,
particularly during aging, are not well understood. Furthermore, there are no studies
demonstrating APL's potential relationship with gasotransmitters during osmotic stress.
Therefore, this study aimed to evaluate the impact of aging and water deprivation (WD) on
APL expression, neuronal nitric oxide synthase (nNOS), and heme oxygenase 1 (HO-1) in the
paraventricular nucleus (PVN) and subfornical organ (SFO) regions involved in AVP
production and osmoreception, respectively. In WD animals, we also assessed the effects of
intracerebroventricular (icv) APL administration. Aging did not affect APL expression or the
evaluated enzymes, but elderly rats subjected to WD showed a deficit in nNOS production. Icv
APL treatment reduced nNOS expression in adult animals under osmotic stimulation, while in
the elderly, it led to a reduction in HO-1 expression. Our results suggest that APL may stimulate
AVP synthesis during stress via NO, and that this effect is lost in elderly individuals.

Keywords: APL/rAPJ System; NO/nNOS; CO/HO-1; water deprivation; osmoreceptors;
paraventricular nucleus.
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1 INTRODUCAO

A homeostase hidroeletrolitica refere-se a capacidade de um organismo manter as
concentracdes de agua e eletrélitos dos compartimentos internos relativamente constantes,
embora ocorram variac@es na ingestao de dgua ou sal. O limiar de osmolalidade em humanos é
mantido proximo de 280 mOsmol/kg através de respostas neuroenddcrinas, hemodinémicas,
renais e comportamentais. Na lamina terminal, 6rgdos circunventriculares como o 6rgéo
subfornical (SFO) e o 6rgao vasculoso da lamina terminal (OVLT) atuam como 0smossensores
(Bourque; Oliet, 1997). Ao detectarem alteracbes na osmolalidade plasmatica, esses 6rgdos
geram sinais elétricos que podem estimular ou inibir a sede e a neurossecrecédo hipotalamica do
horménio antidiurético (vasopressina, AVP) e da ocitocina (OT) (Antunes-Rodrigues et al,
2013).

A sintese de AVP e OT ocorre principalmente em neurénios magnocelulares do
paraventricular (PVN) e supra-6ptico (SON), cujos axdnios conduzem os peptideos produzidos
até a neuro-hipofise através da eminéncia mediana (EM), onde alcangam a circulagdo sistémica
(Wiegand; Price, 1980). Como ja bem estabelecido, 0 AVP promove um aumento na reabsor¢ao
de &gua ao induzir a expressdo de canais aquaporina 2 (AQP2) nos tdubulos renais, além de
influenciar no controle cardiovascular através da vasoconstricdo (Hesler et al, 2006). Por outro
lado, o papel da OT na tonicidade plasmatica envolve a estimulacdo do peptideo natriurético
atrial (ANP), intensificando a secrecdo urinaria de sodio e inibindo a ingestdo de sal (Verbalis
et al, 1991; Haanwinckel et al, 1995).

Durante a estimulacdo osmotica por alteracdo de volume e/ou osmolalidade dos
liquidos corporais, a excitabilidade dos neurdnios magnocelulares hipotalamicos pode
aumentar ou diminuir, e isso esta diretamente relacionado aos niveis plasmaticos AVP e OT
(Cazalis; Dayanithi; Nordmann, 1985). Assim, a estimulacdo osmdtica causada pela privacao
hidrica (PH) eleva os niveis plasméticos de AVP e OT, além de estimular o consumo de agua
(Antunes-Rodrigues et al., 2004). No individuo idoso ha diversas caracteristicas fisiologicas
que sdo alteradas pelo processo natural de senescéncia, como a reducdo de massa corporea e de
agua corporal total (Cowen; Hodal; Verbalis, 2013). Nesse sentido, € importante ressaltar que
a percepcao de sede é reduzida no idoso, promovendo um aumento na excitabilidade neuronal
magnocelular (Blanchard et al, 2013). Além disso, ha diminui¢do no consumo de liquidos que,
quando associadas a hipertensdo e/ou diabetes, por exemplo, podem aumentar o risco da
desidratacéo e suas complicacgdes clinicas em idosos (Cowen; Hodal; Verbalis, 2013).

Arieff et al. (1976) observou que alteracBes rapidas na osmolalidade do liquido
extracelular por disturbios agudos tem impacto principalmente neurolégico, com sinais de
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confusdo mental, paralisia, coma e até crises convulsivas. Como o envelhecimento afeta a
capacidade de autorregulacao central e a percepcéo de sede, alteracdes hidroeletroliticas agudas
tornam os individuos idosos mais vulneraveis as consequéncias neurais promovidas por uma
desidratagdo severa. Portanto, compreender o papel dos neurotransmissores envolvidos em
respostas neuroendacrinas a desafios osmoticos, pode esclarecer o declinio desta funcéo central
na populacéo idosa.

Muitos neurotransmissores envolvidos na regulacdo hidroeletrolitica central foram
descritos em resposta ao estimulo osmotico. Tanto as proteinas quanto mRNAS desses
neurotransmissores sdo encontrados em células neurosecretoras do hipotadlamo e
osmossensores. Dentre eles, destacam-se a apelina e gasotransmissores como 0 NO e CO, cuja
funcdo na regulacdo central da homeostase hidroeletrolitica ainda ndo esta totalmente
estabelecida.

Portanto, este trabalho busca evidenciar o papel do sistema apelinérgico central e sua
relacdo com 0s gases neurotransmissores na regulacao central da homeostase hidroeletrolitica,
além de investigar o impacto do envelhecimento nessa interagao.
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2 REVISAO TEORICA

2.1 ENVELHECIMENTO

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a expectativa de vida em
2019 aumentou para 73,3 anos, 0 que € quase 7 anos a mais desde os anos 2000. Este aumento
foi atribuido a reducdo nas taxas de natalidade, maior atencdo na salde materno-infantil,
investimento em vacinacdo e ao tratamento contra doencas infecciosas, além do
desenvolvimento socioecondmico e medicinal da Gltima década (OMS, 2022). Assim, até a
pandemia por coronavirus 2019 (Covid-19) em 2020, o cenario resultante era de aumento da
populacdo idosa mundial. Entretanto, estima-se que o progresso alcancado na salde esteja
comprometido até 2030, como resultado das complicacdes e da mortalidade causada pelo virus
nesta faixa e idade mais avancada (Woolf; Masters; Aron, 2021).

O envelhecimento esta relacionado ao desequilibrio de diversas funces fisiologicas
que favorecem o surgimento de neoplasias, doencas cardiovasculares, renais e
neurodegenerativas (Constantino; Paneni; Cosentino, 2016). AlteracGes hipotalamicas e de
outras vias associadas ao controle hidroeletrolitico, acarretam no declinio das funcbes de
correcdo osmotica e de volume plasmatico (Zamboni et al, 2003). Logo, uma redu¢do na massa
corporea e na agua corporal total sdo caracteristicas comuns que acompanham o processo de
senescéncia (Cowen; Hodal; Verbalis, 2013). Além de alteracbes no volume de agua, o
envelhecimento também afeta a homeostase de sodio, o que pode explicar a prevaléncia de
hiponatremia em individuos mais velho (Borra; Beredo; Kleinfeld, 1995; Hawkins, 2003). O
quadro de hiponatremia em idosos pode ocorrer por uma associacdo de fatores, incluindo
endocrinopatias, menor excrecdo de agua, diminuicao da ingestao de sal, sindrome da secrecédo
inapropriada do hormonio antidiurético (SIADH), uso de medicamentos diuréticos e
antidepressivos, entre outros (Filippatos, 2017). Essa complexa interacdo de variaveis pode
comprometer ainda mais a regulacdo osmotica, destacando a vulnerabilidade dos idosos a
desequilibrios hidroeletroliticos.

A sensibilidade dos osmorreceptores pode estar alterada mesmo em pessoas saudaveis
com idade superior a 65 anos. Quando submetidos a privacdo de agua para elevar a
osmolalidade do plasma, idosos apresentam uma menor percepcao de sede e consomem menos
agua que individuos mais jovens (Phillips et al, 1984). Ainda, ha evidéncias de os niveis
plasmaticos e AVP sdo aumentados com a idade (Duggan et al, 1993), 0 que pode estar
associado ao aumento gradual do tamanho do SON e PVN apds 60 anos de idade observado
(Davies et al, 1995). Além disso, idosos apresentam maior concentracdo periférica de OT
enguanto no sistema nervoso central (SNC), os niveis podem ser menores (Fliers; Swaab,1983;
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Zbuzek et al, 1988) ou iguais a concentracdo plasmatica e ao nimero de células OTérgicas de
animais adultos (Melis et al, 1992; YU et al, 2006). Estes achados sugerem que 0O
envelhecimento causa altera¢fes no funcionamento de células magnocelulares que podem ser
agravados durante distarbios agudos

Alteracdes eletroliticas em pacientes hospitalizados por Covid-19 foram
frequentemente relatadas e correlacionadas ao mau prognostico da infeccdo, destacando-se a
hiponatremia como o distirbio mais comum (Tezcan et al, 2020; Atila et al, 2021; Pazos-
Guerra, 2023). Cabe ressaltar que a maioria dos casos de internacao envolvia pessoas acima de
60 anos portadores de doengas pulmonares e/ou outras comorbidades (Atila et al, 2021; Pazos-
Guerra, 2023). Portanto, € importante compreender 0s mecanismos que tornam os individuos

idosos mais susceptiveis a complicagdes clinicas que envolvem o balanco hidroeletrolitico.

2.2 SISTEMA APELINERGICO

O'Dowd et al (1993) identificou pela primeira vez no cérebro de ratos um receptor
orfao acoplado a proteina G que apresentava 54% de homologia com o receptor 1 de
angiotensina Il (AT1R), chamando-o de APJ (rAPJ). Anos mais tarde, a apelina (APL) ou
ligante enddgeno de rAPJ, foi isolada e caracterizada a partir do extrato de estdmagos bovinos
(Tatemoto et al, 1998), sendo associada a regulacao de homeostase hidroeletrolitica pela ampla
distribuicdo de APL e rAPJ em regibes hipotaldmicas (Matsumoto et al, 1996; De Mota;
Lenkei: Llorens-Cortes, 2000; Hosoya, 200). Mais recentemente, a APL e seus homélogos séo
estudadas no contexto de diagndstico e tratamento de doengas como o infarto do miocardio,
hipertensdo arterial e aterosclerose, por sua fungdo cardioprotetora e anti-inflamatéria (Wang
et al, 2022; Gao; Chen, 2023).

A importancia da APL na manutencdo da homeostase hidrica é evidenciada em
pacientes que sofrem com fisiopatologias como a sindrome de secrecdo inapropriada de
horménio antidiurético (SIADH), insuficiéncia cardiaca, infecgdes agudas, diabete mellitus e
hemorragias (Azizi et al, 2008; Cernaro et al, 2012; Sauvant et al, 2014). Nestes casos de
alteracdo da osmolalidade, a APL exerceu fungdo aparentemente oposta ao de AVP. Além
disso, os niveis plasmaticos de apelina sdo inversamente correlacionados a concentracdo de
AVP tanto em humanos quanto em animais de laboratorio (Reaux-Le Goazigo et al, 2004; De
Mota et al, 2004). Por exemplo, o0 aumento da osmolalidade plasmatica ¢ acompanhado por um
aumento dos niveis plasmaticos de AVP e pela reducdo da concentracéo sistémica da apelina
(Azizi et al, 2008; Cernaro et al, 2012). Ainda, a estimulacdo osmotica induzida pela
desidratagdo reduz os estoques de AVP, enguanto aumenta a concentracdo de apelina nos

neurdnios magnocelulares (Azizi et al, 2008). Portanto, é plausivel que a regulacdo antagonica
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entre APL e AVP contribua na manutencdo hidromineral do organismo, prevenindo perdas
adicionais de agua durante estados de elevacdo da osmolalidade plasmatica.

No hipotadlamo e no plasma foram identificadas diferentes isoformas enddgenas de
APL que podem ativar rAPJ. Dentre elas, a forma piroglutamilada (Pyrt)apelina-13 mostrou-se
mais abundante e mais ativa (Tatemoto et al, 1998; De Mota et al, 2004). Embora a distribui¢do
do RNAmM dos genes da apelina e de seu receptor dentro do SNC seja relatada em alguns
trabalhos, sua relevancia funcional para cada regido ainda é alvo de investigac6es. Além disso,
poucos autores avaliam o papel do sistema apelinérgico em regides osmossensoras.

A co-expressao de apelina e AVP ou OT foi demonstrada em nucleos hipotalamicos e
em fibras axonais da EM (Reaux-Le Goazigo et al, 2004; De Mota et al, 2004; Bordineau et al,
2011). Em adicdo, rAPJ foram colocalizados em neur6nios produtores e AVP ou OT no
hipotdlamo (O’Caroll; Lolait, 2003; Tobin, 2008). Estes achados corroboram a hipotese de que
a APL pode modular a atividade neuronal e liberacdo dos hormonios hipotalamicos, embora o0s
resultados obtidos até 0 momento sejam discordantes entre si (Reaux et al, 2001; Taheri et al,
2002; Reaux-Le Goazigo et al, 2004; De Mota et al, 2004). Utilizando neurdnios do SON de
ratas virgens, Tobin et al. (2008) demonstrou que a administragéo de apelina-13 em neurdnios
SON via microdialise aumenta a atividade elétrica de células AVP, mas também reduz a
liberacdo somato/dendritica de AVP. Esses achados sugerem uma regulacdo diferencial entre
axonios e dentritos na secrecdo de AVP induzida pela apelina. A ativacdo de neurdnios
vasopressinérgicos e ocitocinérgicos em ratas lactantes € inibida pela administracdo
intracerebroventricular (icv) de APL (Bordineau et al, 2011), com importante reducdo na
liberacdo de AVP (Reaux et al, 2001; De Mota et al, 2004). Em contraste, outros autores
verificaram que a apelina foi capaz de aumentar a liberacdo de AVP em ratos e em explantes
hipotaldamicos (Taheri et al, 2002), efeito que posteriormente também foi observado em
ruminantes (Charles; Rademaker; Richards, 2006; Sato et al; 2012). Assim, a expressdo do
sistema apelinérgico (APL/rAPJ) em &reas criticas para o controle hidroeletrolitico sugere sua
importancia nesta regulacdo. Novos estudos sdo necessarios para esclarecer os mecanismos da
apelina na regulacgdo da atividade neuronal e secre¢do de hormonios hipotalamicos.

Interessantemente, a expressdo proteica de APL e seu receptor em neurGnios
magnocelulares é aumentada durante a desidratacdo (Reaux-Le Goazigo et al, 2004; O’Caroll,
Lolait, 2003). Nesse contexto, discutiu-se que a maior imunorreatividade de APL nesses
neurdnios esta associado ao aumento na sua sintese bem como a maior liberagdo de AVP em
resposta a privacéo hidrica. Por outro lado, a administracao icv de altas doses de APL inibe a
liberacdo de AVP tanto em ratos normohidratados quanto em ratos privados de dgua (Reaux et
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al, 2001), contrastando com dados posteriores de que a apelina pode estimular
significativamente a liberacao de vasopressina in vitro (Taheri et al, 2002).

Como ja discutido anteriormente, os mecanismos de regulacdo hidroeletrolitica séo
alterados pelo envelhecimento de modo que a resposta a desafios osmoticos é prejudicada nos
idosos. Neste contexto, Sauvant et al. (2014) relatou concentracdes plasméticas de AVP mais
elevadas em animais idosos em comparacdo com jovens, enquanto os niveis de apelina estéo
reduzidos na populacdo mais velha. Embora o sistema apelinérgico seja o foco de estudos mais
recentes envolvendo o envelhecimento cardiovascular e o estresse oxidativo (Zhou et al, 2017,
Zhou et al, 2018), nenhum outro autor buscou esclarecer o envolvimento da APL na expressao
neuronal de enzimas e outros componentes envolvidos na regulacdo central da homeostase
hidrica durante o envelhecimento.

2.3 NEUROTRANSMISSORES GASOSOS

A descoberta de gases como mensageiros biologicos mudou completamente o conceito
tradicional de sinalizacdo celular. De um modo geral, 0s gases podem apresentar diversas
vantagens em relagdo aos neurotransmissores convencionais, Como 0 menor tempo de meia
vida, facil difusdo pelas membranas celulares e a rapida producdo sob demanda (Zhuo et al,
1993; Wood; Ood; Garthwait, 1994; Motterlini, 1999). Gases como o éxido nitrico (NO), apesar
da interacdo covalente com seus alvos, sofrem associacdo com anion superoxido ou a proteinas
de defesa logo apos sua acdo (Dawson; Snyder, 1994). Essas e outras caracteristicas contribuem
para a ideia de que gasotransmissores sejam mediadores de respostas rapidas e autorreguladas,
as quais em situacdes de alteracdes de osmolalidade, podem instantaneamente comunicar o

hipotdlamo para iniciar a correcdo de tonicidade plasmatica.

Inicialmente o 6xido nitrico e 0 monoxido de carbono (CO) foram estudados por suas
acOes vasodilatadoras no sistema cardiovascular periférico (Furchgott; Jothianandan, 1991;
Verma, 1993). Sua identificacio no SNC (Dawson; Snyder, 1994) e especialmente no
hipotalamo, foi relacionada a modulacdo da secrecdo de AVP e OT frente a estimulos osmaticos
(Kadekaro, 2004; Reis et al, 2007; Reis et al, 2010; Reis et al, 2012). O 6xido nitrico esta entre
0s primeiros gases sinalizadores descobertos no organismo, sendo amplamente estudado por
apresentar funcdes na neurotransmissdo, tonus vascular, transcricdo de genes, traducdo de
MRNA e modifica¢des pos-traducionais de proteinas (Dawson; Snyder, 1994). No organismo
humano, é produzido a partir do aminoacido L-arginina, na presenca de oxigénio e NADPH
(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato), pela enzima éxido nitrico sintase (NOS). A
expressao da isoforma neuronal da NOS (nNOS) em regides hipotalamicas como neurénios do
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PVN e do SON, I&mina terminal e neuro-hipofise, € uma evidéncia importante de envolvimento
na regulacdo da homeostase hidromineral (Ventura et al, 2002; Dawson; Snyder, 1994). Essa
hipbtese é apoiada por modelos de estimulacdo hiperosmdtica cronica, em que a expressdo de
nNOS nos respectivos nucleos hipotaldamicos foi aumentada (Kadowaki et al, 1994; Ueta;
Chowdrey; Lightman, 1995). A inibicdo da nNOS aumenta a liberacdo de AVP e também o
aumento de sua expressao por estimulo osmotico inibe a secre¢do de AVP e OT (Ventura et al,
2005; Kadekaro, 2004; Reis et al, 2007; Reis et al, 2010). Ainda, a producado basal de NO inibe
a secrecdo tonica de AVP via estimulacdo gabaérgica em neurdnios do PVN e SON, como
mecanismo de preservacgéo da atividade neuronal (Da Silva; Ventura; Varanda, 2013; Ventura
et al, 2008). Desta maneira, 0 NO preserva os estoques de AVP e pode impedir a hiperativagdo

de células AVP e OT durante estimulacdo osmética prolongada.

O monoxido de carbono é outro gas neurotransmissor que também exerce efeitos no
controle da homeostase hidromineral. Similarmente ao NO, a enzima que sintetiza o CO (heme
oxigenase, HO) foi observada em ndcleos hipotalamicos do PVN e SON, porém sua isoforma
HO-1 é expressa apenas em situacdes de estresse fisioldgico (Vincent; Maines, 1994). Além
disso, a desidratacdo provoca um aumento na expressao da isoforma induzivel da HO tipo 1
(HO-1) nessas regides (Reis et al, 2012). O blogueio de HO pode inibir a liberacdo de OT basal
e estimulada osmoticamente (Gomes et al, 2010), assim como reduzir a atividade elétrica de
neurénios magnocelulares do SON sob condicBes de restricdo hidrica (Reis et al, 2012).
Portanto, sugere-se que a regulacéo positiva do sistema HO/CO em estruturas magnocelulares
hipotaldmicas € um mecanismo necessario para 0 aumento da atividade neuronal frente a
desafios osmoticos.

Os efeitos centrais de NO e CO na liberagdo de AVP e OT indicam uma correlagao
entre os sistemas, principalmente em situacGes de estresse osmdtico. Interessantemente, a
inibicdo de HO além de reduzir a liberacdo de OT como mencionado anteriormente, também
teve como efeito aumentar a atividade enzimatica da NOS em fragmentos hipotaldmicos de
ratos (Gomes et al, 2010). Apesar do NO e do CO exercerem efeitos opostos sobre a ativacdo
neuronal magnocelular, a estimulacdo osmoética aumenta a expressao e atividade da nNOS e da
HO-1 nos nucleos hipotalamicos (Reis et al, 2012). Nesse sentido, € plausivel supor que em
situacdes de aumento da osmolalidade, o CO atue inibindo o sistema NO/nNOS a fim de
aumentar atividade e liberacdo de AVP e OT.

A relacdo entre os sistemas apelinérgico e NO/nNOS periféricos ja havia sido relatada,
onde o uso de um inibidor da isoforma endotelial da NOS (eNOS), aboliu o efeito de hipotensor
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da apelina (Tatemoto et al, 2001). Além disso, o mesmo grupo verificou que administracéo
sistémica de APL aumenta os niveis de nitrito/nitrato, cuja medicdo indica indiretamente a
degradacdo de NO. Outra evidéncia interessante foi a perda dos efeitos hipoglicemiantes da
APL observada em camundongos knockout para a NOS (Duparc et al, 2011), revelando a
importancia do sistema nitraérgico nas funcdes exercidas pela apelina.

Por fim, tendo os sistemas APL/rAPJ, NO/nNOS e HO/HO-1 localizados em regifes
cruciais para manutencdo da homeostase hidroeletrolitica, sugere-se ha uma comunicagao entre
eles, assim como observado perifericamente. E possivel propor uma interagio funcional entre
a apelina e os gases neurotransmissores (NO e CO) na regulagdo neurosecretéria e
comportamental durante condic¢des de hiperosmolalidade.

Durante 0 processo de envelhecimento, alteracBes na regulacdo neurosecretoria
mediada pelos sistemas apelinérgico (APL/rAPJ), 6xido nitrico (NO/NnNOS) e monoxido de
carbono (CO/HO-1) no hipotalamo contribuem para o desequilibrio na homeostase
hidroeletrolitica. Essas alteracdes podem predispor 0s idosos a uma menor percepcao de sede,
reduzida resposta osmorregulatoria e maior incidéncia de disturbios hidroeletroliticos em
idosos, impactando negativamente sua salde geral e aumentando o risco de complicacdes
associadas a desidratacdo. Nossa hipdtese é que a reducdo do sistema apelinérgico em
individuos idosos leva ao aumento da expressdo de mediadores inibitérios, como o NO, e
consequentemente, reducdo de CO. A reposicdo de apelina pode contribuir para restabelecer

essa neuroregulagdo gasosa no nivel hipotalamico.
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3 JUSTIFICATIVA

Este trabalho investiga a interacdo entre os sistemas APL/rAPJ, neurotransmissores
gasosos como NO e CO, e sua possivel alteracdo durante o processo de senescéncia. Observa-
se que, sob condicdes hiperosmoticas, ha um aumento na expressdo desses sistemas em nucleos
hipotaldmicos envolvidos na homeostase hidroeletrolitica. Embora o papel da apelina e dos
neurotransmissores gasosos na modulagdo neuronal magnocelular seja suportado por diversos
estudos, a interacdo funcional especifica entre eles no hipotalamo ainda nao foi avaliada.

Durante o envelhecimento ha um aumento na osmolalidade plasmatica, uma redugao
na percepcdo de sede e um aumento na atividade neuronal magnocelular. Sugere-se que a
disfuncdo do sistema apelinérgico central ao longo da idade possa contribuir para essas
mudancas. E crucial investigar se hé alteracdes na sinalizagio entre gases neurotransmissores,
como o Oxido nitrico (NO) e o monéxido de carbono (CO), e o sistema APL/rAPJ central
durante o envelhecimento

Portanto, espera-se que este projeto contribua significativamente para o
desenvolvimento de estratégias de pesquisa e potenciais tratamentos de disfunces fisiologicas
relacionadas as variagbes na osmolalidade plasmatica. Essa pesquisa visa prevenir
complicacdes graves e reduzir o indice de mortalidade, especialmente entre a populagéo idosa,
que € mais vulneravel & desidratac&o.



19

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo principal deste projeto foi estudar a interagdo do sistema apelinérgico
central na expressdao de mMRNA para nNOS e HO-1 no hipotalamo de animais adultos e idosos

submetidos a estimulacdo osmdtica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1 - Avaliar os efeitos do envelhecimento na expressdo hipotaldmica de APL, nNOS e

HO-1 em ratas fémeas;

2 - Avaliar os efeitos da privacdo hidrica na expressao hipotalamica de APL, nNOS e
HO-1 em ratas fémeas adultas e idosas;

3 - Avaliar se a administracdo central de APL altera a expressdo hipotaldmica de nNOS
e HO-1 de ratas submetidas a estimulacdo osmética.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas Wistar fémeas entre 3-4 meses (adultos, £250g) de idade e ratas
Wistar fémeas com 18 meses (idosos, + 300g) de idade, mantidas no Biotério Setorial do CFS
em caixas coletivas forradas com maravalha, aclimatados a temperatura controlada (ar
condicionado, 23 + 2°C) com exaustdo de ar para fora e, sob regime de luz com ciclo claro-
escuro de 12 horas (luz, 06:00-18:00h) e livre acesso a &gua e alimento (racdo industrial).
Animais adultos foram solicitados ao Biotério Central da UFSC com 0 minimo de uma semana
antes dos experimentos. Entretanto, animais com 8-9 meses de idade utilizados pelo Biotério
Central como matrizes de procriacdo, foram solicitados e mantidos em nosso Biotério Setorial
até atingirem a idade de 18 meses. Os protocolos experimentais desenvolvidos neste projeto
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) sob ndmero
637425021.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

5.2.1 Avaliacao dos efeitos do envelhecimento na expressao hipotalamica de APL, nNOS
e HO-1 em ratas fémeas

Para avaliar o efeito do envelhecimento na expresséo de mRNA de APL, nNOS e HO-
1 em regiBes hipotalamicas especificas, ratas fémeas Wistar adultas ou idosas foram mantidas
semanas sob monitoramento em gaiolas individuais durante 2 semanas com acesso livre a agua
e alimento (racdo comercial). Ao final, apds a eutanésia os encéfalos foram coletados para a
extracdo do mRNA total dos nucleos PVN e SFO. A anélise da expressao relativa do mRNA
de nNOS e HO-1 foi realizada por meio de PCR quantitativo em tempo real (QPCR).

5.2.2 Avaliacao dos efeitos da privacdo hidrica na expressao hipotalamica de APL,
NNOS e HO-1 em ratas fémeas adultas e idosas

Os efeitos do envelhecimento e da privacdo hidrica na expressdao de mMRNA de APL,
nNNOS e HO-1 no PVN e no SFO foram avaliados em ratas Wistar fémeas adultas e idosas
mantidas sob as mesmas condi¢des descritas no item 1. Antes de finalizar as duas semanas, foi
realizada a retirada dos bebedouros e grupos de animais foram submetidos ou ndo a privacao
hidrica por 48 horas. Durante este periodo, 0s animais também estiveram acondicionados em
gaiolas individuais. Ao final, os encéfalos foram coletados para a extracdo do mRNA total dos
nucleos PVN e SFO. A anélise da expressao relativa do mRNA de nNOS e HO-1 foi realizada
por meio de PCR quantitativo em tempo real (qPCR).



21

5.2.3 Avaliacéao dos efeitos da administragdo central de APL na expressdo hipotalamica
de NNOS e HO-1 de ratas submetidas a estimulacdo osmotica

A participacdo central da APL na expressao de enzimas produtoras de NO e CO em
ratas Wistar fémeas adultas e idosas foi avaliada atraves da infusdo continua icv de apelina-13
(APL-13, 24 nM/dia) ou veiculo (NaCl 0,15M) por meio de mini-bombas osmoticas ao longo
de 2 semanas. Durante este periodo, os animais estiveram acondicionados em gaiolas
individuais, com acesso livre a agua e alimento (racdo comercial). Apo6s as 2 semanas de
tratamento, foi realizada a retirada dos bebedouros de agua para dar inicio a privacao hidrica de
48 horas. Ao final, os encéfalos foram coletados para a extracdo do mRNA total dos nucleos
PVN e SFO. A anélise da expresséo relativa do mRNA de nNOS e HO-1 foi realizada por meio
de PCR quantitativo em tempo real (qQPCR).

5.3 ANESTESIA E ANALGESIA

Todos os animais submetidos a manipulagdes cirirgicas e eutanasia (ao final dos
protocolos experimentais) foram previamente anestesiados com injecao intraperitoneal (ip) de
uma mistura de Cetamina e Xilazina (90 e 60 mg/kg de peso corporal, respectivamente). Apos
o0 término das cirurgias, 0s animais receberam uma dose profilatica de antibidtico (Pentabidtico
Veterinario Pequeno Porte, Zoetis, 24.000 UI/Kg de peso corporal, via intramuscular) e uma
dose de analgésico (Cetoprofeno, 5 mg/Kg de peso corporal, via subcutanea).

5.4 FARMACOS UTILIZADOS

Para a realizacdo de micro infusbes via icv, foi utilizada uma minibomba osmotica
(Alzet, modelo 2002) acoplada a um tubo PE-10 de polietileno de 5 cm até o kit de infuséo
cerebral (Alzet, kit 1), com um fluxo continuo de 0,5 pl/hora por 14 dias. Todos os farmacos
foram diluidos em salina isoténica (NaCl 0,15M) livre de pirdgenos. Os farmacos para a
microinje¢édo icv foram: a) Salina Isotonica: NaCl 0,15M; b) Apelina-13 trifluoroacetate salt
(APL-13): 24 nM/dia.

5.5 PRIVACAO HIDRICA

Este procedimento tem o intuito de induzir um aumento na osmolalidade plasmética.
Animais foram submetidos a privacao hidrica (PH) por 48 horas (Reis et al, 2014) atraves ds
remogdo de bebedouro de agua de suas gaiolas individuais. Todos animais deste projeto
permaneceram com livre acesso a ragdo comercial durante os protocolos.



22

5.6 CANULAQAO DO VENTRICULO LATERAL

Para os experimentos de micro infusdo, no dia anterior ao inicio do experimento os
animais receberam um implante de uma canula intracerebroventricular (icv) por meio da
cirurgia estereotéxica utilizando um aparelho estereotaxico (Kopf). A cénula de 0,4 mm de
comprimento, com suporte externo é acoplada a um cateter ligado diretamente a uma
minibomba osmotica (Alzet). Na realizacdo do implante das canulas, foi utilizada a metodologia
descrita por Antunes-Rodrigues e McCann (1970) e adaptada para a canulacdo do ventriculo
lateral (vl) direito. Com base no atlas de Paxinos e Watson (1997), uma pequena incisdo na
calota craniana foi realizada com o auxilio de uma broca cirdrgica, onde foi implantada a canula
respeitando as seguintes coordenadas: Antero-Posterior (AP): - 0,6mm ao bregma; Latero-
Lateral: 1,5mm a direita ao bregma; Vertical: 3,6mm abaixo da calota craniana. A canula foi
imobilizada por meio de uma resina de acrilico autopolimerizavel (Simplex) e com o auxilio de
parafusos de aco inoxidavel, fixados sobre a calota craniana. O posicionamento correto da
canula foi verificado no final do protocolo experimental.

5.7 IMPLANTE DA BOMBA OSMOTICA

O implante da minibomba osmética (Alzet, modelo 2002), para os protocolos de
infusdo continua de farmacos, foi realizado logo apos a implantacéo da canula icv, e portanto,
sob mesmo plano anestésico da cirurgia estereotaxica. Apds a assepsia da regido dorsal do
animal, uma pequena incisao foi realizada e a minibomba, alojada na porc¢do subcutanea. Por
meio de um trocater, o cateter conectado a minibomba osmotica foi conduzido pela porcéo
subcuténea até a regido superior da cabeca, onde ele foi conectado a canula icv. Em seguida, a
regido dorsal foi suturada.

5.8 EXTRACAO DE RNA TOTAL E PCR EM TEMPO REAL

Para a extracdo do RNA total dos nucleos hipotaldmicos, os animais foram
anestesiados, e ap0s averiguacao de auséncia dos reflexos interdigital, palpebral e caudal, os
encéfalos foram imediatamente removidos e congelados. Fatias cerebrais foram cortadas na
espessura de 1500 pum, utilizando um criostato. Com o auxilio de uma agulha de punch com 1,5
mm de didmetro interno os nucleos PVN e SFO foram dissecados. As amostras foram
homogeneizadas em 250 pl 1X PBS e em seguida, adicionado 750 ul de solucdo monofasica
de phenol/guanidinium thiocianate (Trizol - Invitrogen, New Zealand) e incubado a temperatura
ambiente por 5 min. Foi adicionado 200 pl de cloroférmio e 1 pl de glicogénio gelado
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(20mg/ml). As amostras foram posteriormente centrifugadas por 15 min a 12.000 rpm a 4°C.
O sobrenadante contendo o RNA total foi transferido para outro tubo contendo 500 pl de &lcool
isopropilico, sendo incubado por 10 min e centrifugado por 10 min a 12.000 rpm a 4°C. Logo
apos, foi removido o &lcool isopropilico e adicionado 1 ml de etanol 75% diluido em é&gua
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). A solucdo foi agitada e centrifugada por 5min a 7.500
rpm a 4°C. O etanol foi retirado e o tubo ficou exposto a temperatura ambiente para a secagem
do material e, em seguida, foi ressuspendido com 15 pl de &gua DEPC. O material foi incubado
por 10 min a 60°C no banho seco. Uma aliquota foi removida para verificar a integridade do
RNA em uma eletroforese em gel agarose 1,2% durante 60 min a 80V, e foi considerada
aceitavel somente quando as bandas 18S e 28S do RNA ribossémico foram visualizadas no gel.
O RNA total obtido foi quantificado utilizando um espectrofotémetro com absorbéancia de 260
nm. A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 250 ng de RNA,
utilizando kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems).
Neste protocolo, foram utilizados os seguintes reagentes: 1,25 pl de 10X RT Buffer, 0,50 pl de
25X dNTP Mix (100mM), 1,25 pl de 10X RT Random Primers, 0,75 pl de MultiScribe Reverse
Transcriptase e 18,75 ul de &gua DEPC. A transcricdo reversa foi realizada em termociclador
nas seguintes condi¢des: 10 min a 25°C e 120 min a 37°C. O cDNA obtido foi diluido em agua
DEPC na proporgéo 1:4. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada em duplicata
utilizando 4 pl de cDNA e 8 ul de uma mistura contendo 6,25 pl de solugdo Tagman Fast
Master Mix (Applied Biosystems), 0,65 ul de sonda especifica e 1,60 ul de &gua DEPC. As
sondas especificas para os genes alvo foram adquiridas da empresa Applied Biosystems: nNOS
(Rn00583793), HO-1 (Rn01536933) e apelina (RN00581093) que sdao marcadas com reporter
fluorescente FAN. As reacfes foram realizadas em um equipamento Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) tendo uma desnaturacéo inicial de 10 min a 95°C, seguida de 40 ciclos
de 15s de desnaturacdo a 95°C e 1 min de anelamento e extensdo a 60°C. A amplificacdo da
sequéncia alvo foi detectada em tempo real pela emissdo de fluorescéncia, que ocorreu com a
formacdo de dupla fita na regido codificada pelo par de iniciadores. Foi utilizado um gene de
referéncia (housekeeping gene) como controle enddgeno: Beta-Actina (4352340E), marcada
com reporter fluorescente VIC. A expressao relativa do gene alvo foi calculada baseando-se no
threshold cycle (Ct). Os métodos foram analisados de acordo com o método AACt. A média
geométrica do Ct dos genes de referéncia foi subtraida do Ct do gene de interesse para
determinar o ACt de cada amostra. O ACt do calibrador (grupo controle) foi subtraido do ACt
de cada amostra dos genes alvo para determinar o AACt. Este valor foi aplicado na equagéo 2-

AACt, resultando na expressao relativa de RNAm.
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5.8.1 Analise Estatistica

Todos os resultados obtidos nestes estudos foram expressos como médias £ EPM. As
analises foram realizadas através do programa GraphPad Prism 9.5.0, onde foi aplicado o teste
t student para comparacdo entre dois grupos. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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7 RESULTADOS
7.1 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO NA EXPRESSAO HIPOTALAMICA DE APL,
NOS NEURONAL E HO-1 EM RATAS FEMEAS

A expressao de APL, nNOS e HO-1 foi avaliada no PVN e SFO de animais adultos e
idosos normohidratados. Conforme demostrado na figura abaixo, o envelhecimento néo

influenciou na expresséo dos respectivos genes tanto no PVN (Fig.1 A-C, p>0,05), quanto no
SFO (Fig.2 A-C, p>0,05).

PVN - Express&o mRNA HO-1

A. PVN - Expressdo mRNA APL B. PVN - Expressdao mRNA nNOS C.
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Figura 1: Expressao relativa de mRNA no PVN. Os genes apelina (APL, grafico A, n = 5), éxido nitrico sintase
neuronal (nNNOS, gréfico B, n = 4), heme-oxigenase 1 (HO1, grafico C, n = 3) estdo expressos em percentual
relativo no nicleo paraventricular (PVN) de ratas fémeas adultas (3 meses, coluna preta) e idosas (18 meses, coluna
cinza) normohidratadas. Valores expressos em média + EPM. Foi utilizado o teste T student entre os grupos.
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Figura 2: Expressao relativa de mRNA no SFO. Os genes apelina (APL, grafico A, n = 4), éxido nitrico sintase
neuronal (NNOS, grafico B, n = 4) e heme-oxigenase 1 (HO1, grafico C, n = 3) estdo expressos em percentual
relativo no érgdo subfornical (SFO) de ratas fémeas adultas (3 meses, coluna preta) e idosas (18 meses, coluna
cinza) normohidratadas. Valores expressos em média + EPM. Foi utilizado o teste T student entre 0s grupos.
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7.2 EFEITOS DA PRIVAC}AO HIDRICA NA EXPRESSAO HIPOTALAMICA DE APL,
NOS NEURONAL E HO-1 EM RATAS FEMEAS ADULTAS E IDOSAS

Independentemente da idade, a expressédo do gene APL né&o foi afetada ao longo da
estimulacdo osmdtica no PVN (Fig. 3A e 3D; p>0,05). Porém, detectamos uma variacao
positiva na expressao de apelina em ratas idosas durante a restri¢do hidrica (Fig. 3D, +36%).
Além disso, a PH48h aumentou a expressdo de nNOS no PVN de animais mais jovens (Fig.
3B, p<0,05), mas esse efeito ndo foi observado no animal idoso (Fig.3E, p>0,05). Ainda, a
expressdao de mMRNA de HO-1 também foi estimulada pela restri¢cdo hidrica somente no PVN
de animais adultos (Fig.3C, p>0,05). Fémeas idosas ndo apresentaram alteragdes significativas
de expressao génica entre os genes pesquisados no PVN (Fig. 3D-F, p>0,05). Contudo, foram
identificadas variacGes positivas na expressdo de HO-1 (64%) no PVN de animais idosos ap0s
a PH (Fig. 3F).

A. PVN - Expressdo mRNA APL B. PVN - Expressdo mRNA nNOS C. PVN - Expressdo mRNA HO-1
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Figura 3: Expressdo relativa de mMRNA no PVN apds privacdo hidrica. Os genes apelina (APL, grafico A, n = 5),
oxido nitrico sintase neuronal (NNOS, grafico B, n = 3) e heme-oxigenase 1 (HOL1, grafico C, n = 4) estdo expressos
em percentual relativo no ndcleo paraventricular (PVN) de ratas fémeas adultas (3 meses, graficos A-C) e idosas
(18 meses, gréaficos D-F) apds 48 horas de privacdo hidrica (PH). VValores expressos em média + EPM. Foi utilizado

o teste T. *p<0,05 (em relacdo a adulta); ** p<0,01 (em relacdo a adulta). Linha tracejada: percentual de aumento
ou reducdo em relagdo ao controle (idosa) normohidratada.

Na figura 4 é possivel visualizar uma comparacdo direta do efeito da idade na
expressdo dos respectivos genes no PVN de ratas fémeas durante a estimulagéo osmotica. Nesse
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contexto de privacdo hidrica, idosas apresentaram uma reducao significativa na expressao de

nNOS no PVN (Fig.4B, p>0,05). Os demais genes ndo foram expressos diferentemente em
animais jovens ou idosos, apesar da PH.
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Figura 4: Efeito da idade na expressdao de mMRNA no PVN apds privacao hidrica. Os genes apelina (APL, grafico
A, n = 5), Oxido nitrico sintase neuronal (nNOS, gréafico B, n = 3) e heme-oxigenase 1 (HO1, grafico C, n = 4)
estdo expressos em percentual relativo no ndcleo paraventricular (PVN) de ratas fémeas adultas (3 meses,
Adulta+PH) e idosas (18 meses, ldosa+PH) ap6s 48 horas de privagdo hidrica (PH). Valores expressos em média
+ EPM. Foi utilizado o teste T student e ANOVA one way entre 0os grupos. *p<0,05 (em relagdo a adulta em
privacdo hidrica).

Nosso modelo de estresse osmético ndo ocasionou alteracdes nos parametros de
expressdo de APL no SFO (Fig. 5A e 5D; p>0,05). Contudo, a privagdo hidrica de 48 horas
atenuou a expressao de HO-1 no SFO dos animais idosos (Fig. 5F, p<0,05), efeito que néo foi
reproduzido no grupo adulto (Fig. 5C, p>0,05). Ademais, apenas o gene para NOS neuronal
exibiu uma tendéncia de variagao positiva no SFO durante a estimulacdo osmética promovida
pela PH48h, independentemente da idade (Fig. 5B e 5E, +35 e +82%, respectivamente).
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Figura 5: Expressdo de mRNA no SFO apds privagdo hidrica. Os genes apelina (APL, grafico A, n = 4), 6xido
nitrico sintase neuronal (NNOS, gréafico B, n = 3) e heme-oxigenase 1 (HOL, grafico C, n = 4) estdo expressos em
percentual relativo no érgéo subfornical (SFO) de ratas fémeas adultas (3 meses, graficos A-C) e idosas (18 meses,
gréficos D-F) ap6s 48 horas de privacéo hidrica (PH). Valores expressos em média + EPM. Foi utilizado o teste T
student. *p<0,05 (em relacdo a adulta/idosa). Linha tracejada: percentual de aumento ou reducdo em relacdo ao
controle (adulta) normohidratada.

O envelhecimento ndo alterou a expressdo relativa dos genes APL, nNOS e HO-1 no
SFO de animais submetidos a privacao hidrica (Fig. 6A-C). No entanto, igualmente observado
no PVN, o SON apresentou uma alteracéo positiva maior na expressédo de nNOS de ratas idosas,
quando comparados as adultas (+47%, Fig. 6B).
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Figura 6: Efeito da idade na expressdo de mRNA no SFO apds privacdo hidrica. Os genes apelina (APL, grafico
A, n = 5), 6xido nitrico sintase neuronal (NNOS, grafico B, n = 3) e heme-oxigenase 1 (HO1, grafico C, n = 4)
estdo expressos em percentual relativo no 6rgdo subfornical (SFO) de ratas fémeas adultas (3 meses, Adulta+PH)
e idosas (18 meses, Idosa+PH) apds 48 horas de privacgdo hidrica (PH). Valores expressos em média + EPM. Foi
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utilizado o teste T student. Linha tracejada: percentual de aumento ou reducgéo em relacdo a adulta em privacéo
hidrica.

7.3 EFEITOS DA ADMINISTRACAO CENTRAL DE APL NA EXPRESSAO
HIPOTALAMICA DE NOS NEURONAL E HO-1 DE RATAS SUBMETIDAS A
ESTIMULACAO OSMOTICA

O papel do sistema apelinérgico foi investigado através da infusdo continua de APL
ao longo do protocolo anteriormente descrito. Nesse sentido, animais adultos em privagéo
hidrica apresentam um aumento na expressdo de NOS neuronal no PVN quando tratados
previamente com APL (Fig. 7A, p<0,05), enquanto nos animais idosos a expressao permaneceu
inalterada (Fig. 7C, p>0,05). Interessantemente, o tratamento icv com APL atenuou

significativamente a expressao de mRNA de HO-1 nos somente nos idosos apds a PH (Fig.7D,
p<0,05).

A. PVN - Expressdao mRNA nNOS B. PVN - Expressdo mRNA HO-1
400 400
*
o 300 « 300
2 =
< T
© ©
= 200 = 2004
o o
us T
1] [}
2 2
= 1004 = 100
X x
i (i
0= o0-
Adulta+PH Adulta+APL+PH Adulta+PH Adulta+APL+PH
C. PVN - Expressio mRNA nNOS D. PVN - Expressdo mRNA HO-1
250 250 %
< S ,7
< 200 < 200
2 g
8 150 8 150
o o
2 2
S 100 S 100
1] 1]
o o
S 50 2 50+
I i
0 0 -
Idosa+PH Idosa+APL+PH Idosa+PH Idosa+APL+PH

Figura 7: Expressdo de mRNA no PVN apds tratamento com APL. Os genes 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS,
grafico A e C, n = 3) e heme-oxigenase 1 (HO1, grafico C, n = 4) estdo expressos em percentual relativo no nucleo
paraventricular (PVVN) de ratas fémeas adultas (3 meses, graficos A e B) e idosas (18 meses, graficos C e D)
submetidas a privacdo hidrica (PH) de 48 horas ap6s tratamento icv com veiculo (NaCl 0,15M, Adulta+PH ou
Idosa+PH) ou apelina-13 (APL-13, 24 nM/dia, Adulta+APL+PH ou Idosa+APL+PH). Valores expressos em
média £ EPM. Foi utilizado o teste T student. *p<0,05 (em relacdo a Adulta+PH ou Idosa+PH).
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As andlises estatisticas realizadas ndo foram capazes de detectar alteracOes
significativas na expressao relativa de nenhum dos genes pesquisados no SFO de animais
adultos e idosos privados tratados com APL centralmente (Fig. 8A-D, p>0,05). Contudo, o
tratamento com APL tende a reduzir a expressdo de nNOS no SFO de ratas privadas e tratadas
com APL, independentemente da idade (Fig. 8A e 8C, -51% e -76%, respectivamente).
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Figura 8: Expressao de mRNA no SFO apds tratamento com APL. Os genes 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS,
grafico A e C, n = 3) e heme-oxigenase 1 (HO1, grafico C, n = 4) estdo expressos em percentual relativo no 6rgao
subfornical (SFO) de ratas fémeas adultas (3 meses, graficos A e B) e idosas (18 meses, graficos C e D) submetidas
a privacdo hidrica (PH) de 48 horas apds tratamento icv com veiculo (NaCl)
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8 DISCUSSAO

Na ultima década, a importancia da apelina e seus homdlogos foi evidenciada em
estudos que avaliam a modulacgdo central da homeostase hidrica, principalmente voltada para o
controle da producéo e liberacdo de AVP. A expressao génica vem amplamente sendo utilizada
para estudar mecanismos de atuacdo de gases neurotransmissores a fim de correlaciona-los aos
seus niveis plasmaticos, neurorecepcdo e provaveis interagdes com outros mensageiros. Deste
modo, incialmente buscamos elaborar um perfil central das enzimas produtoras de NO e HO,
bem como do gene para sintese de APL. Com base neste perfil, investigamos os efeitos do
envelhecimento, da privacéao hidrica e do tratamento crénico de APL no hipotalamo e na Idmina
terminal de ratas fémeas.

Primeiramente, nosso grupo investigou a idade como um fator de influéncia sobre a
expressdo de genes envolvidos na sinalizagdo hipotalamica em animais normohidratados.
Sauvant et al (2014) relatou um aumento nos niveis de hipotalamicos APL e seu mRNA ao
longo do envelhecimento em ratos machos com acesso a dgua, efeito que ndo foi observado no
PVN e SFO dos animais de nosso estudo. Ndo encontramos outros autores que avaliaram
especificamente a expressdao de APL sob as mesmas condicBes e nas regides hipotalamicas
analisadas por nosso grupo, tendo alguns resultados encontrados somente no SON. Como
células magnocelulares do PVN e 0 SON exercem fungdes semelhantes na secrecdo de AVP e
OT (Antunes-Rodrigues et al, 2004), esperava-se encontrar alteracdes similares no PVN. Por
outro lado, o SFO é uma regido conhecida especialmente pelo monitoramento da osmolalidade
plasmatica, ou seja, desempenha fungdo distinta das células neurossecretoras. Nesse sentido,
apenas um unico estudo identificou um aumento na expresséo de APL em 0érgaos
circunventriculares (SFO, OVLT e area postrema), mas em ratos adultos espontaneamente
hipertensos (Griffiths et al, 2020). A existéncias de poucos estudos envolvendo a expresséo de
APL sob condic¢des semelhantes deste trabalho, dificulta a compreensédo do seu papel durante o
envelhecimento. Em relagcdo a nNOS e HO-1, ndo encontramos na literatura quanto a expressao
génica destas enzimas em animais idosos sob condicGes basais de hidratacdo. Portanto, nossos
achados sugerem que a idade ndo influencia diretamente na expressdo de APL, HO-1 ou de
NOS neuronal em células magnocelulares do PVN e na regido osmossensora (SFO).

O envelhecimento é acompanhado por alteracdes neurossecretorias, anatbmicas e
comportamentais que limitam a capacidade de resposta do idosos durante desafios osmoticos
(Zamboni et al, 2003; Constantino et al, 2016). Para avaliar se o declinio destas fun¢Ges em
situacdes de estresse osmotico estd relacionado a expressao de APL e neurotransmissores
gasosos, também utilizamos um grupo de animais em privacdo hidrica. Neste protocolo, ndo
foram encontradas variagdes significativas na expressao de APL pelo PVN ou SFO. Este achado
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é contrério as afirmacbes de que a PH modula positivamente 0 mRNA para o gene APL
(O’Caroll; Lolait, 2003; Reaux-Le et al, 2004). Nossos resultados apenas sugerem que a
privacao hidrica exerce uma influéncia positiva na expressdo de APL do PVN em animais mais
velhos. Na literatura hé indicios que idosos apresentam niveis hipotalamicos de APL mais altos
em relacdo a animais adultos normohidratados, enquanto os niveis plasmaticos sdo mais baixos
e nao alteram frente a desidratacdo (Sauvant et al, 2014). De acordo com Griffiths et al. (2020),
rAPJ foi expresso de forma relativamente forte em todos os CVOs de ratos hipertensos,
enquanto os niveis de MRNA da APL foram mais baixos (em relacdo a expressao do receptor)
e uniformes entre essas regides. Com base nestes achados, é plausivel que ocorra uma disfuncéo
na expressdo do rAPJ em funcdo dos elevados estoques de APL no idoso, 0 que pode ser
associado a expressao inalterada de mRNA de APL durante a PH. Contudo nosso modelo
experimental limitou-se a quantificacdo de mRNA para APL, sem avaliar a expresséo de seu
receptor ou os niveis centrais da molécula ativa. Demais afericGes devem ser efetuadas para
correlacionar e complementar os resultados promovidos por nosso trabalho.

O NO ¢é uma molécula sinalizadora de rapida meia vida e que esta intimamente
relacionada ao estresse oxidativo e consequente neurotoxicidade (Dawson; Dawason, 1996;
Manucha, 2017). Portanto, baixos titulos de mRNA da nNOS sao esperados em condicdes
basais, corroborando o resultado encontrado neste trabalho, em que a expressao permaneceu
inalterada com a idade. Por outro lado, a estimulagcdo osmoética promovida por nosso modelo
experimental aumentou significativamente a producdo de mRNA para nNOS no PVN de ratas
adultas. Este efeito vai de encontro com resultados de outros autores em que a expressao de
nNOS no PVN de animais adultos foi intensificada apés a restricao hidrica ou alimentar (Ueta
et al, 1995; O’Shea; Gundlach, 1996; Reis et al, 2012). N&ao verificamos aumento na expressao
de nNOS em idosos, reforcando a hipotese de que o comprometimento da sintese de NO pela
idade pode estar contribuindo adicionalmente na hiperatividade AVPérgica na populagéo idosa.
Além disso, as ratas idosas em PH apresentaram niveis mais baixos de nNOS em comparacéo
com as ratas mais jovens. Este achado reforca a importancia da fungéo inibitéria do NO durante
situacdes prolongadas de restricdo hidrica (Ventura et al, 2005; Kadekaro, 2004; Reis et al,
2007; Reis et al, 2010)

Por outro lado, a producdo da HO-1 também foi estimulada pela privagdo hidrica no
PVN do grupo mais jovem, efeito inverso observado no SFO dos animais idosos. Este resultado
é esperado ao considerar o estresse como principal estimulo para a producdo de CO via
atividade da HO-1 (Wu; Wang, 2005; Reis et al, 2012). Sobretudo, como o CO pode atuar
inibindo a nNNOS, é plausivel sugerir que em animais jovens este gas anule parte da inibi¢ao do
NO sobre a secrecdo de AVP e OT, permitindo o equilibrio entre as funcdes e consequente
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reestabelecimento da homeostase durante distdrbios na osmolalidade. Assim, a produgéo de CO
impediria a contrarregulacdo do NO sobre a secrecdo de AVP e consequente hiperatividade
magnocelular em idosos. Para apoiar esta hipdtese, apesar de ndo haver aumento
estatisticamente significativo, detectamos uma tendéncia positiva na expressao de nNOS no
SFO dos animais idosos, cuja expressao de HO-1 é reduzida pela estimulacdo osmotica neste
mesmo ndcleo. Novamente, sdo necessarios novos estudos para correlacionar a transcri¢éo
destes sinais em producéo efetiva de NO e CO pelo hipotalamo.

Interessantemente, descobrimos que a administracao icv de APL-13 reduz a expressao
de nNOS no PVN de animais adultos apds a restricdo hidrica. Além disso, também
identificamos uma tendéncia de reducdo semelhante na expressédo de NOS neuronal pelo SFO
em adultos e idosos apos o tratamento com APL. Este resultado parece contraditorio quando
comparado a literatura, pois a APL tende a inibir a atividade magnocelular (Bordineau et al,
2011) e diversos autores relatam que a expressao de nNOS é intensificada pela desidratacdo
(Reaux-Le Goazigo et al, 2004; O’Caroll; Lolait, 2003). Como os niveis de mMRNA de nNOS e
HO-1 aumentam no adulto e tendem a aumentar no idoso durante a PH, é plausivel sugerir que
a APL central foi responsavel pela inibicdo dos respectivos genes no idoso. Neste caso,
conforme discutido anteriormente, ao reduzir a producdo neuronal de NOS, o sistema
apelinérgico central estaria anulando o efeito inibitério do NO sobre o hipotalamo e por sua
vez, permitindo a secrecdo de AVP em situacdes de estresse osmotico. Portanto, é possivel que
em situacdes de estresse osmdtico a APL melhora a secrecdo de AVP em animais jovens
indiretamente por bloqueio da producdo NO. Ainda no contexto, é valido ressaltar que 0s
animais idosos demonstraram variagdes positivas na expressdo de HO-1 quando submetido a
PH, mas que esse efeito foi revertido pelo tratamento icv com APL. A apelina atenuou a
expressdo de HO-1 e consequente sintese de CO, o que pode ajudar a prevenir a hiperativacdo
de celulas AVP. Mais importante ainda, embora a APL n&o tenha alterado a expressao de HO-
1 no PVN do adulto em privacdo, idosos tiveram uma expressdo menor de HO-1 sob
estimulacdo osmdtica, em comparacdo com o0s valores inalterados dos animais adultos.
Portanto, nossos resultados sugerem que o efeito da APL nas células magnocelulares é
comprometido pelo envelhecimento, uma vez que mesmo na presenca de APL, houve
diferencas na resposta de ratas jovens e idosas ao estresse osmotico. O grupo mais jovem
respondeu a desidratacdo com maiores niveis de nNOS e HO-1, enquanto idosas tendem a
responder com maior expressdo de APL e HO-1, ou ainda, com reducéo efetiva de nNOS e HO-
1 se tratadas com APL. Isso indica que o desequilibrio hipotalamico na regulacéo hidrica de
animais idosos pode estar relacionado a queda nos niveis centrais de APL ou reducdo da
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interagdo com seu receptor. Estudos mais aprofundados sobre os mecanismos de acdo e
liberacdo da APL séo necessarios para esclarecer sua atuacdo na homeostase hidroeletrolitica.

E importante ressaltar que as diferencas entre nossos achados e a literatura podem ser
diretamente relacionadas as regides de extracdo do material genético, uma vez que a maior parte
dos trabalhos investigam o PVN e o SON. Embora essas regifes estejam correlacionas a
homeostase hidroeletrolitica, diferem em funcédo do SFO e por isso, podem apresentar outras
demandas de APL e das enzimas aqui estudadas. Ainda, como a PCR em tempo real é uma
técnica muito sensivel, a amplificacdo de material genético pode ser muito influenciada pelo
nimero de animais ou execugdo técnica em si, uma vez que o erro analitico aumenta
exponencialmente a cada ciclo de amplificacdo, o que pode mascarar alteracfes discretas na
expressao. E nesse contexto, o nimero de animais idosos pode estar abaixo do necessario para
obter alteracOes claras a nivel estatistico. Ainda, alguns resultados foram referidos como
tendéncia ou variagdes positivas/negativas. Isso porque apesar da andlise estatistica ndo
considerar significancia, uma variacdo na expressao de um gene pode sim ter valor biologico,
principalmente considerando o conteiudo de mRNA para uma enzima produtora de gases
neurotransmissores.

Por fim, grande parte dos estudos encontrados na literatura foram realizados com
animais machos, excluindo os estrégenos como varidvel. Os estrogenos sdo moduladores
centrais importantes no comportamento de ingestdo de agua (Almeida-Pereira et al, 2013;
Vilhena-Franco et al, 2016) e, portanto, grupos com fémeas devem ser incluidos para obtencao

de dados mais representativos da populacdo em geral.
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9 CONCLUSAO

Demonstramos pela primeira que o envelhecimento ndo altera o perfil de expressao de
enzimas produtoras de NO e CO nas regifes de osmorecepgdo e neurossecrecdo investigadas.
Contudo, idosas apresentam um déficit na sinalizacdo para sintese de NO pelo PVN, além de
niveis mais baixos de HO-1 durante o desafio osmotico, o sugere um desbalanco na
neuromodulacdo de neurdnios AVPérgicos que podem estar relacionas as alteracbes na
atividade e secrecdo magnocelular durante o envelhecimento.

Por fim, este trabalho demostra a participa¢do central do NO e do CO em nucleos
hipotalamicos envolvidos na homeostase hidroeletrolitica de ratas adultas e idosas submetidas
a PH. Ainda, a administracdo hipotalamica da apelina apresenta acfes distintas entre ratas
adultas e idosas durante a estimulacdo osmotica. Neste sentido, a apelina central deprime o
sistema nitraérgico principalmente em ratas adultas, enquanto na via da producdo de CO, a
apelina agiu preferencialmente reduzindo a HO-1 em ratas idosas. Esses dados em conjunto
demonstram que a APL pode facilitar a producdo neuroenddcrina por remover os efeitos
inibitérios do NO em ratas adultas. Por outro lado, a reducdo da producdo de CO central
induzida pela apelina durante o envelhecimento dificulta a sintese hormonal.

Portanto, nossos resultados contribuem para a compreensao dos mecanismos centrais
envolvidos na homeostase hidroeletrolitica, acrescentando uma interface entre o sistema
apelinérgico e dos gases neurotransmissores.
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