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RESUMO

Introducdo: A carbamazepina é uma dos principais farmacos, utilizado no tratamento de epilepsia,
transtorno bipolar e varias formas de neuropatias. Também atua como antidiurético interferindo na
liberagdo do hormoénio antidiurético. A vasopressina e a ocitocina sdo horménios antidiuréticos
sintetizados no hipotalamo e armazenados na neurohipéfise. Esses horménios sdo liberados em
resposta a hiperosmolaridade e a hipovolemia, atuam aumentando o volume sanguineo e
diminuindo a concentracdo do sodio extracelular. O peptideo natiurético atrial € um hormonio
antidiurético sintetizado no atrio direito e liberado em resposta a expansdo do volume sanguineo,
possui efeito natriurético. A liberacdo desses hormonios pode causar um desequilibrio na
osmolalidade de fluidos corporais fundamentais para a sobrevivéncia, ja que uma expansdo do
volume hidrico pode levar a crises epilépticas. O objetivo deste estudo foi investigar in vitro
vasopressina, ocitocina e peptideo natriurético atrial na presenca da droga carbamazepina. J& que
até o0 momento ndo existe estudos sobre a acdo deste farmaco sobre o sistema neuroenddcrino in

vitro e estudos in vivo sdo controversos

Método: No experimento foi empregado um total de 28 ratos, sacrificados por decapitacao.
Hipotalamo, neurohipéfise e coracdo foram removidos cirurgicamente e incubados em Krebs
contendo carbamazepina nas concentracdes 10™M, 10°M e10®M. O meio de incubacdo foi extraido
para dosagem de vasopressina, ocitocina e peptideo natriurético atrial, sendo utilizado

radioimunoensaio.

Resultado: No hipotdlamo, os niveis de vasopressina, ocitocina e peptideo natriurético atrial no
meio de incubacdo contendo carbamazepina diminuiram significativamente (p<0,05); no coracgéo,
diminuiu significativamente (p<0,05) a liberacdo de peptideo natriurético atrial; e na neurohipofise,
0s niveis de vasopressina e ocitocina ndo tiveram diferenca significativa.

Conclusao: A presenca da carbamazepina diminuiu os niveis de horménios liberados in vitro.

Palavras-chave: Vasopressina, Ocitocina, Peptideo Natriurético Atrial, Carbamazepina.



ABSTRACT

Introduction: Carbamazepine is one of the main drugs used to treat epilepsy, bipolar disorder and
various forms of neuropathy. Also acts as antidiuretic interfering in the release of antidiuretic
hormone. Vasopressin and oxytocin are antidiuretic hormone synthesized in the hypothalamus and
stored in the neurohypophysis. These hormones are released by hyperosmolarity and hypovolemia
response, work by increasing blood volume and decreasing the concentration of extracellular
sodium. The atrial natiuretic peptide is a antidiuretic hormone synthesized in the right atrium and
released in response to expansion of blood volume, has natriuretic effect . The release of these
hormones can cause an imbalance in the body fluid osmolality fundamental to the survival, since a
volume expansion of water may lead to seizures. The aim of this study was to investigate in vitro
vasopressin, oxytocin and atrial natriuretic peptide in the presence of the drug carbamazepine .
Since so far there are no studies on the action of this drug on the neuroendocrine system in vitro and
in vivo studies are controversial.

Methods: The experiment was employed a total of 28 mice were sacrificed by decapitation.
Hypothalamus , neurohypophysis and heart were surgically removed and incubated in Krebs
containing carbamazepine in concentrations of 10, 10®™and 10®™ . The incubation medium was
extracted for determination of vasopressin, oxytocin and atrial natriuretic peptide, being used
radioimmunoassay.

Result: In the hypothalamus, the levels of vasopressin, oxytocin and atrial natriuretic peptide in the
incubation medium containing carbamazepine decreased significantly (p <0,05); in the heart ,
decreased significantly (p < 0,05) release of atrial natriuretic peptide ; neurohypophysis and the
levels of oxytocin and vasopressin had no significant difference.

Conclusion: The presence of carbamazepine decreased levels of hormones released in vitro.

Keywords: Vasopressin, Oxytocin, Atrial Natriuretic Peptide, Carbamazepine.
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1. INTRODUCAO

A carbamazepina (CBZ) é uma droga anticonvulsivante, sendo amplamente utilizada no
tratamento da epilepsia, transtorno bipolar e véarias formas de neuropatias. Seu principal mecanismo
de acdo decorre de uma acdo inibitoria nos canais de sodio voltagem-dependentes, os quais
transportam sodio para o interior da célula, sendo esse fluxo necessario para a geracdo de um
potencial de acdo. Alguns pacientes tratados com esse farmaco desenvolve hiponatremia pois a
CBZ possui acdo antidiurética associada a liberacdo de horménios antidiuréticos (ADH) como a
vasopressina (AVP) e a ocitocina (OT) e até mesmo a liberacdo do peptideo natriurético atrial
(ANP) A AVP e a OT sdo sintetizados nos nucleos supradpticos (SON) e paraventriculares (PVN)
do hipotalamo, sendo transportadas para a neurohipéfise (NH) onde sdo estocadas. Esses hormonios
sdo liberados na circulacdo devido a um estimulo hiperosmético ou hipovolémico. O ANP é um
hormonio antidiurético sintetizado no atrio direito e liberado em resposta a expansdo do volume

sanguineo, possuindo efeito natriurético.

Uma das funcGes da AVP é aumenta a reabsorcdo de agua pelos rins enquanto a OT
aumenta a excrecao de eletrolitos. A principal funcdo do ANP ¢é inibir a absorcéo de sddio nos rins e
inibir a acdo da AVP fazendo assim que ocorra maior excrecao de s6dio e por osmose a agua é
excretada junto com o sédio. A liberacdo inadequada dos horménios AVP, OT e ANP pode causar
um desequilibrio na osmolalidade de fluidos corporais fundamentais para a sobrevivéncia, ja que

uma expansao do volume hidrico pode levar a uma crise epiléptica.

Embora existam muitos estudos sobre anticonvulsivantes e sua interacdo com as diversas
regibes do cerebro, alguns deles apresentam resultados conflitantes em relagdo a homeostase do
fluido corporal, considerando que o aumento do volume hidrico é um fator que pode causar
convulsdes. Na literatura até o momento encontra-se apenas estudos in vitro, onde 0s mesmos
apresentam resultados divergentes com relacdo a secrecdo de ADH em pacientes tratados com CBZ
hiponatrémicos ou ndo. Levando em consideracdo o0 aspecto exposto, este estudo foi desenvolvido
com a finalidade de esclarecer o processo de neurosecrecdo do hipotdlamo médio basal,
neurohipofise e coragéo.

Este estudo teve como objetivo principal investigar in vitro AVP, OT e ANP na presenga
da carbamazepina em condicGes isotdnicas, para assim ter um melhor entendimento sobre a a¢éo da

droga sobre o controle neuroendocrino.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Carbamazepina

A carbamazepina (CBZ) foi descoberta em 1953 pelo quimico Walter Schindler, que
procurava encontrar um composto triciclico com propriedades antipsicoticas semelhantes a
clorpromazina, dessa investigacdo surgiu a CBZ. Em 1962, a CBZ foi introduzida no mercado,
sendo indicada como anticonvulsivante e para o tratamento da neuralgia. Foi apenas nos anos 70
que a CBZ foi aprovada como farmaco antiepiléptico, mostrando-se eficaz no tratamento de

primeira linha das crises convulsivas parciais (POST & UHDE, 1985).

E um anticonvulsivante muito utilizado no tratamento de epilepsia e varias formas de
neuropatias, € indicada no tratamento de crises epilépticas parciais com sintomatologia elementar
motora, sensorial e autonémica (ARAUJO et al., 2010; MEI et al., 2006). Também ¢ indicada na
neuralgia essencial do trigémeo e na neuralgia trigeminal devido a esclerose mdaltipla, na neuralgia
essencial glossofaringeo, na neuropatia diabética dolorosa, além no diabetes insipidus central,
polidria e polidipsia de origem neuro-hormonal (MORENO, et al., 2005). A CBZ possui uso
terapéutico em transtorno psiquiatrico, e tem sido utilizada como modulador do humor tanto para o
tratamento dos episodios hipomaniacos, maniacos e depressivos como também na profilaxia do
transtorno afetivo bipolar (OLIVEIRA et al., 2007; FORSGREN & NYSTROM, 1990). O
tratamento com CBZ surge como alternativa a aqueles pacientes que ndo respondem ao litio ou
onde este se encontra contraindicado. Também é utilizada em combinacdo com antidepressivos em
depressdes refratarias e no tratamento do transtorno da abstinéncia alcéolica (GARCIA &
JARAMILLO, 2008). A CBZ (200 a 1200mg/dia) traz beneficio sobre a ira, a violéncia fisica, a

automutilacdo, o descontrole, as ameacas e as intencGes suicidas (COWDRY et al., 1988).

A meia-vida média de eliminacdo da CBZ inalterada € de aproximadamente 36 horas apds
uma dose oral Unica, sendo que ap6s a administracdo oral repetida, a média € de 16 a 24 horas,
dependendo da duracédo do tratamento (KATZUNG, 2005). Apos a administracdo de uma dose oral
Unica de 400 mg de CBZ, 72% sdo excretados na urina e 28% nas fezes. Na urina, cerca de 2% da
dose sdo recuperados como substancia inalterada e cerca de 1% como metabdlito 10,11-epdxido,
farmacologicamente ativo (SEMAH et al., 1994). A enzima citocromo P450 (CYP3A4) € a
principal enzima catalisadora da formacdo do metabolito ativo carbamazepina-10,11-epdxido
(MARCOLIN et al., 2004).

12



Embora a inibi¢do dos canais de célcio do tipo voltagem-dependente e dos receptores de
glutamato esteja envolvida na acdo de muitas drogas anticonvulsivantes, o principal mecanismo de
acdo da CBZ parece dever-se ao comprometimento da excitabilidade das membranas por meio de
uma acdo inibitdria dos canais de sdédio voltagem-dependentes, 0s quais SA0 necessarios para a
geracdo do potencial de acdo (KOHLING, 2002; SONG et al., 2014). Essa droga é um derivado de
iminoestilbeno com uma estrutura triciclica, com a forma de cristais, soliveis em &lcool, acetona e
propilenoglicol (GARCIA & JARAMILLO, 2008). A CBZ e seu cetoanalogo, a oxcarbazepina, sio
drogas antiepilépticas potencialmente indutoras de hiponatremia, sendo este disturbio mais
frequente com o dltimo. Estes medicamentos induzem hiponatremia porque estdo associadas a
modificacdo da AVP nos tabulos renais (PALMER, 2003; CHAN, 1997). Embora estudos iniciais
tenham sugerido que a CBZ possa induzir a liberacdo de AVP e causar a sindrome de secrecdo
inadequada do horménio antidiurético, ha estudos que rejeitam este mecanismo (CHU, 1979;
SACHDEDO et al., 2002).

Algumas reacdes adversas observadas durante o tratamento com CBZ afetam o sistema
enddcrino. Sdo frequentes edema, retencdo hidrica, aumento do peso ponderal, hiponatremia e
reducdo da osmolalidade plasmatica devido a um efeito hormonal antidiurético levando em casos
raros, a intoxicacdo hidrica acompanhada por letargia, vomitos, cefaleia, confusdo mental e
alteragdes neuroldgicas (ARAUJO et al., 2010).

2.2 Epilepsia

A epilepsia € uma doenca neuroldgica crbnica, podendo ser progressiva em relacdo a
disturbios cognitivos, frequéncia e gravidade dos eventos criticos, caracterizada por crises
epilépticas recorrentes (YACUBIAN, 2008; ARAUJO FILHO et al., 2011). Tem prevaléncia
estimada em torno de 1% a 2%, constituindo-se na doenca neuroldgica grave mais prevalente na
populacédo geral (YACUBIAN, 2000; FERNANDO-DONGAS et al., 2000).

Nos paises desenvolvidos, a curva de incidéncia da epilepsia por idade mostra predominio
em criangas e idosos, e nos paises em desenvolvimento, revela maior incidéncia em adultos jovens,
fato que provavelmente reflete diferencas etioldgicas (YACUBIAN, 2008). Enquanto nos paises
desenvolvidos predominam os disturbios do desenvolvimento e as epilepsias idiopaticas na infancia

(ou seja, epilepsias decorrentes de susceptibilidade genética), e 0s processos degenerativos e
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vasculares da terceira idade, nos paises em desenvolvimento as causas infecciosas, parasitarias e 0s

traumatismos cranioencefalicos contribuem com percentual significativo dos casos (REN, 2009).

A doenca é caracterizada por um estado de hiperatividade dos neurbnios e circuitos
cerebrais, capazes de gerar descargas elétricas sincrénicas (YACUBIAN, 2008). Pode manifestar-se
de formas diversas, desde descargas interictais eletroencefalogréaficas até surtos prolongados
cursando com crises epilépticas. Em casos mais graves, assume a forma de estado de mal epiléptico,
condicdo caracterizada por crises epilépticas isoladas prolongadas ou por crises repetidas em
intervalos curtos. A descarga interictal corresponde, no nivel celular, a descargas paroxisticas
sincronizadas de determinada populacdo neuronal, representadas por surtos de potenciais de acao.
Descargas neuronais excessivas e sincronicas que caracterizam o fendmeno epiléptico podem ter
origem em apenas um ponto do hemisfério cerebral (i.e. crises focais) ou uma area mais extensa
envolvendo os dois hemisférios cerebrais (i.e. crises generalizadas). As crises focais podem, com a
propagacdo da descarga, transformar-se em crises secundariamente generalizadas. Essas descargas
neuronais excessivas e sincrbnicas sdo provocadas por estimulo excitatorio, mediado
principalmente pelo glutamato (principal neurotransmissor excitatorio) ou pela falta da inibicdo
mediada pelo acido gamaaminobutirico (GABA), um neurotransmissor inibitorio. As crises
generalizadas envolvem circuitos taldmicos na geracdo de descargas difusas, bilaterais e
sincronicas, enquanto as crises focais envolvem parte de um ou de ambos os hemisférios cerebrais.
A lesdo celular e as consequéncias deletérias das crises generalizadas decorrem do influxo de ions
calcio durante a fase de despolarizacdo e ativacdo dos receptores de aminoacidos excitatorios,
promovendo necrose celular aguda e morte celular apoptdtica de longo prazo, confirmando o dano
celular excitotdxico (YACUBIAN, 2008).

Varias alteracbes comportamentais podem ocorrer em pacientes com epilepsia, variando
desde quadros depressivos e ansiosos até quadros psicoticos potencialmente graves (ARAUJO
FILHO et al., 2011). Transtornos de humor, particularmente depressivos, sdo 0s mais frequentes
(24-74%), sequidos por transtornos de ansiedade (10-25%), quadros psicéticos (2-7%) e transtornos
de personalidade (1-2%) (ARAUJO FILHO et al., 2008; GAITATZIS et al., 2004).

14



2.3 Controle do volume e osmolaridade dos fluidos corporais

A regulacdo exata do volume e osmolaridade de fluidos corporais sdo fundamentais para a
sobrevivéncia. Cloreto de sodio representa um componente importante da matriz extracelular, e é o
principal fator determinante da osmolaridade do plasma, bem como o volume de fluido extracelular.
Todos os vertebrados mantém a osmolaridade do plasma e de volume extracelular, principalmente
através da regulacdo da ingestdo e da excrecdo urinaria de agua e eletrolitos. Uma elevacdo na
osmolaridade do plasma, e consequente desidratacao celular, é o estimulo mais potente da sede. Nos
mamiferos, um aumento minimo na osmolaridade do plasma de 1-2% induz sede (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2004).

VERNEY (1947) introduziu o conceito de osmolaridade eficaz, o qual consiste no aumento
extracelular da osmolaridade, induzida por solutos que ndo cruzam a membrana da célula e a
presenca de osmorreceptores envolvidos na liberacdo AVP em resposta ao aumento osmolaridade.
A manutencdo da homeostase dos fluidos do corpo requer respostas autonémicas e endocrinas e
ativacdo de comportamentos especificos. As variacdes de volume de sangue ou da pressdo levam a
alteragdes apropriadas no fluido renal e excrecdo de eletrdlitos atraves das respostas neural e
enddcrina adaptativas. A hipovolemia induz a liberagdo de AVP dos neurénios magnocelulares, a
qual atua pela reabsorcdo crescente de agua no néfron distal, através da aquaporina-2. O limiar para
estimular a liberacdo de AVP em hipovolemia é geralmente entre 10 e 20% do volume de sangue
em varias espécies diferentes (SHARE, 1988). Por outro lado, expansao isotdnica do volume resulta
em uma reducdo da concentracdo plasmatica de AVP (HAANWINCKEL et al., 1995; JOHNSON et
al. 1970; LEDSOME et al., 1985; LENG et al., 1999; SHADE & SHARE, 1975).

2.4 Hiponatremia

O sodio é o principal ifon do liquido extracelular e ¢ fundamental na manutencdo da
osmolaridade e do volume sanguineo e, consequentemente, da pressdo arterial (FORMENTI &
COLOMBARI, 2011). Perturbacdes na homeostase do sédio podem ter consequéncias graves,
podendo inclusive levar a morte (RICHTER, 1936).

Hiponatremia pode ser definida como uma concentracdo de sédio sérico [Na+] abaixo do

limite inferior da normalidade (135 mmol / L) e é associada com hiposmolaridade na maioria dos
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casos (ADROGUE & MADIAS, 2000; ROCHA, 2011). Quando sintomatico, esse distlrbio pode
manifestar-se por disfuncédo do sistema nervoso central (SNC), caracterizado por cefaleia, nauseas,
vOmitos, letargia, desorientagdo, depressdo de reflexos tendinosos, convulsdes, disfuncdo
neuroldgica permanente, morte por edema cerebral e herniagio de tronco cerebral (ADROGUE &
MADIAS, 2000).

O ion sodio é essencial a vida, sendo necessario que haver uma atuagdo integrada do sistema
neuroenddcrino e da funcdo renal, para que a concentracdo plasmatica de sodio seja mantida em
niveis normais. Os barorreceptores e os receptores de volume monitoram constantemente o volume
sanguineo e, desde que reducGes ou aumentos na concentracdo plasméatica de sddio sdo
frequentemente acompanhados por alteracBes no volume sanguineo, pode-se dizer que esses
receptores também contribuem com o controle do apetite ao sddio. Enquanto os barorreceptores
monitoram indiretamente a mudangas no volume sanguineo, 0s osmorreceptores centrais Sao
responsaveis por monitorar a concentracdo de sédio no liquido cerebroespinal (FORMENTI &
COLOMBARI, 2011). Um osmoreceptor que é sensor de sodio, localizado no cérebro em regides
no interior da barreira cérebro-sangue, pode estar envolvido no controle do apetite de sédio, bem
como no controle da excrecdo de sodio em resposta a alteraces da concentracdo de sodio no fluido
extracelular (ANDERSSON, 1977; McCANN et al., 2003).

Na vigéncia de hiposmolaridade, cessa 0 estimulo da sede e a secrecdo de ADH. Na
auséncia de ADH, os tubulos coletores sdo impermeaveis a dgua, 0 que leva a excrecdo de grande
quantidade de urina diluida e o excesso de agua é eliminado. Quando a AVP se liga aos seus
receptores V2 nos tubulos coletores, ocorre sintese e fosforilagdo de aquaporinas, as quais séo
proteinas capazes de inserir poros na membrana plasmatica da célula tubular, tornando-a permeavel
a agua (PRESTON et al., 1992; NIELSEN et al., 1995). J& na hiperosmolaridade ha um aumento de
1,5 a 2 vezes a expressdao do mRNA para AVP (SHERMAN et al., 1988). Por outro lado, a longo
prazo a hiposmolaridade reduz a expressao do mRNA para AVP no hipotalamo de apenas 10-15%
do nivel de controle (ROBINSO et al., 1990; VERBALIS, 1993). Com 0 uso de técnicas de
histoquimica de hibridizagéo in situ (GLASGOW et al., 2000) foi evidenciado um aumento mRNA
para AVP, OT, e proteina AVP-ligada (neurofisina) durante hipernatremia, bem como uma
diminuicdlo do mRNA durante a hiponatremia. Além disso, foi demonstrado que neurdnios
magnocelulares do SON responderam a hipernatremia com um aumento na expressdao de uma
variedade de genes incluindo citocromo oxidase, tubulina, Na+-K+-ATPase, espectrina, PEP-19,

calmodulina, GTPase, Dnal-like, e glicoproteina sinéptica, um regulador de ativacdo GTPase. Essa
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analise sugere que haja adaptacdo crénica resultante do estresse osmético em mudancas globais na

expressao de genes nos neurénios magnocelulares do SON.

Neurdnios osmoreceptores sdo altamente especializados, capazes de alteracbes na
transducdo de pressdo osmotica externa em sinais elétricos que ativam SNC em areas envolvidas no
controle da excrecdo de &gua e sal, e pela liberacdo de acetilcolina ou de angiotensina em sinapses
no SON (BISSET & CHOWDREY, 1988). Estudos com patch-clamp utilizando células
magnocelulares neurossecretoras do SON isolado de rato tém demonstrado que esses neurénios séo,
respectivamente, despolarizados e hiperpolarizados por aumentos e diminui¢fes na osmolaridade
extracelular, e que estas respostas resultam de alteracGes na atividade de canais de cation
mecanosensiveis (BOURQUE et al., 1994).

Os mamiferos controlam o volume e osmolaridade de seus fluidos corporais, em resposta
aos estimulos que surgem de ambos os compartimentos de fluidos intracelulares e extracelulares.
Estes estimulos sdo detectados por dois tipos de receptores: receptores osmoreceptor-Na* (a
osmolaridade do plasma ou a concentracdo de sddio) e receptores de volume ou pressdo. Esta
informacdo € transmitida para as areas especificas do SNC, responsaveis por uma resposta
integrada, a qual é dependente da integridade da porcdo anteroventral do terceiro ventriculo
(AV3V), orgdo vascular da lamina terminal (OVLT), nucleo pré-optico mediano (MNPO) e 6rgéo
subfornicial (SFO). Além disso, PVN, SON, locus coeruleus, nacleos da rafe (NDR) e os ndcleos
parabraquial lateral, entre outros, também representam importantes estruturas envolvidas no
equilibrio hidromineral. Tais estruturas, uma vez estimuladas, podem determinar as respostas que
envolvem: 1) a inducdo de sede, 0 apetite de sal, ou ambos; 2) mudancas na atividade simpatica, 3)
a ativacdo do sistema renina-angiotensina- aldosterona, ou 4) a secre¢do de AVP e OT a partir da
NH e ANP a partir do coracdo (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004).

2.5 Vasopressina

A vasopressina (AVP) é um peptideo sintetizado nos SON e PVN do hipotalamo, sendo
transportado a pituitaria posterior onde é estocado. Este hormonio é liberado na circulagdo devido
ao aumento da osmolaridade plasméatica ou como uma resposta barorreflexa ao aumento do volume
sanguineo ou pressao arterial (SCHRIER et al., 1979). Tem sido postulado que o aumento na
concentracdo plasmatica do AVP é o fator determinante do aumento no indice de resisténcia
vascular sistémica (WALDER et al., 1997; JORIS et al., 1998).

17



A mais importante regulacdo fisioldgica da liberacdo AVP tem lugar no SNC nas regifes
PVN, MNPO, OVLT, eminéncia mediana hipotalamica, SFO e SON, embora tenha sido sugerido
que osmoreceptores periféricos do figado, do estbmago e da boca detectem o impacto inicial
osmotico de ingestdo de alimentos e de liquidos (BISLEY et al., 1996; HOSOMI & MORITA,
1996; ROBERTSON et al., 1976).

Os aumentos da osmolaridade plasmatica, as tragdes de visceras abdominais e a diminuicao
no gradiente de pressdo transmural de atrio constituem estimulos potentes para liberacdo da AVP e,
consequente, aumentos na sua concentracdo plasmatica (LENTSCHENER et al., 2001). Outros
estimulos para a liberacdo de AVP sdo: a hipotensdo arterial sistémica, a ventilacdo com pressdo
positiva, as alteracdes posturais, a hipoxia, a hipercarbia, a acidose, as drogas e o estresse cirrgico
(ALMEIDA et al., 2003).

O efeito vasoconstrictor da AVP foi demonstrado in vitro, ao nivel renal, adrtico,
mesentérico, esplénico, musculo esquelético, artérias carotidas e arteriolas (ALTURA & ALTURA,
1977; ALTURA & ALTURA, 1984). A AVP tem um papel importante na regulacdo do equilibrio
hidrico corporal através de sua acdo antidiurética. Esta acdo é mediada pelos receptores renais V2
ligados a adenilciclase, gerando AMP ciclico. A AVP também é capaz de causar vasoconstric¢do e
aumentar a pressao arterial. Esta acdo é mediada pelos receptores V1 que, diferentemente dos V2,
sdo ligados a fosforilase C, aumentando a concentragdo intracelular do Ca™ (MARTINI et al.,
1984). Quando a AVP se liga aos seus receptores V2 nos tubulos coletores, ocorre sintese e
fosforilacdo de aquaporinas, as quais sdo proteinas capazes de inserir poros na membrana

plasmatica da célula tubular, tornando-a permeavel a &gua (PRESTON et al., 1992).

Osmoreceptores estdo localizados no OVLT e SFO, estruturas que se encontram no exterior
da barreira sangue-cérebro e, por conseguinte, estdo em contato com as concentracdes plasmaticas
i6nicos e hormonas, tais como ANP e Il angiotensina (ANG IlI) (JOHNSON & GROSS, 1993;
MCKINLEY et al., 1999). Pequenas alteragdes na osmolaridade do plasma pode rapidamente
estimular a transcricdo AVP no SON e PVN, sugerindo que a AVP armazenada e liberada na
circulacdo sanguinea seja rapidamente substituida por sintese de novo, processamento e transporte
de AVP (ARIMA et al., 1999).

A liberacdo de AVP dos terminais neurohipofisiais de neurénios magnocelulares no
hipotalamo é regulada por barorreceptores periféricos e receptores de volume cardiopulmonares
(THRASHER, 1994). Informagdes dessas fontes sdo transmitidas através de vias aferentes com
efeito diferencial sobre a excitabilidade das células secretoras de AVP (RENAUD, 1996). Um breve
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aumento da pressao arterial, suficiente para ativar barorreceptores, esta associado a um transiente e
seletiva inibicdo GABAérgica desses neurdnios neurosecretores, conseguida através de uma via que
envolve proje¢des catecolaminérgicas ascendente multisinapitica de neur6nios da banda diagonal da
Broca (DBB). Ativacdo dos barorreceptores induz um aumento consistente no disparo de neurénios
DBB, que projeta para neurdnios do hipotdlamo supradptico, indicando que barorreceptor induz a
inibicdo dos neurdnios vasopressinérgicos do hipotalamo (CHIODERA et al., 1996; JHAMANDAS
& RENAUD, 1986; KIMURA et al., 1994).

A diminuicdo da pressao arterial ativa os receptores periféricos de baixo volume nas grandes
veias, atrios e os pulmdes, que ddo origem a impulsos nervosos que resultam em um aumento da
excitabilidade de neurdnio secretores de AVP, obtidos através de caminhos que incluem diretas
projecdes de neurdnios da medula caudal ventrolateral Al. A resposta AVP para uma reducdo
aguda no centro do volume de sangue, tal como a produzida por hemorragia, depende da projecéao
Al apenas se o estimulo é de intensidade moderada. Estimulos graves parecem envolver a ativacao
de ambas as projecdes da Al e uma via adicional de estimulagdo AVP que contorna a regido Al
(SMITH & JOHNSON, 1995).

2.5.1 Receptores de Vasopressina

As acdes de AVP sdo mediadas pelos receptores da membrana plasmatica, acoplado a
proteina G, que pertencem a familia de receptores que se caracterizam pela presenca de sete hélices
transmembranares ligadas por trés extracelulares e trés lacos intracelulares. Trés subtipos diferentes
de receptores para AVP Vla, V1b e V2, foram clonados (LOLAIT et al., 1992; MOREL et al.,
1992, SUGIMOTO et al., 1994). A expressao do receptor VV1a foi descrito no musculo e figado, o
receptor V1b na pituitaria anterior e o receptor V2 no rim (KEYZER et al.,1994; LOLAIT et al.,
1995; 1IZUMI et al., 2014). Receptores V1a estdo envolvidos no controle da pressao arterial e em
todas as outras func@es conhecidas de AVP, exceto para a estimulacdo da secrecao de corticotropina
pela adenohipdfise, que é mediada através do receptor V1b. A presenca de receptores V1a foi
descrito em estruturas do sistema limbico, no supraquiasmatico e regido dorsal tuberal do
hipotdlamo, e na area do nucleo do trato solitario, o que sugere que é o receptor V1o principal
responsavel pelos efeitos centrais da AVP (TRIBOLLET et al., 1988).

Receptores V2 de AVP sdo responsaveis pelo efeito antidiurético de AVP. A expressdo dos

receptores V2 foi descrita em alguns dos principais membros grossos ascendentes e todos os dutos
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internos coletores de célula medular renal, ndo s6 na membrana basolateral, mas também na
membrana luminal (NONOGUCHI et al., 1995; NIELSEN et al., 1995). AVP regula a transcri¢éo
do gene da aquaporina-2 através de um campo regulamentar localizado na regido 5° (MARUMO &
SARUTA,1994, MATSUMURA et al., 1997).

Receptores V1a e V1b sdo acoplados as proteinas G da familia Gg/11, que mediam o
colapso de fosfatidilinositol (BRILEY et al., 1994; THIBONNIER et al., 1994), enquanto que 0s
receptores V2 sdo acoplados a proteina G, que ativa a adenilato ciclase (BIRNBAUMER et al.,
1992). Diferentes dominios simples intracelulares determinam o perfil de seletividade do

acoplamento da proteina G com os diferentes subtipos de receptores de AVP.

2.6 Ocitocina

A ocitocina (OT), assim como a AVP, é sintetizada no hipotdlamo e armazenada na
neurohipéfise. HA muito tempo se reconheceu que a OT aumenta a excrecao renal de eletrélitos em
varias espécies (VENTURA et al., 2002). A sintese de OT ¢ feita pelos neurbnios magnocelulares
do ndcleo paraventricular e do nucleo supradptico do hipotalamo e é liberada para a circulacdo pela
hipdfise posterior (FITZSIMONS, 1998). A OT e a AVP sdo secretadas simultaneamente em
resposta a hiperosmolaridade e a hipovolemia e, quando administradas sistemicamente, induzem a
natriurese. Evidéncias sugerem que a OT mantenha o apetite ao sddio inibido em circunstancias nas
quais o consumo de &gua seja mais urgente, como € 0 caso da desidratagdo celular ou na
hipovolemia severa (FITZSIMONS, 1998). Sendo assim, ap6s o consumo de agua, a diluicdo
osmotica no liquido extracelular inibe a secre¢éo pituitaria de OT, o que culmina com o surgimento

do apetite ao sddio. A secrecdo de OT tem relacdo inversa ao apetite do sodio (STRICKER, 1987).

A ativacdo de neurbnio secretores de OT requer um estimulo hipovolémico maior do que
para AVP, havendo uma heterogeneidade funcional entre neurénios magnocelulares (ROBERTS et
al., 1993). Além de regular a homeostase fisioldgica, a AVP e OT tém sido associadas ao controle
do ritmo circadiano e a modulacdo do comportamento social (GROZHIK et al., 2013; ROOD &
BECK, 2014).
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2.6.1 Receptores de Ocitocina

Os receptores de OT sdo altamente conservados entre as espécies e foram encontrados em
uma variedade de tecidos, particularmente no Gtero, mas também na glandula mamaria, pituitaria,
cérebro, rins, timo, vasos de ovario, testiculos, coracdo e sangue. A densidade do receptor de OT no
Utero aumenta durante a gravidez (SHOJO & KANEKO, 2000, VERBALIS, 1999). No cérebro,
TRIBOLLET et al. (1988) mostraram que a localizacdo anatdbmica dos receptores de OT no
tubérculo olfativo, no nucleo ventromedial do hipotdlamo, no nucleo central da amigdala,

hipocampo ventral.

A OT provoca um rapido aumento em célcio intracelular livre, ativa por mitégeno ativado
proteina quinase, e estimula a sintese prostaglandina E2 por ativacdo ciclooxigenase (MOORE et
al., 1988). Além disso, um aumento no Ca®* calmodulina ligado conduz & ativacéo de uma quinase,
a principal responsavel pela fosforilacdo da cadeia leve de miosina, a qual regula a contratilidade
miometrial (SOMLYO & SOMLYO, 1994).

Sitio de ligacdo de OT na méacula malha densa e fina de Henle, detectado no rim de rato,
pode representar dois subtipos de receptores de OT que poderiam mediar efeitos distintos de OT na
fungdo renal (ARPIN-BOTT et al., 1997). Por outro lado, deve ser salientado que as altas
concentracfes de OT podem interagir com receptores V1 e V2 de AVP, uma vez que estes estdo
intimamente relacionados com o receptor OT (THIBONNIER et al., 1999). PCR e na analise de
Southern em varios tecidos conhecidos, ndo foi identificado um gene que codifica um segundo
receptor de OT, tornando a existéncia de subtipos receptores de OT improvaveis (KIMURA &
SAJl, 1995).

2.7 Peptideo Natriurético Atrial

Mais recentemente, novas tecnologias, tais como imunocitoquimica, técnicas de
radioimunoensaio, e radiorreceptores, permitiram a demonstracdo da presenca da ANP de neur6nios
secretores e receptores da ANP em estruturas do SNC relacionadas com o controle de agua e
eletrdlito, e no sistema cardiovascular (PALKOVITS et al., 1987; QUIRION et al., 1986, ZAMIR et
al., 1986). O ANP é um hormonio que ¢ secretado na circulagcdo sanguinea durante a expansao de
volume e também esta envolvido na inibicdo do apetite ao sddio. A administracdo de infusdo
intracerebroventricular de ANP inibe a ingestdo de sddio em ratos depletados (ANTUNES-

RODRIGUES et al., 1986). Alem disso, também apresenta importante acdo natriurética, inibe a
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ingestdo de agua e reduz a liberacdo de AVP, tendo, portanto, acdo diurética (FORMENTI &
COLOMBARI, 2011).

O efeito de injecdo intravenosa de salina hiperténica ja é conhecido por aumentar o ANP no
plasma com concomitante natriurese. ANTUNES-RODRIGUES et al. (1991) fizeram experimento
em ratos, o qual microinjecdo de solucdo hipertonica salina na porcdo AV3V causou uma elevacao
nos niveis de ANP no plasma, apds 20 min. O estudo feito por McCANN et al. (2003) relata que
apos a expansao do volume sanguineo, ha liberacdo de OT que age sobre seus receptores no coragdo
para promover a secrecdo de ANP. ANP ativa adenilato ciclase que converte guanosina trifosfato
em monofosfato de guanosina ciclico (cGMP). A cGMP ativa a proteina quinase G, que reduz a
frequéncia cardiaca e a forga de contragdo, diminuindo o débito cardiaco. ANP atua de forma
semelhante para induzir vasodilatacdo. O sistema intrinseco OT no coracdo e sistema vascular
aumentam os efeitos da OT na circulacdo para causar uma reducdo rapida do volume de sangue
circulante efetivo. Além disso, a natriurese é rapidamente induzida pela acdo da ANP nos receptores
tubular guanilato ciclase, resultando na producdo de cGMP, que fecha os canais de sodio. A OT
lancada pela expansdo de volume também age sobre seus receptores tubulares para ativar 6xido
nitrico sintase. O o0xido nitrico liberado ativa guanilato ciclase levando a producao de cGMP, que

também fecha canais de sédio aumentando assim o efeito natriurético da ANP.

ANP liberado do coragdo pode atingir os centros do cérebro em concentragdes suficientes
para regular sua propria secrecdo através de um mecanismo de feedback negativo putativo. Tem
sido relatado que o ANP ou peptideo natriurético tipo C injetado na regido AV3V diminui a
concentracdo plasmatica de ANP no volume de sangue expandido em ratos, sem qualquer alteragdo
na pressao arterial média e do ritmo do coracdo (PUYO et al., 2000). Além disso, a injecédo

intracerebroventricular de ANP induz uma diminuicdo da natriurese (ELIAS et al., 2001).

Neurénios do PVN, MNPO, nucleos periventricular pré-éptico e eminéncia mediana
hipotalamica, e OVLT também contém ANP, conforme determinado por imunocitoquimica
(JACOBOWITZ et al., 1985; KAWATA et al., 1985; MORI|I et al., 1985; PHILLIPS, 1987), o que
sugere que os neurdnios ANP podem ser um dos efetores envolvidos no controle de agua e sal.
Também foi mostrado que a SFO e OVLT enviam fibras ANP imunorreativas ao PVN e SON (MA
etal., 1991).

Os efeitos da ANP sobre a atividade elétrica nos neurdnios da SON foram demonstrados por
uma diminuicdo no ritmo de disparo e hiperpolarizagdo da membrana celular de neurdnios AVP

apos a aplicacdo da ANP ou peptideo natriuretico cerebral em fatias hipotalamicas de rato. Estes
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efeitos foram imitados por um analogo de cGMP, bem como pelo inibidor especifico de cGMP
fosfodiesterase. Isto sugere que os efeitos inibitdrios dos peptideos natriuréticos sobre neurdnios
secretores de AVP sdo mediados por cGMP (AKAMATSU et al.,, 1993). Curiosamente, as
aplicacdes da ANP sobre o SON néo afetam a resposta despolarizante a hipertonicidade local, mas
reversivelmente aboliu a excitacdo sinaptica de neurbnios magnocelulares ap6s estimulacao
hipertonica do OVLT (RICHARD & BOURQUE, 1996).
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RESUMO

Introducdo: A carbamazepina é uma dos principais farmacos, utilizado no tratamento de epilepsia,
transtorno bipolar e varias formas de neuropatias. Também atua como antidiurético interferindo na
liberacdo do hormo6nio antidiurético. A vasopressina e a ocitocina sao hormoénios antidiuréticos
sintetizados no hipotadlamo e armazenados na neurohipofise. Esses hormdénios sdo liberados em
resposta a hiperosmolaridade e a hipovolemia, atuam aumentando o volume sanguineo e
diminuindo a concentracdo do sodio extracelular. O peptideo natiurético atrial € um hormonio
antidiurético sintetizado no atrio direito e liberado em resposta a expansdo do volume sanguineo,
possui efeito natriurético. A liberacdo desses horménios pode causar um desequilibrio na
osmolalidade de fluidos corporais fundamentais para a sobrevivéncia, ja que uma expansao do
volume hidrico pode levar a crises epilépticas. O objetivo deste estudo foi investigar in vitro
vasopressina, ocitocina e peptideo natriurético atrial na presenca da droga carbamazepina. Ja que
até 0 momento nao existe estudos sobre a acdo deste farmaco sobre o sistema neuroenddcrino in

vitro e estudos in vivo sdo controversos

Meétodo: No experimento foi empregado um total de 28 ratos, sacrificados por decapitacéo.
Hipotalamo, neurohipodfise e coracdo foram removidos cirurgicamente e incubados em Krebs
contendo carbamazepina nas concentracdes 10™M, 10°M e10®M. O meio de incubacdo foi extraido
para dosagem de vasopressina, ocitocina e peptideo natriurético atrial, sendo utilizado

radioimunoensaio.

Resultado: No hipotalamo, os niveis de vasopressina, ocitocina e peptideo natriurético atrial no
meio de incubacdo contendo carbamazepina diminuiram significativamente (p<0,05); no coracao,
diminuiu significativamente (p<0,05) a liberacdo de peptideo natriurético atrial; e na neurohipofise,
0s niveis de vasopressina e ocitocina ndo tiveram diferenca significativa.

Concluséo: A presenca da carbamazepina diminuiu os niveis de hormdnios liberados in vitro.

Palavras-chave: Vasopressina, Ocitocina, Peptideo Natriurético Atrial, Carbamazepina.
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INTRODUCAO

A carbamazepina (CBZ) foi descoberta em 1953 pelo quimico Walter Schindler, que
procurava encontrar um composto triciclico com propriedades antipsicoticas semelhantes a
clorpromazina, dessa investigacdo surgiu a CBZ. Em 1962, a CBZ foi introduzida no mercado,
sendo indicada como anticonvulsivante e para o tratamento da neuralgia. Foi apenas nos anos 70
que a CBZ foi aprovada como farmaco antiepiléptico, mostrando-se eficaz no tratamento de
primeira linha das crises convulsivas parciais (POST & UHDE, 1985). E uma droga
anticonvulsivante, sendo amplamente utilizada no tratamento da epilepsia, transtorno bipolar e
vérias formas de neuropatias (ARAUJO et al., 2010; MEI et al., 2006). Também ¢ indicada na
neuralgia essencial do trigémeo e na neuralgia trigeminal devido a esclerose multipla, na neuralgia
essencial glossofaringeo, na neuropatia diabética dolorosa, além no diabetes insipidus central,

polidria e polidipsia de origem neuro-hormonal (MORENO, et al., 2005).

Embora a inibi¢do dos canais de célcio do tipo voltagem-dependente e dos receptores de
glutamato esteja envolvida na agdo de muitas drogas anticonvulsivantes, o principal mecanismo de
acdo da CBZ parece dever-se ao comprometimento da excitabilidade das membranas por meio de
uma acdo inibitéria dos canais de sdédio voltagem-dependentes, 0s quais SA0 necessarios para a
geracdo do potencial de acdo (KOHLING, 2002; SONG et al., 2014). Alguns pacientes tratados
com esse farmaco desenvolve hiponatremia, pois a CBZ possui a¢do antidiurética associada a
liberacdo de hormonios antidiuréticos (ADH) como a vasopressina (AVP) e a ocitocina (OT) e até
mesmo a liberacdo do peptideo natriurético atrial (ANP) (PALMER, 2003; CHAN, 1997).
Hiponatremia pode ser definida como uma concentracdo de sédio sérico [Na+] abaixo do limite
inferior da normalidade (135 mmol / L) e é associada com hiposmolaridade na maioria dos casos
(ADROGUE & MADIAS, 2000; ROCHA, 2011). Quando sintomatico esse distirbio pode
manifestar-se por disfuncdo do sistema nervoso central (SNC), caracterizado por cefaleia, nduseas,
vOmitos, letargia, desorientacdo, depressdo de reflexos tendinosos, convulsdes, disfuncdo
neuroldgica permanente, morte por edema cerebral e herniagio de tronco cerebral (ADROGUE &
MADIAS, 2000).

Os mamiferos controlam o volume e osmolalidade de seus fluidos corporais, em resposta
aos estimulos que surgem de fluidos intracelulares e extracelulares. Esta informacéo é transmitida
para as areas especificas do sistema nervoso central, responsavel por uma resposta integrada, a qual
é dependente da integridade da porcdo anteroventral do terceiro ventriculo, 6rgdo vascular da
lamina terminal, ndcleo pré-6ptico mediano, e 6&rgdo subfornicial. Além disso, nucleo

paraventricular, ndcleo supra-optico, locus coeruleus, nucleos da rafe e os nucleos parabraquial
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lateral, entre outros, também representam importantes estruturas envolvidas no equilibrio
hidromineral. Tais estruturas, uma vez estimuladas, podem determinar respostas que envolvem: i) a
inducdo de sede, o apetite de sal, ou ambos; ii) mudancas na atividade simpatica, iii) a ativacdo do
sistema renina-angiotensina- aldosterona, ou iv) a secre¢do de AVP e OT a partir da neurohipofise
(NH), e de ANP a partir do coracdo (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004).

A AVP e a OT sdo sintetizados nos nucleos supradpticos (SON) e paraventriculares (PVN) do
hipotalamo, sendo transportadas para a NH onde sdo estocadas (Schrier et al., 1979; IZUMI et
al.,2014; VENTURA et al., 2002). Esses hormdnios sdo liberados na circulagdo devido a um
estimulo hiperosmotico ou hipovolémico. Uma das funcBes da AVP é aumenta a reabsor¢éo de
agua pelos rins enquanto a OT aumenta a excrecdo de eletrélitos. Quando a AVP se liga aos seus
receptores V2 nos tubulos coletores, ocorre sintese e fosforilacdo de aquaporinas, as quais sdo
proteinas capazes de inserir poros na membrana plasmatica da célula tubular, tornando-a permeavel
a 4gua (PRESTON et al., 1992). Evidéncias sugerem que a OT mantenha o apetite ao sddio inibido
em circunstancias nas quais o consumo de &gua seja mais urgente, como é o caso da desidratagdo
celular ou na hipovolemia severa (FITZSIMONS et al., 1998).

Mais recentemente, novas tecnologias, tais como imunocitoquimica, técnicas de
radioimunoensaio, e radiorreceptores, permitiram a demonstracdo da presenca da ANP de neurénios
secretores e receptores do ANP em estruturas do sistema nervoso central, relacionadas com o
controle de agua e eletrélito, e no sistema cardiovascular (PALKOVITS et al.,1987; QUIRION et
al., 1986; ZAMIR et al., 1986). O ANP é um hormonio antidiurético sintetizado no atrio cardiaco
direito e liberado em resposta a expansdo do volume sanguineo, possuindo efeito natriurético.A
principal funcdo do ANP é inibir a absorcdo de sodio nos rins e inibir a acdo da AVP fazendo assim
que ocorra maior excrecdo de s6dio e por osmose a agua € excretada junto com o sédio
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 1986; FORMENTI & COLOMBARI, 2011). O estudo feito por
McCANN e colaboradores (2003) relata que ap0s a expansao do volume sanguineo, barorreceptores
entram para o tronco cerebral, induzindo a liberacdo de ANP dentro do hipotalamo, liberando OT

que age sobre seus receptores no coracdo promovendo o langcamento do ANP.

A liberagdo inadequada dos horménios AVP, OT e ANP pode causar um desequilibrio na
osmolalidade de fluidos corporais fundamentais para a sobrevivéncia, j& que uma expansao do

volume hidrico pode levar a uma crise epiléptica.
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Embora existam muitos estudos sobre anticonvulsivantes e sua interacdo com as diversas
regibes do cerebro, alguns deles apresentam resultados conflitantes em relagdo a homeostase do
fluido corporal, considerando que o aumento do volume hidrico é um fator que pode causar
convulses. Na literatura até o momento encontra-se apenas estudos in vitro, onde 0s mesmos
apresentam resultados divergentes com relacdo a secre¢do de ADH em pacientes tratados com CBZ
hiponatrémicos ou ndo. Levando em consideracdo 0 aspecto exposto, este estudo foi desenvolvido
com a finalidade de esclarecer o processo de neurosecrecdao do hipotalamo médio basal,

neurohipofise e coragéo.

Este estudo teve como objetivo principal investigar in vitro AVP, OT e ANP na presenga
da carbamazepina em condic@es isotdnicas, para assim ter um melhor entendimento sobre a a¢éo da

droga sobre o controle neuroendocrino.
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METODO

Animais

Trata-se de um estudo experimental in vitro com ratos Wistar machos adultos jovens,
pesando de 250 a 300g. Os ratos foram mantidos em gaiolas, em temperatura e iluminacédo
controlada (12 horas em ambiente claro e 12 horas em ambiente escuro), e receberam agua e racéo
ad libitum. Neste estudo foi necessario um total de 28 ratos. Os animais foram divididos em quatro
grupos, cada grupo com sete animais. Um grupo foi analisado em condi¢do basal e trés foram

analisados em distintas concentracGes de CBZ.

Drogas e soluctes

A droga utilizada no experimento foi CBZ pura em concentragdes de 1074, 106 ¢ 108M.
Solucédo de Krebs a 0,15M (condic¢éo basal) foi utilizada como meio de incubacéo e solucédo de KCI

56mM como controle positivo. Preparacéo da solugédo de Krebs (100mL):

1 NaCl 0,9% (3,6g em 400 mL) 77 mL

2 KCI 5,75% (2,875g em 50 mL) 0,61 mL
3 KH» POy4 10,55% (5,279 em 50 mL) 0,154 mL
4 MgSOy 9,27% (4,649 em 50 mL) 0,154 mL
5 DDW (4gua miliQ) 5,44 mL
6 NaHCO3 1,3% (1,3 g em 100mL) 16,17 mL
7 CaCl, 6,1% (3,05 g em 50 mL) 0,46 mL
8 Dextrose 500 mg em 500 mL 100 mg

Procedimentos experimentais

Os animais foram sacrificados por decapitacdo e o hipotdlamo médio basal (HMB), NH e o
atrio direito (AD) foram removidos cirurgicamente integros com excecdo do AD que foi utilizado
no experimento apenas a metade, dissecados e incubados em Krebs, pH 7,4 a 37°C, durante 60
minutos. Este meio foi descartado e o HMB, NH e AD foram novamente incubados com o Krebs
mais a CBZ em suas distintas concentragcdes em trés grupos, sendo incubado por 30 minutos. Do
meio de incubacdo foi extraida a amostra 1. Na mesma estrutura foi adicionado KCI 56mM por 15
minutos para se ter um controle positivo, e entdo foi extraida a amostra 2. Para cada um dos 4

grupos, no HMB foi analisado os niveis de AVP, OT e ANP liberados, na NH foi analisado os
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niveis de AVP e OT liberados, e no AD foi analisado o nivel de ANP liberado. Nas amostras 1 e 2

foi realizada a dosagem hormonal sendo utilizado radioimunoensaio.

Radioimunoensaio

Todas as dosagens hormonais foram realizadas por radioimunoensaios especificos,
realizados no Laboratorio de Neuroendocrinologia do Departamento de Fisiologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP. Para cada um dos horménios, as amostras foram analisadas em

um anico ensaio e em duplicata. Nos ensaios foi utilizado anti-soro de coelho (anti-AVP ou anti-

OT ou anti-ANP), peptideo utilizado como padréo e tambéem para marcagédo (125I), e anti-soro de
cabra anti-1gG de coelho.

Em todas as amostras do meio de incubacdo foi feita uma previa diluicdo: do hipotalamo
médio basal de 1:100; neurohipéfise de 1:1000; e do atrio direito de 1:50. A radioatividade no
precipitado foi determinada com o auxilio de um contador gama (Auto-gama Counting System

cobra Il da Instrument Company Packard, USA).

Anélise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) para cada grupo. A
determinacdo das diferencas significativas entre os grupos foi realizada atraves de analise da
variancia (ANOVA). Diferengas com valor de P<0,05 foram consideradas como significativas. Para

calculos estatisticos e graficos foi utilizado o programa Graphpad Prism 5.

Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais foram de acordo com os principios éticos na
experimentacdo animal. Este estudo foi autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco. Processo ndmero:
23076.051102/2013-38.
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RESULTADOS

No meio com a NH houve maior liberacdo de hormonio que os outros 6rgaos, e por este
motivo os valores da média do nivel de horménio liberado foi dado em pg/pg de proteina enquanto
0s niveis de hormonio liberados do meio de incubacdo com HMB e AD os valores das médias séo
dados em pg/mg de proteina.

O nivel de AVP liberada pelo HBM nos meios contendo CBZ foi significativamente
(P<0,05) menor que no meio basal (Figura 1A), onde se observa que os meios contendo CBZ 10™M
e CBZ 10®M obtiveram uma diferenca mais significativa com um valor de p <0,01; com adicdo de
KCI, na amostra 2 ndo houve diferenca significativa nos niveis de AVP (Figura 1B).

Na NH, o nivel de AVP liberada no meio com CBZ na concentracdo 10™M foi maior que no
meio basal (Figura 1C), porém ndo houve uma significancia estatistica. Na amostra 2, obtida apds
adicdo de KCI no meio de incubacéo, foi evidenciado que houve a liberacdo do dobro do hormdnio
AVP da NH no meio com CBZ na concentracdo 10™“M em relacéo a condicdo basal (Figura 1D),
porém estatisticamente ndo houve significancia, enquanto o meio com CBZ a 10°M liberou niveis
de AVP semelhante a0 meio sem CBZ (Krebs 0,15M) e liberou menos AVP que 0s meios com
CBZ 10"M e 10-8M.
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Figura 1. Niveis de AVP em condicdo basal (Krebs 0,15M), na presenca de CBZ 10™M, CBZ 10°
®M ou CBZ 10®°M. AVP liberada pelo HMB na amostra 1 (A) e na amostra 2 com a adicdo de KCI
(B); AVP liberada pela NH na amostra 1 (C) e na amostra 2 com a adi¢do de KCI (D).
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Houve uma diminuicdo significativa (P<0,05) no nivel de OT liberada pelo HMB quando
incubado com a CBZ em relagdo ao meio sem a CBZ (Figura 2A). Contudo, entre 0s grupos, apos a

adicdo de KCI ao meio, ndo houve uma diferenca significativa no nivel liberado de OT pelo HMB

(Figura 2B). Ndo houve uma diferenca significativa na liberacdo de OT pela NH entre os grupos

analisados (Figuras 2C e 2D).

A B
1000~ 1000~
< <
c c
‘' 800- -|_ ‘S 8004
S S
2 600 2 600 T
() (]
© ©
£ 400- £ 4001
S S
£ 2001 x £ 2004
= * * [
5 Bl e e -
0 T 0 T
s o s & &
,060\ Q;\/'\/ Q;/\’N Q;/\"\/ 60 Q;\/ry Q;\/\, Q;\/N
*l-& @) @) @) {-560 e e e
*P<0,05
C D
100+ 100+
g g
c
£ g0 T 801
< o
Q604 o §0-
Q (8}
© ©
2 g 40
e S
~ ~ 20_
= =
o} o)
0 T
& I\ o &N
S e
& & X X

Figura 2. Niveis de OT em condicao basal (Krebs 0,15M), na presenca de CBZ 10™*M, CBZ 10°M
ou CBZ 10®M. OT liberada pelo HMB na amostra 1 (A) e na amostra 2 com a adicdo de KCI (B);

OT liberada pela NH na amostra 1 (C) e na amostra 2 com a adigéo de KCI (D).
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O nivel de ANP liberado pelo HMB no meio contendo CBZ 10™“M foi significativamente
menor (P<0,05) que no meio basal enquanto os meios com CBZ 10°M e CBZ 10®M n&o houve
diminuicdo estatisticamente significativa (Figura 3A). O nivel de ANP liberado pelo HMB quando
adicionado KCL ao meio diminuiu significativamente (P<0,05) com relacdo ao meio basal nos
grupos com CBZ 10™*M e 10"°M (Figura 3B).

Na amostra 1 o ANP liberado do AD diminui significativamente nos meios contendo CBZ
em relagdo ao meio sem CBZ, os meios com CBZ 10™M e 10°M ouve uma diminuicdo mais
significativa (p<0,001) do que 0 meio com CBZ 10®M que obteve valor de p<0,01. Na amostra 2,
obtida apds adigdo de KCI no meio de incubacdo, houve uma diminuicéo significativa (P<0,01) dos
niveis de ANP liberado do AD nos meios que continham CBZ 10™*M e 10®M enquanto o meio com
CBZ 10°M obteve uma diminuico ainda mais significativa com um valor de p<0,001 (Figura 3C e
3D).

Observou-se em algumas figuras que a relagdo da concentragcdo de CBZ e a quantidade de
horménio liberado ndo permaneceu linear, aumentando a quantidade de horménio na maior
concentracdo do farmaco (CBZ 10™M), diminuindo na concentracdo intermediaria (CBZ10°M) e
voltando a aumentar na concentragdo menor do farmaco (CBZ 10°M) ou pode ocorrer o inverso em
que as concentracdes de CBZ 10-4M e CBZ 10M apresentaram niveis de hormdnios menores que

no grupo com CBZ 10°M. Esse fato provavelmente se deve a reacdo dose resposta da CBZ.
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Figura 3. Niveis de ANP em condicdo basal (Krebs 0,15M), na presenca de CBZ 10™“M, CBZ 10°
®M ou CBZ 10®M. ANP liberado pelo HMB na amostra 1 (A) e na amostra 2 com a adicéo de KCI
(B); e ANP liberado pelo AD na amostra 1 (C) e na amostra 2 com a adi¢cdo de KCI (D).
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DISCUSSAO

Até o presente momento ndo existe na literatura algum estudo sobre a liberagdo dos
hormoénios AVP, OT e ANP sob a acdo da CBZ in vitro, sendo raros os estudos in vivo (GOLD et
al., 1983; ISOJARVI et al., 2001; KALFF et al., 1984; KRYSIAK et al., 2007; SMITH et al., 1977;
STEPHENS et al., 1978).

Esse estudo demonstrou que a CBZ atua no HMB diminuindo a liberacdo da AVP, da OT e
do ANP, e no AD diminui a liberagdo de ANP. Por outro lado, na NH os niveis de AVP e OT ndo
tiveram diferencas significativas. Em estudo realizado por STEPHENS et al (1978), com 12
pacientes que estavam fazendo uso de CBZ, foi observado que concentracdes de AVP no plasma
cairam enquanto o medicamento estava em uso pelos individuos, o que indica que é improvavel que
seja 0 aumento do mecanismo de secre¢do do hormdnio antidiurético. Foi sugerido que a
propriedade de retengdo de 4gua da CBZ é um efeito fisiologico da droga, mediada por aumento da
sensibilidade renal para concentracbes normais de AVP no plasma, e reajuste de osmorreceptores.
Em outro estudo feito com pacientes epiléticos, hiponatremicos e normais, foi evidenciada a
excrecdo do hormonio antidiurético subnormal (KALFF et al., 1984).

Vale salientar que a literatura a respeito dos niveis plasmaticos de AVP sob acdo da CBZ ¢
contraditéria. Um relato de caso com um paciente que faz tratamento com CBZ foi diagnosticado
com hiponatremia associada a concentrac6es inadequadamente altas de AVP no plasma (SMITH et
al., 1977), e em outros estudos a concentragcdo de hormdnio permaneceu inalterada (GOLD et al.,
1983; ANDRADE, 2012). Sendo assim, tais resultados fazem oposic¢ao aos resultados deste estudo,
encontrados no experimento in vitro.

Com relacdo a secrecdo de OT sob acdo da CBZ, foi achado na literatura apenas um estudo
cujos pacientes que faziam tratamento com CBZ ndo apresentaram diferenca significativa em
relagéo ao controle (ANDRADE, 2012).

Os estudos sobre ANP e CBZ mostraram niveis plasmaticos normais sem diferencas
significativas (ANDRADE, 2012; ISOJARVI et al., 2001), diferente do resultado encontrado neste
estudo in vitro, que tanto no HMB e no AD apresentaram seus niveis diminuidos quando incubados
com CBZ.

Através dos resultados obtidos nesse estudo pode-se considerar que a hiponatremia em
paciente tratados com CBZ ndo esta associada a liberacdo inadequada dos hormonios AVP, OT e
ANP. Estudo in vitro feito com a medula do ducto coletor do rim de ratos adicionando CBZ a
solugdo de banho, na auséncia de ADH, mostrou que a CBZ tem capacidade para aumentar
permeabilidade a &gua, e consequentemente, o0 aumento de absorcdo de agua no ducto coletor,

atuando diretamente sobre o receptor do complexo de proteina G ADH V2 e aumentando a
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expressao de aquaporina 2 (BRAGANCA et al., 2010). A partir destes dados é provavel que a CBZ
tenha um efeito tubular no rim, e esse mecanismo pode explicar a incidéncia de hiponatremia nos
pacientes tratados com esta droga.

As causas dos niveis de hormdnios diminuirem quando adicionado CBZ nao estdo claros e
ainda devem ser estudados. Oxido nitrico enddgeno pode esta envolvido nessa reacdo ja que ele
regula as fungbes magnocelulares, especialmente quando o ambiente interno € perturbado
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Oxido nitrico inibe a liberacdo basal de AVP e OT em
plasma (KADEKARO et al., 2000; LUCE et al., 2013). A deficiéncia na liberacdo de AVP pode
causar poliuria e polidipsia (MELO et al., 2008; BATISTA et al., 2010). A diminui¢do dos niveis
hormonais pode também esta relacionado a uma reacao do organismo a hiponatremia.

Em funcdo dos resultados obtidos concluimos que no HMB ouve uma diminuicdo na
liberagdo dos hormonios AVP, OT e ANP nos meios contendo CBZ; na NH os hormonios AVP e
OT liberados no meio com CBZ permaneceram inalterados em relagédo ao meio sem CBZ; e no AD

ouve uma diminui¢do no nivel de ANP liberado no meio contendo CBZ.

Através desse estudo vimos também que provavelmente a hiponatremia diagnosticada em
pacientes epilépticos tratados com CBZ néo é causada por aumento da secre¢do de ADH, porém séo

necessarios estudos adicionais sobre 0 mecanismo da CBZ na secrecéo desses hormonios.
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5.CONCLUSAO

Em funcdo dos resultados obtidos concluimos que no HMB ouve uma diminui¢cdo na
liberagdo dos hormonios AVP, OT e ANP nos meios contendo CBZ; na NH os hormonios AVP e
OT liberados no meio com CBZ permaneceram inalterados em relagdo ao meio sem CBZ; e no AD

ouve uma diminuicdo no nivel de ANP liberado no meio contendo CBZ.

Através desse estudo vimos também que provavelmente a hiponatremia diagnosticada em
pacientes epilépticos tratados com CBZ néo é causada por aumento da secre¢do de ADH, porém séo

necessarios estudos adicionais sobre o0 mecanismo da CBZ na secrecdo desses hormonios.
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ANEXO

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 17 de dezembro de 2013.

Oficio n® 662/13

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Marcelo Moraes Valenga

Universidade Federal de Pernambuco

Departamento de Neuropsiquiatria

Processo n°® 23076.051102/2013-38

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projete de pesquisa intitulado, “Efeito da Carbamazepina sobre a secre¢do e
Ocitocina, Vasopressina e ANP”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
adotadas como critérios de avaliagédo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de
Nutricdo; Animal: ratos heterogénicos; Linhagem: Wistar;
Idade: 60-90 dias; Peso: 250-350 g; Sexo: machos; N°
Total de Animais: 30.
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