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Blanch GT. Ajustes cardiovasculares e do equilibrio hidroeletrolitico
induzidos por solugdes hipertbnicas em ratos com leséo do nucleo do
trato solitario comissural. [Tese de Doutorado] Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2010.

Resumo

O sistema nervoso central (SNC) tem um papel fundamental na regulacao
de mecanismos que controlam a osmolaridade dos liquidos corporais. O nucleo do
trato solitario (NTS) é o sitio primario das aferéncias cardiovasculares e de
osmorreceptores periféricos e se projeta a areas prosencefalicas envolvidas com a
regulacdo cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico. Demonstramos
anteriormente que animais com lesdo da porcdo comissural do NTS (commNTS)
tem maior ingestdo de agua, natriurese e resposta pressora frente a sobrecarga
intragastrica (ig) de NaCl 2 M. Os mecanismos responsaveis por estas alteracées
ainda nao foram determinados. Uma vez que o estimulo com NaCl 2 M ig (2 ml)
ativa osmorreceptores centrais e periféricos, ndo sabemos até o momento 0s
efeitos da lesdo do commNTS sobre as respostas observadas apos a estimulagéo
especifica de osmorreceptores periféricos, que pode ser feita com NaCl 0,6 M ig.
(2 ml). Desta forma os nossos objetivos foram: a) estudar os mecanismos que
medeiam o aumento da pressao arterial e da natriurese apds a sobrecarga de
NaCl 2 M em animais com lesdo do commNTS; b) verificar as alteracbes na
expressao da proteina c-Fos apés NaCl 2 M ig em ratos com lesao ficticia (sham)
ou lesdo do commNTS; c) verificar as alteracdes na expressdo génica no PVN
apos NaCl 2 M ig, d) estudar os efeitos na presséo arterial, na ingestdo de agua e
na excrec¢ao renal subsequentes a administracdo de NaCl 0,6 M ig, bem como os
mecanismos responsaveis pelas alteracdes, em ratos com leséo ficticia (sham) ou
lesdo do commNTS; e) verificar as alteracdes na expressdo da proteina c-Fos
apos NaCl 0,6 M ig em ratos com leséo ficticia (sham) ou lesdo do commNTS.
Ratos Holtzman (280-320 g) foram utilizados. A lesdo eletrolitica ou lesao ficticia
(sham) do commNTS, e todos os experimentos foram realizados na fase cronica
da lesdo (14 a 21 dias. Para a lesdo do commNTS, uma craniotomia parcial foi
realizada e a superficie dorsal do bulbo foi exposta. A leséo eletrolitica foi realizada
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por meio de duas correntes de 1 mA por 5 s, com intervalo de 30 s entre elas. Nos
ratos sham, o eletrodo foi posicionado nas mesmas coordenadas, exceto que nao
foi passada corrente elétrica. Observamos que os ratos com lesao eletrolitica do
commNTS a resposta pressora do quimiorreflexo, testado com KCN (iv), foi
reduzida, enquanto que o barorreflexo manteve-se inalterado. Nos ratos com lesdo
do commNTS, a sobrecarga de NaCl 2 M promoveu aumento da presséao arterial,
que foi dependente de vasopressina. A gavagem com NaCl 2 M também promoveu
pronunciada expressdo de c-Fos nas regides magnocelular do nucleo
paraventricular do hipotalamo (mPVN) e no nucleo supra-éptico (SON) e essa foi
significantemente maior nos ratos com lesdo do commNTS do que nos ratos sham.
Ambos 0s grupos tiveram aumento da secrecdo de vasopressina e ocitocina apos
NaCl 2 M ig, embora ratos com lesdo do commNTS a secre¢ao de vasopressina foi
maior. Apds a sobrecarga de NaCl 0,6 M, que ativa osmorreceptores periféricos,
observamos que os ratos com lesdo do commNTS tiveram resposta pressora
mediada por vasopressina, incremento da resposta dipsogénica, bem como um
maior aumento na expressao de c-Fos no SON comparado com animais sham. Em
conclusdo, nossos resultados mostram que a lesdo do commNTS facilita a
ingestdo de agua e a hipertensdo dependente de vasopressina apdés aumento
sobrecarga de NaCl hipertonico, seja a solucdo hipertdnica capaz de alterar a
osmolaridade plasmatica (ativacdo de osmorreceptores centrais e periféricos) ou
apenas a osmolaridade da regido hepato-portal (ativacdo de osmorreceptores
periféricos). As alteracdes na natriurese em ratos lesados submetidos a gavagem
com NaCl 2 M parece ser dependente do aumento na pressado arterial nestes
animais. Esses resultados sugerem que o commNTS faz parte de uma circuitaria
neural inibitéria que controla a pressao arterial, secrecdo de vasopressina,
ingestao de agua e ativacéo de areas prosencefalicas frente a hiperosmolaridade,

gue ativa 0s osmorreceptores centrais e/ou periféricos.

Palavras-chave: Homeostase; ingestao de liquidos; hipertensao.



Blanch GT. Cardiovascular and hydroelectrolytic balance adjustments
induced by hypertonic solutions in rats with commissural nucleus of tract
solitary lesions. [Tese de Doutorado] Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2010.

Abstract

The central nervous system has an important role controlling the
mechanisms involved in the regulation of body fluid osmolality. The nucleus of the
solitary tract (NTS) is the primary site of cardiovascular and peripheral
osmoreceptors afferents and projects to prosencephalic areas involved in
hydroelectrolytic balance and cardiovascular regulation. We have demonstrated that
commissural NTS (commNTS) lesioned rats had an increase in arterial pressure and
a greater increase in water intake and natriuresis after 2 M NaCl intragastric (ig)
load. The mechanisms involved in these responses are not known. Since 2 M NaCl
ig (2 ml) activates central and peripheral osmoreceptors, it is not known the effects of
the commNTS lesion on the responses induced only by the activation of the
peripheral osmoreceptors, which can be done by 0.6 M NaCl (2 ml) ig. Thus, the
aims of this study were: a) to study the mechanisms involved in the increase of the
arterial pressure and natriuresis in commNTS lesioned rats after 2 M NaCl ig; b) to
verify the changes in c-Fos expression after 2 M NaCl ig in sham and commNTS
lesioned rats; c) to verify the changes in gene expression in PVN after 2 M NaCl ig in
naive rats; d) to study the effects on arterial pressure, water intake and renal
excretion after 0.6 M NacCl, as well as, the mechanisms involved in these responses,
in sham and in commNTS lesioned rats; e) to verify the changes in c-Fos expression
after 0.6 M NacCl ig in sham and commNTS lesioned rats. Male Holtzman rats (280-
320 g) were used. Electrolytic lesion of the commNTS and all experiments were be
performed in chronic period of lesion (14 to 21 days. For the lesion, a partial
craniotomy of the occipital bone was performed, and the dorsal surface of the
brainstem was exposed. The electrolytic lesion was performed using a cathodal
current (1 mA during 5 seconds, for two times). Sham lesioned rats had the
electrode placed along the same coordinates, except that no current was passed.
We observed that the pressor response to chemoreflex, tested with KCN (iv), was
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reduced in commNTS lesioned rats, while baroreflex remained intact. In the
commNTS lesioned rats, 2 M NaCl ig induced a vasopressin dependent-pressor
response for at least 60 min. After 2 M NaCl, we observed that the number of the c-
Fos expressing cells in the magnocelular paraventricular nucleus (mPVN) and in the
supra-optic nucleus of the hypothalamus were greater in the commNTS lesioned
rats, indeed both groups had increase in vasopressin and oxcitocin in plasma after 2
M NaCl load, but in commNTS lesioned animals the increase in vasopressin was
bigger. After 0.6 M NaCl that activates only peripheral osmoreceptors, it was
observed that commNTS lesioned rats presented an increase in arterial pressure
dependent on vasopressin, a greater increase in water intake, and also a greater c-
Fos expression in SON compared to sham. In conclusion, the present data
demonstrated that the commNTS lesion facilitates the water intake and the
hypertension dependent on vasopressin secretion after hypertonic NaCl overload,
regardless the hypertonic solution is able to activate central and/or peripheral
osmorreceptors. The changes in the natriuresis observed in lesioned rats after 2 M
NaCl seems to be dependent on the increase in arterial pressure in these animals.
These results suggest that the commNTS is parte of an inhibitory circuitry that
controls arterial pressure, vasopressin secretion and water intake and activation of
prosencephalic areas after hyperosmotic stimuli, which activate central and/or
peripheral osmoreceptors.

Keywords: Homeostasis; drinking; hypertension.



INTRODUCAO

A manutencdo da composicdo e do volume do compartimento extracelular
dentro de uma faixa de variacao restrita € fundamental para que haja uma presséo
sanglinea adequada para perfeita irrigacdo tecidual. Diariamente, perdemos agua
elou eletrdlitos (principalmente o sédio), através do suor, respiracdo e, em sua
grande maioria, pela excrecdo urinaria. Portanto, € essencial que haja uma
regulacdo dos mecanismos que controlam o balanco entre a ingestdo e a excrecao
de agua e eletrolitos, em especial o sédio que representa o principal fator osmotico
do compartimento extracelular.

O sistema nervoso central (SNC) tem um papel fundamental na regulacdo de
mecanismos homeostaticos que controlam a volemia e a osmolaridade dos liquidos
corporais, uma vez que detecta essas variacdes por meio de sinais gerados por pelo
menos dois conjuntos de receptores sensiveis ao estiramento, situados nas paredes
dos grandes vasos e nas camaras cardiacas: os barorreceptores arteriais e 0s
receptores cardiopulmonares, ou por meio de horménios circulantes, como a
angiotensina Il (ANG 1), que atuam diretamente no SNC, bem como por meio da
ativacdo de células especializadas, como 0s osmorreceptores centrais e
periféricos>®.

Os barorreceptores arteriais localizam-se principalmente no arco da aorta e
seio carotideo e respondem primariamente a variacbes da pressao arterial. As
informacdes geradas por estes receptores séo conduzidas ao SNC atraves do X e IX
pares de nervos cranianos (nervos vago e glossofaringeo, respectivamente)®. Os
receptores cardiopulmonares localizam-se nos atrios, ventriculos e nos vasos
pulmonares, respondem primariamente ao enchimento das camaras cardiacas e ao
volume circulante. As aferéncias dos receptores cardiopulmonares trafegam em
direcdo ao SNC, principalmente pelo nervo vago®’. J& os osmorreceptores
periféricos estdo localizados na regido da veia porta e na circulacdo hepatica, e
convertem a concentracdo de Na' em atividade nervosa hepética aferente, cujos
sinais s&o enviados ao SNC pelo nervo vago***3. Em comum, todos esses aferentes
convergem para 0 nucleo do trato solitaio (NTS), onde fazem sua primeira

1,18,26,81

sinapse Por outro lado, os osmorreceptores centrais estdo situados

principalmente nos 6rgéos circunventriculares da lamina terminal, e sua estimulacéo
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ativa areas centrais do SNC, como o nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) e o
ndcleo supra-6ptico (SON)®. A secrecéo de vasopressina e ocitocina pelo SON e
PVN e a ativacdo de areas bulbares, incluindo o NTS, pelo PVN constituem
mecanismos homeostaticos importantes para normalizacdo da osmolaridade e
volemia®.

O PVN € uma importante area do SNC envolvida na regulacdo

cardiovascular*®1%°

e pode ser dividido anatomicamente em por¢cdo magnocelular e
parvocelular, as quais podem ser também subdivididas em vérios subntcleos*®. As
porcdes magnocelulares do PVN (mPVN) s&o constituidas por neurénios secretores
de AVP e OT, que se projetam para a hipofise posterior, onde sdo liberados na
circulacdo. Os neurdnios da porgéo parvocelular do PVN (pPVN) enviam eferéncias
para diferentes areas do SNC envolvidas com regulacdo e manutencdo da pressao
arterial e atividade nervosa simpatica, como o bulbo rostroventrolateral (RVL), NTS
e a coluna intermédio lateral®*%41%,

Enquanto que a participagdo de areas anteriores do encéfalo para o controle
das respostas homeostaticas frente a alteracdes do equilibrio hidroeletrolitco parece

|34,57,103

consensua , mais recentemente tem-se também demonstrado a participacao

de areas situadas no tronco encefalico como o ndcleo parabraquial lateral (NPBL) e

0 nlcleo do trato solitario (NTS)223167.77.79

Como citado anteriormente, as
aferéncias cardiovasculares e os osmorreceptores periféricos fazem sua primeira
sinapse no NTS. Este nucleo é constituido por grupos heterogéneos de neurdnios,
dispostos dorsalmente no bulbo, que se estendem no sentido rostro-caudal, desde a
extremidade caudal no nucleo do nervo facial até a parte caudal da decussacédo
piramidal*®'%’. A parte rostral é formada por colunas bilaterais, que se unem na altura
do 6bex para formar uma unica estrutura na linha média. No sentido rostro-caudal,
considerando a proximidade com a area postrema (AP), o NTS pode ser dividido em

trés porcdes: NTS rostral, NTS intermediario e NTS comissural®

modificada de Ter Horst'"":

conforme figura 1,
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NTS rostral

NTS comissural

FIGURA 1 - Representacao esquematica do NTS. No detalhe corte sagital na altura do NTS
intermediario (AP=area postrema; cc=canal central; Gr=nucleo gracile; Cu=ndcleo cuneato; X=nucleo
dorsal motor do nervo vago; Xll=nlcleo hipoglosso). [Modificado de Ter Horst & Streefland, 1994]

Além das aferéncias cardiovasculares e de osmorreceptores periféricos, o NTS
também recebe projecbes da AP que, como demonstrada na esquema acima, esta
situada dorsalmente ao NTS. A AP € um 6rgéo circunventricular, e, portanto, livre de
barreira hematoencefélica e rica em receptores de ANG I1°*%°. As informacdes
geradas pelos osmorreceptores periféricos também convergem para a AP>°%%
Consequentemente, alteracdes de hormonios circulantes, como a ANG Il sanglinea
ou de osmolaridade da regido portal, podem ser percebidas pela AP e transmitidas
ao NTS. A partir do NTS, as informacfes sobre a pressao arterial e composicéao e
volume do liquido extracelular podem atingir diferentes areas do SNC envolvidas
com a regulagdo cardiovascular e com o controle do equilibrio hidroeletrolitico, como
por exemplo, a regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V), PVN, SON, 6rgao
subfornicial (OSF), o NPBL e os ntcleos vasomotores do bulbo!®3¢:47:84:86.107.110

A participacdo dos subnucleos intermediario (INTS) e comissural do NTS
(commNTS) na regulacéo cardiovascular tém sido bem descrita®>**®. Embora estes
ndcleos sejam adjacentes, eles tém uma funcéo diferencial nos ajustes dos reflexos
cardiovasculares. Enquanto que a lesao eletrolitica do commNTS promove uma

reducéo ou mesmo bloqueio do quimiorreflexo, mas néo do barorreflexo?*®’

, a leséo
eletrolitica do iNTS promove um bloqueio do barorreflexo® 2. Ademais, a leséo do
commNTS néo altera a presséo arterial basal®**?’, diferente da les&o do iNTS que
promove hipertensdo fulminante’® caso os animais n&o sejam previamente tratados

com bloqueador ganglionar e com antagonista de vasopressina®* .



22

Além de seu papel no controle do quimiorreflexo, outros estudos reportam a
participacdo do NTS na secrecdo de vasopressina®®. Foi verificado que a injecdo
no iINTS de muscimol, agonista gabaérgico, promovia aumento da pressao arterial
que era em parte decorrente da secrecdo de vasopressina®. Sato Et al.®’
demonstraram que a lesdo eletrolitica do commNTS potencializava a resposta
pressora da oclusdo bilateral das car6tidas comuns, em parte por aumentar a
secrecao de vasopressina nestes ratos. Portanto, esses dois trabalhos sugerem que
o NTS, seja o intermediario ou comissural, podem estar inibindo a secrecdo de
vasopressina, pois uma vez inativado/lesado ocorreu uma maior secrecdo de
vasopressina. As proje¢des do NTS, incluindo o commNTS, para o PVN e SON
podem constituir a base anatbmica para estas respostas neuroenddcrinas de
inibicdo da secrecdo de vasopressina excercida pelo NTS29:84890,

Mais recentemente, foi demonstrado que o commNTS possui importante
participacdo na regulacdo da ingestéo de agua®. Nesse estudo do nosso laboratério,
demonstramos que a lesdo eletrolitica do commNTS potencializa a ingestdo de
agua induzida pela administracdo subcutanea de isoproterenol (30 pg/kg, sc), um
agonista B-adrenérgico que induz sede por ativar o sistema renina-angiotensina e
por promover hipotensdo>*®*. E importante salientar que a lesdo do commNTS n&o
afeta a hipotensédo induzida pelo isoproterenol, o que sugere que a potencializagao
da ingestdo de agua em animais com lesdo ndo esta relacionada com as alteracfes
cardiovasculares promovidas pela injecéo de isoproterenol®. Estudos mais recentes
também demonstraram que o commNTS estd envolvido com a regulacdo da
ingestdo de sédio induzida pela deplecéo de sédio’’. Esses autores sugerem que a
maior ingestdo de sodio nos animais com lesdo do commNTS possa estar
relacionada com uma inibicdo de mecanismos inibitérios gastrointestinais’’.

Experimentalmente, a osmolaridade plasmatica pode ser aumentada de
diversas maneiras, tais como privacao hidrica, infusdo de salina hiperténica, ou pela
administracdo intragastrica (ig) de salina hipertbnica, as quais produzem, de
maneira geral, respostas neurohumorais imediatas que incluem ativagao do sistema
nervoso simpdético, aumento da pressdo arterial e liberacdo de vasopressina e
ocitocina, sede e natriurese®"1242°58393,100.112,114

Os osmorreceptores centrais podem ser ativados por injecdes centrais de
salina hipertdnica, ou por meio de qualquer manobra experimental que promova um

aumento da osmolaridade plasmatica®’, o que levaria a ativacdo desses receptores
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qgue estdo nos oOrgdo circunventriculares, tais como o OSF e no 6rgdo vasculoso da
lamina terminal (OVLT)'®*?%®_Um dos protocolos capazes de promover aumento da
osmolaridade plasmatica € a sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M. Neste protocolo,
a concentracao de sodio e a osmolaridade aumentam 4%, mas o volume plasmatico
permanece inalterado®. A ingestdo de agua apés a sobrecarga de NaCl 2 M é
consequéncia da ativacdo desses osmorreceptores centrais, localizados em areas
prosencefalicas'®. Estudos funcionais tém demonstrado que a lesdo do OSF ou da
regido AV3V (o OVLT faz parte da regiao AV3V) reduzem a ingestdo de agua
induzida por um aumento da osmolaridade plasmatica®>’>%’. Além da ingestdo de
agua, o aumento na osmolaridade plasméatica pode também induzir natriurese. O
mecanismo pelo qual o aumento da osmolaridade induz natriurese ainda ndo é bem
compreendido, mas um dos mecanismos que certamente contribuem é a liberacao
de ocitocina (OT), ja que este hormonio induz perda de sédio e é liberado quando
ha aumento da osmolaridade plasmatica®>>®°. Aumentos na presséo arterial®*"® e

na atividade simpéatica®*®

sdo também observados quando hd4 um aumento da
osmolaridade plasmatica. Esses aumentos podem ser, pelo menos em parte, devido
a acao da vasopressina produzida e liberada pelo PVN e SON. Dados da literatura
também demonstraram que ha forte marcacdo de c-Fos, sugerindo ativacdo
neuronal, em células do PVN e do SON quando ha um aumento da osmolaridade

40,75

plasmatica seja devido a privacdo hidrica ou por infuséo intravenosa de salina

hipertdnica***°. Mais recentemente, a participacdo de osmorreceptores hepaticos

(periféricos), cujos aferentes cursam por meio do nervo vago***?

, parecem também
contribuir para a ingestdo de agua induzida por sobrecarga intragastrica de sodio
hipertdnico® %, Esses trabalhos demonstraram que a ingestéo de agua induzida
por sodio hipertonico ig ocorre mesmo antes de haver algum aumento na

osmolaridade plasmatica®***

, sugerindo que a hiperosmolaridade do conteudo
duodenal e/ou do sangue na regido hepatoportal atua como um sinal rapido que
estimula a ingestdo de agua. Uma participacdo das aferénicas dos osmorreceptores
periféricos tem sido também envolvida no aumento da excrecdo renal de Na” frente
a uma hiperosmolaridade na regiéo hepatoportal®®,

Kobashi et al.>®

ja demonstraram que apds a sobrecarga de salina hiperténica
0s neurbnios do commNTS e INTS apresentaram marcagcao para proteina c-Fos,
indicando que apo6s a sobrecarga de salina hipertdnica ha ativacdo desta regido.

Estudos do nosso laboratério’ demonstraram que em animais com lesdo crénica do
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commNTS ha uma potencializacdo ingestao de agua quando os animais s&o
submetidos a um aumento da osmolaridade plasméatica, causado por uma
sobrecarga intragastrica (ig) de NaCl 2 M. Além de um aumento na ingestdo de
agua, esses animais apresentam também aumento da presséo arterial média sem
alteracdo na frequéncia cardiaca, além de apresentarem uma grande natriurese
guando comparados a animais com leséo ficticia (sham), como demonstrado nas
figuras abaixo, no entanto ndo se sabe quais mecanismos estdo envolvidos nessas

respostas.

FIGURA 2 — Resultados prévios do nosso laboratorio.

Dados da literatura tem demonstrado que, aumentos da osmolaridade
plasmatica na ordem de 6% (maior do que o aumento de 4% observado apls a
sobrecarga de NaCl 2 M)®3, causado por ingestéo de solucdo de NaCl 2% por 6 dias

(sem acesso a agua), € capaz de elevar 3 vezes acima do normal os valores de
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RNAm para AVP no PVN'°. Outros estudos demonstram que a privacdo hidrica de
3 dias, promove alteragOes nos valores de RNAm para diversos genes, incluindo
para a vasopressina e ocitocina, no PVN e no SON*** Esses dados sugerem que
as alteracbes no transcriptoma possam estar relacionadas com as mudancas
cronicas da atividade do sistema hipotalalamo-hipofisario durante aumentos na
osmolaridade plasmatica. As respostas a privacdo hidrica sdo mediadas em parte
pela ativacdo de neurbnios do PVN, os quais sdo ativados por osmorreceptores
centrais situados em varias regides do prosencéfalo, como o OSF e OVLT04292109
no entanto ndo se sabe se podem ocorrer alteragcdes no transcriptoma frente a
aumentos agudos da osmolaridade plasmatica, como é o caso da gavagem ig com
NaCl 2 M.

Kraly et al.** demonstraram que a administracdo por infusdo intragastrica de
determinadas concentracdes de solucdes hipertbnicas de NaCl sdo capazes de
promover o aumento da osmolaridade apenas na regido da veia porta, mas nao da
osmolaridade plasmatica como um todo, e ainda assim sdo capazes de promover
ingestdo de agua. Uma das concentracdes de NaCl utilizadas para se conseguir
esse aumento da osmolaridade somente na regido hepato-portal e hepato-intestinal
e que é efetiva para promover uma discreta ingestdo de agua é a solucdo de NacCl
0,6 M administrada intragastricamente®’. Além disso, a ingestédo de agua causada
pela sobrecarga de NaCl 0,6 M, pode ser atenuada por injecdes centrais de losartan
(antagonista de receptores angiotensinérgicos AT1) e injecbes subcutéaneas de
losartan ou PD123319 (antagonista de receptores angiotensinérgicos AT2)%.
Trabalhos demonstraram também que a sobrecarga intragastrica de NaCl 0,6 M*®
ou NaCl 0,3 M é capaz de aumentar a expressdo da proteina c-Fos no SON e
PVN. No entanto ndo sabermos se o0 commNTS tem algum papel importante nas
respostas de ingestdo de agua, regulacdo cardiovascular e de excrecao urinaria
apos a ativacao dos osmorreceptores periféricos localizados na regido da veia porta

utilizando-se a sobrecarga ig de NaCl 0,6 M.



OBJETIVOS

Demonstramos anteriormente que animais com lesdo da por¢ado comissural
do NTS (commNTS) tem maior ingestdo de agua, natriurese e resposta pressora
frente a sobrecarga intragastrica (ig) de NaCl 2 M. Os mecanismos responsaveis por
estas alteracdes ainda n&o foram determinados. Uma vez que o estimulo com NaCl
2 M ig ativa osmorreceptores centrais e periféricos, ndo sabemos até 0 momento os
efeitos da lesdo do commNTS sobre as respostas observadas apds a estimulacéo
especifica de osmorreceptores periféricos que pode ser feita com NaCl 0,6 M ig.

Desta forma 0s nossos objetivos foram:

a) estudar os mecanismos que medeiam o aumento da pressao arterial e da

natriurese apds a sobrecarga de NaCl 2 M em animais com lesdo do commNTS;

b) verificar as alteracdes na expresséao da proteina c-Fos no PVN e no SON

apos NaCl 2 M ig em ratos com leséo ficticia (sham) ou lesdo do commNTS;

c) verificar as alteracbes na expressdo génica (MIF, AVP, AT1 e OT) no

PVN apds NaCl 2 M ig em ratos intactos (naive),

d) estudar os efeitos na pressao arterial, na ingestao de agua e na excre¢ao
renal subsequentes a administracédo de NaCl 0,6 M ig, bem como 0s mecanismos
responsaveis pelas alteracbes, em ratos com lesdo ficticia (sham) ou lesédo do

commNTS;

e) verificar as alteracdes na expressao da proteina c-Fos apoés NaCl 0,6 M

ig em ratos com leséo ficticia (sham) ou lesdo do commNTS.



MATERIAL E METODO

1 Animais

Foram utilizados ratos Holtzman, pesando entre 280 - 320 g, fornecidos pelo
Biotério da Faculdade de Odontologia e Farmacia da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”-UNESP, campus de Araraquara. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais de ago inoxidavel em uma sala com ciclo claro-
escuro 12:12 horas (luzes acesas das 7:00 as 19:00 horas), com temperatura (23 +
3° C) e umidade (55 + 10%) controladas; e com agua de torneira e ragdo granulada
ad libitum. Todos os experimentos estdo de acordo com as normas do comité de
ética para experimentacdo animal da Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, campus de Araraguara
(CEEA, protocolo 08/2007).

Nos experimentos feitos no laboratério do Dr. Colin Sumners, na
Universidade da Forida (UF), foram utilizados ratos adquiridos do laboratério
Charles River (Wilmington, MA, USA), da linhagem Sprague-Dawley. Os animais
foram mantidos em duplas, em caixas livres de patdgenos especificos (SPF), em
ciclo claro-escuro de 12:12 horas, com temperatura (23 = 3° C) e umidade (55 %
10%) controladas e com agua e racdo granulada ad libitum. Todos os experimentos
foram de acordo com as normas do Comité institucional para uso e cuidado animal
(IACUC) da Universidade da Florida (protocolo: 200810725).

2 Lesdo do NTS comissural (commNTS)

Os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina (80 mg/kg de
peso corporal, cloridrato de cetamina, Unido Quimica farmacéutica Naciona S/N,
Embu-Guacgu, SP, Brasil) e xilazina (7 mg/kg de peso corporal, Unido Quimica
farmacéutica  Naciona S/N, Embu-Guacu, SP, Brasil) administrada
intraperitonealmente, e adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900).
A cabeca dos animais foi posicionada 11 mm abaixo da linha interaural. A
musculatura da nuca foi cuidadosamente rebatida expondo o osso occipital e a
membrana atlanto-occipital. Apds a separacao da dura-mater do osso occipital, este
foi parcialmente removido utilizando-se um oste6tomo. A membrana atlanto-occipital

foi aberta e a dura-mater rebatida, expondo assim, o calamus scriptorius, que foi



28

entdo utilizado como ponto de referéncia para as coordenadas estereotéxicas, a
saber: 0,4 mm, 0,7 mm e 1,0 mm caudal e 0,0 mm lateral ao calamus scriptorius; e
0,1 mm ventral a superficie dorsal do bulbo nos trés pontos de lesao eletrolitica (2 x
1 mA por 5 s, com intervalo de 30 s entre elas). Nos ratos com lesdo sham (leséo
ficticia), o eletrodo foi posicionado nas mesmas coordenadas estereotaxicas, mas
nao houve passagem de corrente.

ApoOs as lesbes, a musculatura da nuca e a pele foram suturadas, e os
animais receberam uma dose profilatica de pentabidtico veterinario (benzilpenicilina
80000 IUs + streptomucin 33 mg, intramuscular, Fort Dodge Saude Animal Ltda,
Campinas, SP, Brasil) e de anti-inflamat6rio cetoprofeno (ketoprofen 1%, 1 mg/kg de
peso corporal, Mundo Animal, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os experimentos foram
realizados entre 15 e 20 dias ap0s as lesdes eletroliticas como descrito em estudo

prévio®.

3 Estimulo osmético

Foram utilizadas duas formas distintas de estimulo 6smotico: NaCl 0,6 M e
NaCl 2 M. A administracdo intragastrica (ig) de NaCl 0,6 M (2 ml) & capaz de
aumentar a osmolaridade da regido hepatoportal e hepatointestinal, sem no entanto
alterar os valores de osmolaridade totais'®. J& a administracéo ig de NaCl 2 M (2
ml), produz elevacdo de 4% da osmolalidade plasmatica e da concentracdo de
sodio. Esse forte estimulo reduz a atividade da renina plasmatica, mas nédo altera o
volume plasmatico, indicando que o volume do compartimento extracelular ndo e
alterado por este procedimento®. Para ambos os protocolos, como controle foi
utilizada a sobrecarga de NaCl isoténico (0,15 M). A sobrecarga foi administrada em

animais conscientes e com pequena contencédo de movimentos.

4 Registro da presséao arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC) em
animais néo anestesiados

No dia anterior ao experimento, os animais foram anestesiados com uma

mistura de cetamina + xilazina conforme descrito no item anterior para a

cateterizacdo da artéria e veia femorais, para o registro das variaveis

cardiovasculares e para a injecdo de drogas, respectivamente. No final da

cateterizacdo da artéria e veia femorais, os cateteres foram exteriorizados no dorso

do animal, na regido proxima a escépula, e suturadas na pele do animal. No dia
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seguinte, o cateter para registro da pressao arterial foi conectada a um transdutor de
presséo (Statham Gould, Cleveland, OH, USA) e acoplado a um amplificador (ETH-
200, CB Sciences Inc, Dover, NH, USA) e a um sistema de aquisicdo e analise de
dados (PowerLab, ADInstruments, Sydney, AUS). A presséao arterial pulsatil (PAP)
foi registrada e simultaneamente derivou-se a presséo arterial média (PAM) a partir
do sinal de PAP, e a frequéncia cardiaca (FC) foi calculada como a frequéncia

instantanea do sinal de PAP.

5 Medidas de ingestao de agua
A quantidade de agua ingerida foi quantificada por meio de buretas de vidro
graduadas em 0,1 ml, adaptadas com um bico de metal. Os animais n&o tiveram

acesso a racao durante os experimentos de ingestao.

6 Coleta de sangue e determinacdes bioquimicas
Em animias profundamente anestesiados com tiopental (tiopental sédico, 80
mg/kg, intraperitoneal, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Campinas,
Brasil), o sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca em tubos pré-refrigerados a 4° C
contendo anticoagulante e gel separador (K2 EDTA, 7.2 mg, VACUETTE, Greiner
Bio-One Brasil, Americana, SP, Brasil). As amostras de sangue retiradas foram
centrifugadas a 1500 rpm por dez minutos e foram analisadas as concentracdes de
Na® no soro e de proteinas totais imediatamente ap6s a centrifugacdo. As
determinacbes de Na® no soro foram feitas por potenciometria, utilizando-se
eletrodos seletivos (NOVA 1, Nova Biomedical, Mississauga, Ontario, Canada). A
determinacao das proteinas totais foi feita por refratometria (Refratdbmetro — Atago,
Bellevue, WA, USA).
7 Dosagem de vasopressina e ocitocina
Os animais foram decapitados e o sangue troncular foi coletado em tubos
plasticos refrigerados contendo heparina (50 ul). As amostras de sangue foram
centrifugadas (1940g por 20 minutos a 4°C) e o plasma foi separado e mantido em
freezer -20°C. Para a extracdo de vasopressina o ocitocina a partir do plasma foi
usado éter de petrdleo e acetona, e as determin¢gBes foram feitas através de

radioimunoensaio especifico e todas as amostras foram dosadas no mesmo ensaio.
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8 Radioimunoensaio para vasopressina (AVP)

Para o radioimunoensaio da vasopressina foram utilizados: a) anti-corpo
primario anti-AVP feito em coelho (IHC 8103, Bachem, Torrance, CA, USA); b)
horménio marcado, **°I-[Arg 8]-vasopressina; e c) anti-corpo secundario, anti-coelho
feito em cabra, desenvolvido no laboratério de neuroendocrinologia do
Departamento de Fisiologia-FMRP (USP-RP).

9 Radioimunoensaio para ocitocina (OT)

Para o radioimunoensaio da ocitocina foram utilizados: a) anti-corpo
primario anti-OT feito em coelho o gentilmente cedido por M. Morris (Wright State
University, Dayton, Ohio, USA); b) hormdnio marcado, *?°I-[OT] (IHC 8152, Bachem,
Torrance, California, USA) e c) anti-corpo secundario anti-coelho feito em cabra,
desenvolvido no laboratério de Neuroendocrinologia do Departamento de Fisiologia-
FMRP/USP.

A marcacdo de ambos os peptideos e sua prévia purificacdo por
cromatografia de alta resolucdo foram realizadas no laboratorio de
Neuroendocrinologia do Prof. Dr. José Antunes Rodrigues, Departamento de
Fisiologia, FMRP-USP.

10 Real time RT-PCR para expressao génica

O tecido cerebral, no caso o nucleo paraventricular do hipotdlamo, foi
extraido com a ajuda de um microscopio cirdrgico pela técnica de microdisseccao
ou “punch”, aonde o encéfalo foi colocado em uma matriz e dissecado. Utilizando-se
como ponto de referéncia o quiasma Optico, a regido que contém o PVN foi
microdissecada e o material colhido foi entdo transferido para um tubo livre de
RNAse e homogenizado com 200 pl de solugcéo tampéo para a extracdo do RNA (B-
mercaptanol + tampao RLT). O tecido foi entdo homogeinizado com auxilio de um
micro motor e mantido a 4°C. As amostras foram posteriormente centrifugadas por 3
min a 12.000 rpm, e o RNAm foi extraido utilizando-se o RNAse kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA). As amostras de RNAm foram submetidas a reagédo de
transcriptase reversa em tempo real para transformacdo de RNAmM em cDNA
(iScripit, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). As sequéncias de cDNA obtidas a partir da
reacdo foram usadas para quantificacdo através de sondas comerciais especificas
para determinados genes (MIF, AT1, AVP e OT) e sempre para o 18s (RNA

constitutivo — gene reporter). As reacdes com 45 ciclos foram realizadas em um
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aparelho ABI PRISM 7000 (Applied Biosytems, Foster City, CA). A amplificacdo da
sequéncia alvo foi detectada em tempo real pela emisséo de fluorescéncia, que
ocorre quando existe formacdo de dupla fita na regido codificada pelo par de
iniciadores. Os dados foram normalizados pela quantidade de cDNA da proteina
18s.

11 Perfuséao e fixacao do tecido encefalico

Ao final dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados
com uma dose de tiopental (tiopental sddico, 80 mg/kg, intraperitoneal, Cristalia
Produtos Quimicos farmacéuticos Ltda, Campinas, SP, Brasil). A seguir, 0 coracdo
foi exposto cirurgicamente, e os animais foram submetidos a perfusdo com solucéo
de formalina 10% (20 ml). Em seguida, os cérebros foram retirados e fixados em
formalina 10% por pelo menos 72h. Os cortes histolégicos (50 um) forem montados
em laminas gelatinizadas e corados pelo método de Nissl, usando o corante
Giemsa, e analisados no microscopio optico de luz (Nikon) para se localizar os
pontos de lesdo no commNTS.

No grupo de animais em que foi realizado procedimentos imunohistoquimicos
os animais foram profundamente anestesidados com tiopental (tiopental sédico, 80
mg/kg, intraperitoneal, Cristalia Produtos Quimicos farmacéuticos Ltda, Campinas,
SP, Brasil) e perfundidos com salina tamponada (PBS 0,1 M; pH = 7.4) seguido de
uma solugéo de paraformaldeido (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 4% (PFA 4%) em
PBS 0,1 M. Os cérebros foram removidos e estocados em 30% de sacarose em
solucéo de PBS 0,1 M (pH = 7,4). Ap6s o0 armazenamento a 4° C por ndo mais que
1 semana, os cérebros foram congelados e cortes coronais de 30 um do
prosencéfalo foram seccionados em um criostato (Leica, CM1800, Bannockburn, IL,

USA) e coletados em placas de cultura com 24 pocos contendo PBS 0,1 M para

serem submetidos ao procedimento de imunohistoquimica.

12 Imunohistoquimica para deteccdo de c-Fos e dupla marcacao para c-
Fos/vasopressina ou c-Fos/ocitocina

Um corte a cada 5 (cada 150 ym) da regido hipotalamica foi processada

para analise imunohistoquimica para deteccdo de c-Fos. Os cortes hipotalamicos

foram pré-incubados por 10 minutos em 3% de peroxido de hidrogénio em PBS 0,1

M (Sigma, St. Louis, MO, USA) seguido por lavagem com PBS 0,1 M (3 x 10 min). A
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seguir os cortes foram incubados por 15 minutos em solugcéao bloqueadora composta
de 10% de soro normal de cabra (NGS; Sigma, St. Louis, MO, USA) e Triton-X 0,3%
(Sigma, St. Louis, MO, USA) em PBS 0,1 M, seguido de lavagens em PBS (3 x 10
minutos). Os cortes foram entdo incubados em um anticorpo primario policlonal anti-
c-Fos feito em coelho (1:20.000, Ab-5, Calbiochem, San Diego, CA, USA) em PBS
contendo 1% de NGS e Triton X-100 0,3% por 48 horas a 4°C. Apés a incubacéo
em anticorpo primario, as sec¢des foram lavadas em PBS (3 x 10 minutos) antes de
serem incubadas por uma hora em anticorpo secundario biotinilado anti-coelho feito
em cabra (1:500, em PBS contendo 1% NGS e Triton-X 0,3%; Vector Laboratories
Inc., Burlingame, CA, USA) em temperatura ambiente. Apds essa incubacdo os
cortes foram lavados (PBS 0,1 M, 3 x 10 minutos) e novamente incubados em por
mais uma hora em Strept-avidin HRP (1:500, em PBS 0,1 M contendo 1% NGS e
Triton-X 0,3%; Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) em temperatura
ambiente. Diaminobenzidina (DAB) foi utilizada para produzir a reacdo nuclear que
promove a coloragcdo castanha no nucleo. Os cortes foram entdo montados em
laminas gelatinizadas, desidratadas em alcool, limpas em xilol e cobertas com
laminulas.

As células positivas ao c-Fos foram contadas bilateralmente em secodes
contendo o PVN e SON do hipotalamo em uma a cada cinco sec¢des (30 a cada 150
pum). O PVN foi dividido em porgéo magnocelular (mPVN) e parvocelular (pPVN). Os
neurdnios foram contados em microscopio de luz (Nikon) com uma magnificacao de
20x.

Em outros dois conjuntos de se¢Bes do hipotdlamo, apds incubacdo com
solugcéo bloqueadora como descrito acima, foi realizada dupla marcacéo utilizando
anticorpo primario policlonal anti-c-Fos feito em coelho (1:10.000, Ab-5, Calbiochem,
San Diego, CA, USA) e anticorpo primario monoclonal anti-neurophysin Il feito em
camundongo (1:200; derivado da vasopressina; PS41) ou anticorpo primario
monoclonal anti-neurophysin | feito em camundongo (derivado da ocitocina, PS38),
ambos gentilmente cedidos pelo prof. H. Gainer (National Intitutes of Neurological
Diseases and Stroke, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA),>****3. Os
cortes foram incubados por 48 horas em anticorpo primario (anti c-Fos 1:10.000,
anti-vasopressina 1:500 ou anti-ocitocina 1:500) em PBS 0,1 M contendo 1% de
NGS e 0,3% de Triton-X 100 por 48 horas a 4°C. Apos a incubac&o no anticorpo
primério, os cortes foram lavados em PBS 0,1% (3 x 10 minutos) para entdo serem
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novamente incubados por mais 1 hora em anticorpo anti-coelho biotinilado feito em
cabra (1:500, em PBS contendo 1% NGS e Triton-X 0,3%; Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA). Apds essa incubacao os cortes foram novamente lavados (3
x 10 minutos em PBS 0,1 M) e incubados por mais uma hora em Strept-avidin Alexa
Fluor 488 conjugate e Alexa Fluor 594 anti-camundongo feito em cabra (ambos
1:500, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Apés serem lavados em PBS (0,1 M, 3 x 10
minutos), os cortes foram montados em laminas gelatinizadas e secos por 10-15
minutos e entdo cobertas com antifade fluorescent mounting solution (VectorShield,
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA), para diminuir a perda da
fluorescéncia. As secdes (cada 150 ym) foram visualizadas e em microscopio de
fluorescéncia usando um microscopio Leica DM IRB (com C-Plan optics; Leica,
Wetzlar, Germany) utilizando o filtro apropriado, em secbes semelhantes,

representativas dos diferentes grupos.

13 Substancias utilizadas:

e NaCl 0,15 M;
e NaCl 0,6 M;
e NaCl2 M;

o fenilefrina: 2,5 ug/kg (agonista adrenérgico al);

e nitroprussiato de sédio (NPS): 30 ug/kg (vasodilatador, doador de NO);

e cianeto de potassio (KCN): 40 nug/ rato (bloqueador da cadeia respiratéria
celular — indutor de hipodxia);

e —[B-Mercapto-B,B-Cyclopentamethylenepropionyl*,0-Me-Tyr? Arg®]-
Vasopressin: 10 pg/ kg, composto de Manning (antagonista de receptores V1
— Sigma, St. Louis, MO, USA)

e —[Arg®]-Vasopressin: 12,5 ng/rato (arginina vasopressina; Sigma, St. Louis,
MO, USA)

14 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + EPM e analisados pelo teste t de
Student ou pela andlise de variancia de uma ou duas vias (ANOVA) associadas ao
Student-Newman-Keuls, conforme o mais apropriado, assumindo-se como

significante p < 0,05.



Parte 1:

Lesdo do commNTS e sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M

Sabendo que animais com lesdao no commNTS tem potencializacao
na ingestado de agua e natriurese, e facilitacdo na reposta pressora apos
a sobrecarga com NaCl 2 M, nesta primeira parte investigamos 0s

possiveis mecanismos que estdo envolvidos nessas respostas.

Grupos experimentais

Sham commNTS intactos

|

NaCl0,150u2 M

PAM +
antagonista V1
PCRno
PVN para
Dosagens séricas MIF, AVP,
oT

Marcacao de c-
FOSno PVN e SON

Dosagem
plasmatica de AVP
e OT




PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS — Parte 1

1 Participacéo da vasopressina na resposta pressora em animais com

lesdo do commNTS apos administracao intragastrica (ig) de NaCl 2 M.

Resultados prévios (descritos na Introducdo) demonstraram que animais
com lesdo do commNTS tem um significante aumento na PAM ap6s NaCl 2 M (2 ml,
ig), ao contrario de animais sham, aonde a sobrecarga nédo altera significantemente
0s niveis de pressao arterial. Testamos a participacado da vasopressina (AVP) nas
respostas cardiovasculares induzidas por NaCl 2 M ig em animais com leséo
cronica. Inicialmente, ratos sham (leséo ficticia) ou com lesdo do commNTS foram
conectados a um sistema de registro e a PAM e FC foram registradas em ratos
acordados. Aproximadamente 20 min apés o inicio dos registros cardiovasculares, 0
barorreflexo foi testado com administracdo intravenosa (iv) de uma dose pressora
de fenilefrina (2,5 pg/kg de peso corporal) e a uma dose hipotensora de
nitroprussiato de soédio (30 ug/kg de peso corporal) e o quimiorreflexo foi testado
com uma injecdo iv de cianeto de potassio (KCN, 40 pg/0,1 ml/rato). O intervalo
entre essas injegdes foi de 5 min. Nos mesmos animais, aproximadamente 20 min
apos término dos testes de baro e quimiorreflexo, foi injetado composto de Manning
(10pg/kg, iv) ou salina (NaCl 0,15 M; 0,2 ml/rato), e apos 10 min foi realizada
gavagem de NaCl 2 M (2 ml). As alteracdes na PAM e na FC foram registradas por
mais 60 min apds a gavagem. O efeito pressor da vasopressina (12,5 ng/rato, iv —
[Arg®]-Vasopressin, Sigma, St. Louis, MO, USA) foi testado antes e 5 e 70 min (final
dos experimentos) ap0s a administracdo do composto de Manning para verificar a

eficacia do bloqueio dos receptores V1 de AVP durante o periodo experimental.
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2 Efeito da lesdo do commNTS sobre parametros sanguineos apos
sobrecarga de NaCl 2 M.

Em alguns animais do grupo anterior, 3-4 dias ap0s o0s experimentos de
bloqueio de receptores vasopressinérgicos e medidas de pressado arterial,
aproximadamente as 17 horas, a racdo foi retirada das gaiolas para que no
momento do experimento 0s animais estivessem com o0 estbmago vazio (jejum de
16 h). No periodo da manha do dia seguinte, foi realizada a sobrecarga ig de NaCl
0,15 M ou NaCl 2 M (2 ml, ig). Apés 15 minutos os animais foram profundamente
anestesiados com tiopental (tiopental sédico, 80 mg/kg, intraperitoneal, Cristalia
Produtos Quimicos farmacéuticos Ltda, Campinas, SP, Brasil). Foi entdo realizada
puncéo cardiaca para retirada de sangue, para posterior analise dos valores séricos

de Na*, K" e quantidade total de proteinas.

3 Efeito da lesdo do commNTS na expressédo da proteina c-Fos no PVN e
SON ap6s a sobrecarga de NaCl 2 M (ig).

Em um grupo experimental, foi testado os efeitos da gavagem ig de NacCl
0,15 M ou NaCl 2 M (2 ml) na expressao da proteina c-Fos na regibes parvocelular
e magnocelular do PVN (pPVN e mPVN, respectivamente) e no SON em ratos com
lesédo do commNTS ou ratos sham.

Durante sete dias consecutivos 0s animais receberam, no primeiro dia, uma
sobrecarga de NaCl 2 M e nos seis dias subsequentes uma sobrecarga de NacCl
0,15 M. Este procedimento foi feito para minimizar qualquer possibilidade de
expressao da proteina c-Fos relacionada ao estresse do procedimento. No dia do
experimento, agua e racao foram removidas das gaiolas, e todos os ratos (sham, n
= 3-4/grupo e commNTS, n = 3-4/grupo) receberam gavagem ig de 2 ml de NaCl
0,15 M ou 2 M. Duas horas apés a gavagem, os ratos foram profundamente
anestesiados com tiopental (tiopental sodico, 80 mg/kg, intraperitoneal, Cristalia
Produtos Quimicos farmacéuticos Ltda, Campinas, SP, Brasil). Os procedimentos
de perfusdo, imunohistoquimica para deteccéo de c-Fos e de contagem celular, bem
como de visualizacao da dupla marcacao (c-Fos/AVP ou c-Fos/OT) foram realizados

conforme descrito na se¢do dos Métodos.



37

4) Efeito da sobrecarga de NaCl 2 M na secrecao de vasopressina (AVP)
e ocitocina (OT) em animais sham e com lesdo do commNTS apoés

sobrecarga de NaCl 2 M (ig).

Em um grupo de animais sham ou com lesdo do commNTS, o sangue
troncular foi coletado em tubos plasticos contendo heparina (50 pl) 20 minutos apés
a sobrecarga de NaCl 0,15 M ou NaCl 2 M. As amostras de sangue foram
centrifugadas (19409 por 20 minutos a 4°C) e o plasma foi separado e mantido em
freezer -20°C. Para a determinagdo de AVP e OT plasmaticas, as amostras foram
extraidas de 1 ml de plasma com acetona e éter de petrdleo. Os valores plasmaticos
de AVP e OT foram medidos por meio de radioimunoensaio conforme descrito
anterioremente (Ruginsk et al, 2007; Godino et al 2010). A sensibilidade do ensaio e
o coeficiente de variacdo intra e entre ensaios foram respectivamente 0.7 pg/ml,
7.6% and 12% para AVP, e 0.9 pg/ml, 6.8% and 12.6% para OT.

5) Efeito da sobrecarga de NaCl 2 M (ig) sobre a expressao génica no

nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN).

Em um grupo de animais intactos (sham) foi realizada a gavagem de NaCl
0,15 M ou NaCl 2 M (2 ml) e ap6s 2 horas os animais foram anestesiados em uma
cuba contendo isofluorano e decapitados. O encéfalo foi rapidamente removido e o
PVN foi dissecado e foi feita a extracdo de RNA e conversdo em cDNA conforme
descrito nos Métodos. O cDNA foi processado com as sondas de interesse, a saber:
fator inibitorio de migragdo de macrofagos (MIF), receptores de angiotensina do tipo

1 (AT1), vasopressina ( AVP), ocitocina (OT) e 18s (gene reporter).



RESULTADQOS — Parte 1

1 Anélise histologica dalesdo do commNTS.

As lesdes do commNTS foram restritas ao commNTS (Figura 3), deixando

intacto o NTS intermediario, o nucleo hipoglosso (n. Xll), e a area postrema (AP)
8,24,87

conforme demonstrado em estudos anteriores

FIGURA 3 - Fotomicrografia de se¢des coronais rostro-caudais (A a D) do nacleo do
trato solitario (NTS) mostrando uma lesé@o eletrolitica representativa do NTS
comissural (B ao D, setas). iINTS, NTS intermediario; Xl (n. hipoglosso) e AP (area

postrema). Escala de barra = 200 ym.
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2 Participacédo da vasopressina na resposta pressora em animais com
lesdo do commNTS apés sobrecarga de NaCl 2 M (ig).

Ratos com lesdo do commNTS (N = 18) néo tiveram alteradas a PAM e FC
basais (112 + 3 mmHg e 332 + 10 bpm, respectivamente) comparado com 0s ratos
sham (N=19; 115 + 2 mmHg vs. 341 + 6 bpm). As lesdes do commNTS néo
produziram alteragbes na bradicardia ou na taquicardia reflexa induzidas
respectivamente pela fenilefrina e nitroprussiato de sédio (Tabela 1). Entretanto, a
resposta pressora do quimiorreflexo induzida pela administragdo de KCN iv foi
reduzida, enquanto que a resposta bradicardica nao foi alterada (Tabela 1).

Como demonstrado anteriormente, animais com lesdo do commNTS tem
um resposta pressora apés a sobrecarga de NaCl 2 M que nédo é observada em
animais sham. Essa resposta pressora induzida por NaCl 2 M ig em ratos lesados
foi completamente abolida pela administracédo prévia (10 min antes de NaCl 2 M ig)
do antagonista de receptores V1 da vasopressina (commNTS + ant-V1 iv: 4 + 3 vs.
commNTS+salina iv: 23 £ 3 mmHg/60 min apds gavagem), F(3,288)=51,932; p <
0.05/, (Figuras 4 e 5). A eficacia do bloqueio dos receptores V1 durante todo o

procedimento experimental pode ser verificado na Tabela 2.
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Tabela 1 - Variacdes da pressao arterial média (PAM) e da frequéncia
cardiaca (FC) em animais sham e com lesdo do commNTS apos fenilefrina

(fenil), nitroprussiato de sddio (NPS) e cianeto de potassio (KCN)

Sham (N=19) commNTS (N=18)
A PAM A FC (bpm) A PAM (mmHg) A FC (bpm)
(mmHg)
fenilefrina 61+2 -121 + 15 62 +2 -101 + 14
NPS 41 +2 104 + 4 -43 + 2 100+ 4
KCN 64 +3 -202+ 14 52 + 3* -182+14

Os resultados estdo expressos como média + EPM.
*diferente de sham (Student t test; p < 0.05).

Tabela 2 - Alteracdes na PAM (mmHg) induzidas pela vasopressina (12,5
ng/rato, iv) antes e 5 e 70 min apdés a administracdo de antagonista de receptores
V1 de vasopressina (composto de Manning, 10 ug/kg, iv) em ratos com leséo

commNTS ou ratos sham

Grupo N AVP basal AVP 5 min AVP 70 min
PAM (mmHg) PAM (mmHQ) PAM (mmHg)

Sham 19 28+5 3+2* 0+1*

commNTS 18 33+4 -4 + 2% 2+1*

Valores sao expressos como média + EPM. N = nimero de animais
* diferente de AVP basal (Student t test; p < 0.05).
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FIGURA 4 — Tracado representativo mostrando pressdo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) dos grupos sham e com lesdo do commNTS que
receberam injecdes intravenosas de salina ou antagonista de receptores V1 da
vasopressina antes da gavagem de NaCl 2 M (2 ml). Setas indicam o0 momento da

gavagem. Escala = 10 minutos.
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FIGURA 5: Alteracdes na pressao arterial média (PAM) e na frequéncia
cardiaca (FC) em ratos sham e ratos com lesdo do commNTS apds administracao
intragastrica de NaCl 2 M em ratos pré-tratados com salina ou antagonista de
receptores V1 de vasopressina (Manning Compound, 10 ug/kg peso corporal, iv).
Resultados estédo expressos como média + EPM. N = nimero de animais. * diferente
de 0 min; T diferente dos outros tratamentos, # diferente de sham + salina iv

(ANOVA de duas vias associada ao Student-Newman-Keuls; P < 0,05).
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3 Sdodio, potassio e proteina plasméaticos em animais com lesdo do
commNTS ap0s a sobrecarga de NaCl 2 M (ig).

Na tabela 3, podemos observar que 20 minuntos apds a sobrecarga de
NaCl 2 M ambos os grupos (sham e commNTS) apresentaram um aumento de igual
magnitude do sodio sérico /F(3,16) = 13,573; p > 0.05/, sem altera¢des nos valores
séricos de potéassio /F(3,16) = 1,170; p > 0.05/, ou de proteinas no soro /F(5,30) =
2,176; p > 0.05].

Tabela 3 - Valores de proteina sérica total (PT), sédio sérico (Sna) €
potassio sérico (Sk) 20 min apbs a sobrecarga de NaCl 2 M or NaCl 0,15 M ig (2 ml)
em ratos com lesdo do commNTS ou sham

Grupo N  Tratamento PT (9/%) Sna (MEQ/l) Sk (mEQg/I)
Sham 6 NaCl0,15M 6,1+0,2 140+1,2 6,1+0,1
Sham 6 NaCl 2 M 6,3+0,1 146 £ 0,7 * 6,3+0,1
commNTS 7 NaCl0,15M 60,1 141 + 0,6 6+0,1
commNTS 7 NaCl 2 M 6,3+0,1 147 £ 0,7 * 6,3+0,1

Valores sao expressos como média £ EPM. N = nimero de animais.
*diferente de NaCl 0,15 M; p < 0,05 (ANOVA de duas de vias associado ao

Student-Newman-Keuls).
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4 Expressao da proteina c-Fos e dupla marcacdo para vasopressina e
ocitocina no PVN e SON em animais com lesdo do commNTS apo6s

sobrecarga de NaCl 2 M (ig).

NaCl 2 M ig induziu expressao de c-Fos na por¢dao magnocelular do PVN
em ratos sham e em ratos com lesdo do commNTS (Figura 6A e 6B). Contudo este
aumento foi maior nos ratos com lesdo do commNTS comparado aos ratos sham
(139 + 22 vs. sham: 70 + 13 células positivas/secao — a cada 150 um bilateralmente)
[F(3,9)=27,275; p< 0.05], (Figura 6A e 6B). Na regido parvocelular do PVN, NaCl 2
M também aumentou a expressao da proteina c-Fos em ratos sham e em ratos com
lesdo do commNTS [F(3,9)=27,889; p< 0.05], entretanto 0 aumento no namero de
células imunopositivas ao c-Fos foi semelhante entre os grupos (Figuras 8A e 8B).
No SON, gavagem de NaCl 2 M também induziu expressao de c-Fos em ratos sham
e em ratos com lesdo do commNTS, e de maneira semelhante a porgao
magnocelular do PVN, nos ratos com lesdo do commNTS o aumento no numero de
células imunopositivas ao c-Fos apds NaCl 2 M ig foi maior do que o observado nos
ratos sham (270 £ 11 vs. sham: 191 + 12 células positivas/secéo), [F(3,9)=307,638;
p< 0.05], (Figuras 4A e 4B). Nas Figuras 7 e 8 podemos observar dupla marcagao
(amarelo) das células imunopositivas ao c-Fos (verde) que também apresentaram
imunorreatividade a vasopressina ou a ocitocina (ambas em vermelho,
respectivamente Figura 7 e Figura 8), em ratos sham e ratos com lesdo do

commNTS.
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FIGURA 6 - A) Fotomicrografia de secbes coronais representativas de
expressdo de c-Fos nas por¢gdes magnocelular (mPVN) e parvocelular (pPVN) do
ndcleo paraventricular do hipotalamo (painel superior) e no nudcleo supraoptico
(painel inferior), (barra = 100 pym);. B) Células imunopositivas ao c-Fos por secéo
nas porcdes magnocelular (mPVN) e parvocelular (pPVN) do nucleo paraventricular
do hipotalamo e no nucleo supraoptico (SON) em animais do grupo sham e do
grupo com lesdo do commNTS apds a sobrecarga de NaCl 0,15 M ou NaCl 2 M. Os
resultados foram expressos como média + EPM. * diferente de NaCl 0,15 M; t
diferente de sham + NaCl 2 M. p < 0,05 (ANOVA de duas vias associado ao

Student-Newman-Keuls).
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FIGURA 7 - Fotomicrografia de cortes coronais representativos para c-Fos
(verde) e vasopressina (AVP, vermelho) e dupla marcacdo (Fos+AVP, sobreposicéo
em amarelo) no nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e no nucleo supraoptico
(SON). Barra de escala= 200 pym.
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FIGURA 8 - Fotomicrografia de cortes coronais representativos para c-Fos
(verde) e ocitocina (OT, vermelho) e dupla marcagcéo (Fos+OT, sobreposicdo em
amarelo) no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) e no nucleo supraoptico
(SON). Barra de escala= 200 pm.
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5 Efeito da sobrecarga de NaCl 2 M na secre¢ao de vasopressina (AVP)
e ocitocina (OT) em animais sham e com lesdo do commNTS apoés

sobrecarga de NaCl 2 M (ig).

A sobrecarga de NaCl 0,15 M nao altera os valores basais de vasopressina
e ocitocina circulantes em animais sham ou com lesdo do commNTS. A sobrecarga
de NaCl 2 M promoveu em animais lesados um maior aumento nos valores
plasmaticos de AVP quando comparados a animais sham (21 + 8 vs. sham: 6,6 £ 1,3
pg/ml) /F(3,27) = 4,131; p < 0.05/ (figura 9). Por outro lado, a gavagem com NacCl 2
M induziu uma um aumento semelhante nos valores plasmaticos de OT em animais
lesados e sham (commNTS: 27 + 9 vs. sham 21 + 7 pg/ml) /F(3,30) = 5,927; p <
0.05/ (figura 9).
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FIGURA 9 - Concentracdo plasmatica de vasopressina (AVP) e ocitocina
(OT) em animais sham ou com lesdo do commNTS, 20 minutos apdés a
administracdo intragastrica com NaCl 2 M (2 ml). Os resultados foram expressos
como média + EPM. *diferente de NaCl 0,15 M; + diferente de sham + NaCl 2 M. p <

0,05 (ANOVA de duas vias associado ao Student-Newman-Keuls).
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6 Expressao génica no PVN apds sobrecarga de NaCl 2 M (ig) em

animais intactos.

Em ratos intactos, foi observado um aumento nos valores de RNAm para
AVP (0,6 £ 0,1 vs. NaCl 0.15 M: 0,21 + 0,07 unidades arbritarias; ua), OT (0,51 +
0,12 vs. NaCl 0.15 M: 0,16 * 0,03 ua), MIF (0,82 + 0,05 vs. NaCl 0,15 M: 0,58 + 0,07
ua) e AT1R (0,74 £ 0,08 vs. NaCl 0.15 M: 0,32 + 0,05 ua) (figura 10).

CONaCl0,15M R NaCl2 M

*
*

RNAmM/18s RNAm
(unidades arbitrarias)
o o o -
¢ & & 8

0.00

MIF AT1 AVP

FIGURA 10 - Quantidade de RNAmM no PVN em animais intactos, 120
minutos ap6s a administracao intragastrica com NaCl 2 M (2 ml). Os resultados
foram expressos como média + EPM. *diferente de NaCl 0,15 M. (Student t test; p <

0.05).



Resumo — Parte 1

Nesta primeira parte observamos que a sobrecarga ig de NaCl 2 M promove:

1) Aumento da PAM dependente de vasopressina, maior expressao de c-Fos
em neurdnios vasopressinérgicos do mPVN e SON e valores plasmaticos mais
elevados de vasopressina em ratos com lesdo do commNTS;

2) Aumento semelhante na secrecao de OT em ratos sham e em ratos com
lesdo commNTS;

3) Aumento semelhante nos valores séricos de Na* em ratos sham e com lesdo
do commNTS,

4) N&o promoveu alteracdo nos valores séricos de K* e de proteinas totais;

5) Em animais intactos, aumento da expresséo génica de MIF, AT1, AVP e OT
no PVN 2 horas ap0s a sobrecarga de NaCl 2M.



Parte 2:

Lesdo do commNTS e sobrecarga intragastrica de NaCl 0,6 M

Sabe-se que commNTS participa de varias respostas frente a
sobrecarga de NaCl 2 M, que promove aumento da osmolaridade
plasmatica, que ativa osmorreceptores centrais e periféricos. Diferente
da sobrecarga de NaCl 2 M, a sobrecarga com NaCl 0,6 M promove
pequena ingestdo de agua apenas pela ativacdo de osmorreceptores
periféricos °*. Assim nesta segunda parte nds investigamos as respostas
de ingestdo de agua, excrecao, pressao arterial e expressédo de c-Fos
em animais com lesdo do commNTS e animais sham que receberam

sobrecarga de NaCl 0,6 M.

Grupos experimentais

Sham commNTS

NaCl0,150u0,6 M

PAM +
antagonista V1

Dosagens séricas

Ingestao de agua
e excre¢ao

Marcagao de c-
FOSno PVN e SON




PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS — Parte 2

1 Efeito da lesdo do commNTS na presséo arterial e frequéncia cardiaca
apo0s sobrecarga de NaCl 0,6 M e a possivel participacdo da

vasopressina.

Ratos sham ou com lesdo crénica do commNTS foram conectados a um
sistema de registro e a PAM e FC foram registradas em ratos acordados.
Aproximadamente 20 min apos o inicio dos registros cardiovasculares, NaCl 0,15 M
(2 ml) e ap6s 60 minutos receberam uma sobrecarga ig de NaCl 0,6 M (2 ml) e a

PAM e FC foram registradas por mais 60 min.

Em outro grupo de ratos sham ou ratos com lesdo crénica do commNTS, foi
testada a participacdo da AVP nas respostas cardiovasculares induzidas por NacCl
0,6 M ig. Neste protocolo, aproximadamente 20 min apds o inicio do registro da
PAM e FC, foi injetado composto de Manning (10 ug/kg, iv) ou salina (NaCl 0,15 M;
0,2 ml/rato), e apo6s 10 min foi realizada gavagem de NaCl 0,6 M (2 ml). As
alteracbes na PAM e na FC foram registradas por mais 60 min apés a gavagem. O
efeito pressor da vasopressina (12,5 ng/rato, iv — [Arg®]-Vasopressin, Sigma, St.
Louis, MO, USA) foi testado antes e 5 e 70 min (final dos experimentos) apds a
administracdo do composto de Manning para verificar a eficacia do bloqueio dos

receptores V1 de AVP durante o periodo experimental.

2 Efeito da lesdo do commNTS sobre parametros sanguineos apoés

sobrecarga de NaCl 0,6 M.

Nos mesmo animais do grupo anterior, 3-4 dias ap0s 0s experimentos de
bloqueio de receptores vasopressinérgicos e medidas de pressdo arterial,
aproximadamente as 17 horas, a racdo foi retirada das gaiolas para que no
momento do experimento 0s animais estivessem com o estbmago vazio (jejum de
16 h). No periodo da manha do dia seguinte, foi realizada a sobrecarga ig de NaCl
0,15 M ou NaCl 0,6 M (2 ml, ig). ApGs 15 minutos os animais foram profundamente
anestesiados com tiopental (tiopental sodico, 80 mg/kg, intraperitoneal, Cristalia
Produtos Quimicos farmacéuticos Ltda, Campinas, SP, Brasil). Foi entdo realizada
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puncédo cardiaca para retirada de sangue, para posterior analise dos valores séricos

de Na*, K* e quantidade total de proteinas.

3 Efeito da lesdo do commNTS na ingestdo de agua e excrecdo urinaria

apos sobrecarga de NaCl 0,6 M (ig).

No dia do experimento de ingestdo, agua e racdo foram retiradas das
gaiolas, os animais receberam sobrecarga de NaCl 0,6 M ou NaCl 0,15 M e
imediatamente apO0s a sobrecarga os animais tiveram acesso a adgua em buretas
graduadas (divisbes de 0,1 ml) adaptadas com bicos de metal. A ingestdo de agua
foi registrada aos 15, 30, 60, 90 e 120 min. A quantidade de &gua ingerida foi
corrigida em ml/100 g de peso corporal, uma vez que ratos com lesdo do commNTS
perdem peso®’°.

Em outro grupo de animais sham e com lesédo créonica do commNTS foram
realizados experimentos para verificar as alteracbes nos parametros de excrecéo
urinaria (diurese e natriurese). Esses animais foram colocados durante 4 dias em
gaiolas metabdlicas, uma hora por dia, para que o novo ambiente ndo interferisse no
experimento. No dia do experimento, os animais foram colocados em gaiolas
metabdlicas e receberam sobrecarga de NaCl 0,15 M ou NaCl 0,6 M sem acesso a
agua ou a racdo, e a coleta de urina foi feita por 120 min. Apés o término do
experimento 0s animais retornaram a gaiola de origem com livre acesso a agua e a

comida.
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4 Efeito da lesdo do commNTS na expressédo da proteina c-Fos no PVN e
SON sobrecarga de NaCl 0,6 M (ig).

Os efeitos da gavagem de NaCl 0,15 ou 0,6 M (2 ml) na expressao da
proteina c-Fos na regides parvocelular e magnocelular do PVN (pPVN e mPVN,
respectivamente) e no SON foi testada também em ratos com lesdo do commNTS
ou em ratos sham. Durante sete dias consecutivos 0s animais receberam, no
primeiro dia, uma sobrecarga de NaCl 0,6 M (2 ml) e nos seis dias subsequentes
uma sobrecarga de NaCl 0,15 M (2 ml). Este procedimento foi feito para minimizar
gualquer possibilidade de expressdo da proteina c-Fos relacionada ao estresse do
procedimento. No dia do experimento, agua e racao foram removidas das gaiolas, e
todos os ratos (sham, n = 3 - 4/grupo e commNTS, n = 3 - 4/grupo) receberam
gavagem ig de 2 ml de NaCl 0,15 M ou de NaCl 0,6 M. Duas horas apo6s a
gavagem, os ratos foram profundamente anestesiados com tiopental sédico (80
mg/kg, intraperitoneal, Cristalia Produtos Quimicos farmacéuticos Ltda, Campinas,
SP, Brasil) O procedimento de perfusdo, imunohistoquimica para detec¢édo de c-Fos
e de contagem celular, bem como de visualizacdo da dupla marcacao (c-Fos/AVP

ou c-Fos/OT) foram realizados conforme descrito na se¢do dos Métodos.



RESULTADOS- Parte 2

1 Efeito da lesdo do commNTS na presséo arterial e freqUéncia cardiaca
apO0s sobrecarga de NaCl 0,6 M e possivel participacdo da

vasopressina.

Como ja demonstrado anteriormente, a lesdo do commNTS néo alterou os
niveis basais da PAM (LF: 107 + 3 vs. commNTS: 110 + 5 mmHg) ou da FC (LF: 346
+ 10 vs commNTS: 364 + 12 bpm). A sobrecarga ig com NaCl 0,15 M, como
esperado, nao alterou os valores de PAM (A sham: -6 + 1,4 vs. commNTS: -8 + 4
mmHg) ou de FC (A sham: -12 £ 10 vs commNTS: -6 + 20 bpm) em ambos os
grupos (figura 11). Em contrapartida, a sobrecarga de NaCl 0,6 M promoveu
resposta pressora em animais com lesdo do commNTS (11 + 3 vs. sham: -3 + 2
mmHg) durante os 30 primeiros minutos que se seguiram a gavagem /F(3,154)
=14,964; p < 0.05/. Nao houve alteracao significante em relagdo aos valores de FC
(commNTS: 5+ 10 vs. sham: 8 £ 17 bpm), /F(3,154) =0,986/ (figura 11).

Nas figuras 12 e 13 podemos observar que a resposta pressora observada
em ratos com lesdo do commNTS induzida pela sobrecarga ig de NaCl 0,6 M (11 +
3 mmHg/10 min) foi completamente abolida quando os ratos lesados foram preé-
tratados com composto de Manning (-4 + 3 mmHg), /F(3,144) =10,195; p < 0.05/..
Em ratos sham, ndo foi observado quaisquer alteracbes na PAM apos NaCl 0,6 M
ig, tanto em ratos pré-tratados com salina iv ou em ratos pré-tratados com
antagonista de vasopressina (Figuras 12 e 13). Também nao foram observadas
alteracdes significativas na FC apo0s sobrecarga com NaCl 0,6 M em qualquer um
dos tratamentos /F(3,144) =1,065, p > 0,05].
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FIGURA 11 - Alteracdes na pressao arterial média (PAM) e na frequéncia
cardiaca (FC) em ratos sham e ratos com lesdo do commNTS apds administracao
intragastrica de NaCl 0,6 M. Resultados estdo expressos como média + EPM. N =
numero de animais. * diferente de sham; + diferente de 0 min (ANOVA de duas vias

associada ao Student-Newman-Keuls; P < 0,05).
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FIGURA 12 - Tracado representativo mostrando pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) dos grupos sham e com lesdo do commNTS que
receberam injecdes intravenosas de salina ou antagonista de receptores V1 da
vasopressina antes da gavagem de NaCl 0,6 M (2 ml). Setas indicam o0 momento da

gavagem. Escala = 10 minutos.
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FIGURA 13 - Alteracbes na pressao arterial média (PAM) e na frequéncia
cardiaca (FC) em ratos sham e ratos com lesdo do commNTS apds administracéo
intragastrica de NaCl 0,6 M em ratos pré-tratados com salina ou antagonista de
receptores V1 de vasopressina (Manning Compound, 10 ug/kg peso corporal, iv).
Resultados estédo expressos como média + EPM. N = nimero de animais. * diferente
de sham; + diferente do tempo 0 — mesmo comentario do item anterior (ANOVA de

duas vias associada ao Student-Newman-Keuls; P < 0,05).
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2 SAdio, potassio e proteina plasmaticos em animais com lesdo do NTS
comissural (commNTS) 20 minutos apds a sobrecarga de NaCl 0,6 M

(ig).

Vinte minutos apés a sobrecarga de NaCl 0,6 M ndo houve alteracdo das
concentracdes plasméticas de soédio /F(3,23) = 1,113; p > 0.05/, potassio /F(3,23) =
0,693; p > 0.05], bem como de protéinas totais /F(3,23) = 1,619; p > 0.05] (tabela 4).

Tabela 4 - Valores de proteina sérica total (PT), sédio sérico (Sna) €
potassio sérico (Sx) 20 min apds a sobrecarga de NaCl 0,6 M or NaCl 0,15 M ig (2

ml) em ratos com lesdo do commNTS ou sham

Grupo N  Tratamento PT (9/%) Sna (MEQ/l) Sk (mEQg/l)

Sham 9 NaCl0,15M 6,1+0,2 140+1,2 6,1+0,1
Sham 9 NaCl 0,6 M 58+0,1 142 +0,9 58+0,1
commNTS 10 NacCl 0,15 M 60,1 141 + 0,6 6+0,1

commNTS 10 NacCl0,6 M 6,1+0,1 144 + 0,3 6,1+0,1

Valores sdo expressos como média £ EPM. N = nimero de animais.
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3 Efeito da lesdo do commNTS na expressédo da proteina c-Fos no PVN e
SON sobrecarga de NaCl 0,6 M (ig).

A sobrecarga de NaCl 0,6 M ndo promoveu aumento significante da
expressdo de c-Fos no PVN, seja na por¢cao magnocelular /F(3,12) = 0,449; p <
0.05/ ou na porgéo parvocelular /F(3,12) = 0,341; p < 0.05/, (figura 14 A e B). No
SON NaCl 0,6 M ig promoveu um aumento significante na expressédo de c-Fos em
ambos 0s grupos, embora o aumento tenha sido significantemente maior em ratos
lesados (sham: 18 + 2 vs. commNTS: 27 + 3 células positivas/secédo,) /F(3,12) =

42,215; p < 0.05/(figura 14 A e B).
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expressao de c-Fos nas por¢cdes magnocelular (mPVN) e parvocelular (pPVN) do
nucleo paraventricular do hipotalamo (painel superior) e no ndcleo supraoptico
(SON, painel inferior), (barra = 100 ym);. B) Células imunopositivas ao c-Fos por
secdo nas porcbes magnocelular (MPVN) e parvocelular (pPVN) do ndcleo
paraventricular do hipotalamo e no nucleo supraoptico (SON) em animais do grupo
sham e do grupo com lesdo do commNTS apds a sobrecarga de NaCl 0,15 M ou
NaCl 0,6 M. Os resultados foram expressos como meédia + EPM. * diferente de NacCl
0,15 M; + diferente de sham + NaCl 0,6 M. p < 0,05 (ANOVA de duas vias associado
ao Student-Newman-Keuls).
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4 Ingestao de 4gua e excrecdo apos a sobrecarga de NaCl 0,6 M em

animais com lesdo do commNTS.

Os pesos corporais pré-lesdo nao foram diferentes entre 0os grupos, porém
guatro dias apoés lesdes, o peso corporal dos ratos com lesdo do commNTS foi
reduzido, enquanto que o peso corporal dos ratos com lesdo ficticia sham estava
semelhante ao basal (Tabela 5). Na fase cronica da lesdo, 14 dias apoés cirurgia, 0s
ratos com lesédo do commNTS ganharam peso comparado ao seu valor basal, embora
0 ganho de peso corporal tenha sido sempre menor do que o observado nos ratos
com lesao ficticia [F(5,83)=31,430, p<0.05], (tabela 5).

A sobrecarga de NaCl 0,6 M induziu pequena ingestdo de agua em ratos com
lesdo do commNTS e em ratos sham, porém a ingestdo de dgua em ratos lesados
apenas nos 15 primeiros minutos do experimento (0,78 + 0,01 ml vs sham: 0,42 £
0,02 ml/100 g de peso corporal) /F(3,180) =11,462; p < 0.05/ (figura 15 A). Na figura
13 B, que demonstra a ingestdo cumulativa, podemos observar que a maior ingestao
cumulativa de dgua em animais com lesdo do commNTS ndo é alcancada pelos
animais sham (figura 15 B).

Em relacdo a excrecdo urinaria, ndo houve diferencas significativas na
diurese apos a sobrecarga de NaCl 0,15 M (sham: 0,3 £ 0,1 vs. commNTS 0,3 £ 0,1
ml/100 g de peso corporal/120 min) (figura 16) e apds a sobrecarga de NaCl 0,6 M
(sham: 0,38 = 0,1 vs. commNTS 0,3 £ 0,1 ml/100 g de peso corporal/120 min)
[F(3,33)=0,789, p>0.05]. A natriurese (figura 16) também n&o foi alterada em animais
sham e com lesdo do commNTS apos a sobrecarga de NaCl 0,15 M ou NaCl 0,6 M
(NaCl 0,15 M — sham: 74 + 34 vs. commNTS: 51 + 15; NaCl 0,6 M — sham: 28 £ 5 vs
commNTS 77 + 15 yEg/100 g de peso corporal/120 min) [F(3,31)=1,068, p>0.05].
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Tabela 5 - Valores de peso corporal antes da lesédo (pré-leséo) e apés lesao

ficticia ou lesdo do commNTS

Grupo N Pre-lesdo 4 dias 14 dias
Sham 16 296 + 4 304 +2 351 + 3*
commNTS 12 305+5 286 + 3*" 335 + 4*"

Os resultados estao expressos como média + EPM. N = nimero de animais.
* p < 0,05 comparado com pré-lesao; t p < 0.05 comparado com sham (ANOVA de

duas vias associada ao Student-Newman-Keuls).
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FIGURA 15 - Efeitos da gavagem intragrastrica de NaCl 0,6 M em ratos com
sham e com lesdo do commNTS sobre a ingestdo ndo cumulativa (A) e cumulativa
(B) de &gua. Resultados estdo expressos como média + EPM. N = numero de
animais. * diferente de NaCl 0,15 M; + diferente de sham (ANOVA de duas vias

associada ao Student-Newman Keuls; P < 0,05).
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FIGURA 16 - Volume urinério e excrecdo urinaria de soédio 120 min apoés
administracdo intragastrica de NaCl 0,15 M ou NaCl 0,6 M (2 ml) em ratos sham ou
com lesdo do commNTS. Resultados estdo expressos como média + EPM. N =
numero de animais. (ANOVA de uma via associada ao Student-Newman Keuls; P >
0,05).



Resumo — Parte 2

Nesta segunda parte observamos que a sobrecarga ig de NaCl 0,6 M promove:

1)

2)

3)
4)

Aumento da PAM dependente de vasopressina, maior expressao de c-
Fos em neurdnios do SON em ratos com lesédo do commNTS;

N&o promoveu alteracdo nos valores séricos de Na+, K+ e de proteinas
totais;

Potencializagéo da ingestao de 4gua sem alterar a diurese e e

Natriurese.



DISCUSSAO

Estudos prévios ja haviam demonstrado que animais com lesdo do
commNTS frente a sobrecarga de NaCl 2 M, tem maior ingestdo de agua, natriurese
e reposta pressora, quando comparados a animais sham. No presente estudo
pudemos observar que em animais com lesdo eletrolitica do commNTS a respota
pressora frente a sobrecarga de NaCl 2 M é mediada parcialmente pela
vasopressina, uma vez que a prévia administracdo de antagonista de vasopressina
atenua a resposta pressora. Ademais, 0 aumento no nimero de neurdnios positivos
ao c-Fos ap6s NaCl 2 M no mPVN e no SON foi maior nos ratos com lesdao do
commNTS, sendo que esses neurbnios apresentavam dupla marcacdo para
vasopressina ou ocitocina. Além disso apds a sobrecarga, ambos 0s grupos (sham
e commNTS) apresentaram aumento de vasopressina e ocitocina circulante, mas
em animais com lesdo houve um maior aumento na secregao de vasopressina. Em
animais intactos pudemos observar que a sobrecarga de NaCl 2 M promove um
aumento na quantidade do RNAm no PVN para MIF, AT1, AVP e OT. Tanto animais
com lesdo do commNTS quanto animais sham tiveram aumentos semelhantes na
concentracdo de sédio sérico e animais com lesdo tiveram um maior retardo no
esvaziamento gastrico ap0s a sobrecarga. A lesdo do commNTS observada em

8,24,70’ ande

nossos estudos foi semelhante aquela apresentada em estudos prévios
ja foi descrito que animais com lesdo do commNTS ndo tem alteracbes no
barorrefelxo, mas tem prejuizo na resposta pressora frente a estimulacdo do
quimiorreflexo por KCN®.

Quando a estimulacdo de osmorreceptores se da somente na regido da veia
porta, com a sobrecarga de NaCl 0,6 M, conforme demonstrado por Kraly et al.®!,
observamos que animais com lesdo do commNTS tiveram um aumento na pressao
arterial média, nos primeiros 10 minutos que se seguem a sobrecarga, e que assim
como acontece quando animais sdo submetidos a sobrecarga de NaCl 2 M, essa
resposta pressora foi mediada pela liberacao de vasopressina, pois quando é feita a
prévia administracdo do antagonista de receptores V1, a resposta pressora €
completamente abolida. Animais com lesdo do commNTS também apresentam
maior marcacao para c-Fos no SON, comparado com ratos sham. Ademais, animais

com lesao tiveram uma pequena, mas significante, potencializagcdo na ingestéo de
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agua sem alteragBes significativas na natriurese quando comprados com ratos
sham. N&o foram observadas diferencas entre os valores séricos de sddio, potassio
e proteinas, 20 minutos ap0s a sobrecarga.

Dados prévios ja haviam demonstrado que a sobrecarga ig de NaCl 2 M nao
produzia aumentos significantes na pressao arterial em ratos sham, apenas animais
com lesdo do commNTS tiveram um aumento significante da presséao arterial, que
permanece elevada durante os 60 minutos de resgistro. Neste estudo observamos
também que animais com lesdo do commNTS apresentaram um aumento na
pressao arterial também frente a sobrecarga de NaCl 0,6 M, estimulo esse que ativa
somente osmorreceptores periféricos, uma vez que ndo € capaz de aumentar a
osmolaridade plasmatica®. O aumento da pressao arterial apés solucdo hipertonica
de NaCl (2 ou 0,6 M) nos ratos com lesdo do commNTS nédo pode ser atribuida a
gualquer disfuncédo do barorreflexo, uma vez que, como demonstrado no presente

estudo e em estudos prévios®+*28

este esta funcionando de maneira adequada. No
presente trabalho, demonstramos que o aumento de pressdo arterial que €
observado apo6s a sobrecarga de NaCl 0,6 ou 2 M é mediado pela secrecdo de
vasopressina, uma vez que a prévia administracdo do antagosnista V1 é capaz de
abolir a resposta pressora. Ja € bem descrito na literatura que um aumento na
osmolaridade plasmatica, como o que ocorre apds a sobrecarga de NaCl 2 M, é

capaz de promover maior liberacdo de vasopressinae'”'111

, podendo assim contribuir
com eventuais mudancas na pressao arterial. Além disso ha trabalhos descrevendo
gue a hiperosmolaridade associada a uma hipovolemia € capaz de promover
liberagéo de vasopressina®, no entanto, em nossos experimentos com a sobrecarga
de NaCl 2 M, assim como j& descrito anteriormente®® n&o foi observada alteracées
na concentracdo de proteina plasmatica, que ¢ um indicador de que nao houve
alteracdo na volemia. Desta forma, em nosso estudo a maior secrecao de
vasopressina é decorrente da hiperosmolaridade plasmatica. A sobrecarga de NaCl
0,6 M é capaz de promover apenas um aumento da osmolaridade na regido hepato-
portal e hepato-intestinal. No entanto, ja foi descrito na literatura que estimulos
hiperosmolares quando infundidos diretamente dentro do estdmago, mimetizando
uma ingestdo moderada de sédio, ainda que ndo modifiguem a osmolaridade total
(osmolaridade plasmatica), sdo capazes de aumentar a secrecdo de
vasopressina'®*"1% Os sinais gerados para secrecdo de vasopressina, seja por
ativacdo dos osmorreceptores centrais ou periféricos, sdo inibidos pelo commNTS,
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uma vez que em animais com leséo eletrolitica do commNTS a resposta pressora
observada foi dependente de vasopressina.

Ja esta descrito na literatura a correlacdo entre a expressao da proteina c-
Fos frente a estimulos osméticos com a ativacdo de nucleus do SNC*2%°2 Em
nossos estudos, corroborando com os dados de pressao arterial associado ao
antagonista de vasopressina, observamos um incremento no namero de células
marcadas para c-Fos no mPVN e no SON em ratos com lesdo do commNTS apos a
sobrecarga de NaCl 2 M e um aumento apenas no SON em animais que receberam
a sobrecarga de NaCl 0,6 M. No caso da sobrecarga de NaCl 2 M, grande parte
desses neurdnios foram também marcados para a vasopressina e ocitocina, tanto
em animais sham quanto em animais com lesdo do commNTS. Embora, ratos sham
também tenham apresentado uma marcacao para c-Fos no mPVN e no SON em
células vasopressinérgicas apos NaCl 2 M ig, esses animais ndo apresentaram um
aumento significativo da pressao arterial. O aumento da expressao de c-Fos apos

13,76

uma sobrecarga de NaCl ja havia sido demonstrada na literatura™ >, no entanto o

fato de animais com lesdo do commNTS terem uma potencializacdo dessa
marcacdo é um dado novo apresentado no presente estudo. Morita et al.’
demonstraram também que a estimulacdo elétrica de aferentes hepaticos, assim
como a infusdo intraportal de solucdo de sodio hipertbnica promove aumento da
expressdo de c-Fos em areas do prosencéfalo e do tronco encefélico, e que a
desnervacédo hepética é capaz de prevenir essas alteracées. Os dados de Morita et
al.”® demonstram que o aumento da osmolaridade somente na regido hepato-portal
€ um sinal capaz de promover ativacdo, ainda que nao tao intensa como quando ha
aumentos na osmolaridade plasmatica, de éareas do SNC. Outros estudos
mostraram que a infusdo de NaCl intragastricamente € capaz de promover a
expressdo de c-Fos em areas como area postrema (AP), NTS, NPBL, SON e PVN,
areas sabidamente correlacionadas com equilibrio hidroeletrolitico e manutencéao de
pressdo arterial™>.

Além dos dados apresentados com a maior expressao da proteina c-Fos no
PVNm e/ou SON em ratos com lesdo do commNTS apds estimulagdo osmotica, a
dosagem dos valores de vasopressina apos a sobrecarga de NaCl 2 M, nos mostra
gue nesses animais ha um maior aumento nos valores plasmaticos de
vasopressina. Desta maneira, corroborando os dados funcionais e de expressao da

proteina c-Fos em regides encefédlicas que sintetizam vasopressina, demonstrando
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gue o0 aumento de pressao observado em animais com lesdo do commNTS apés a
sobrecraga se deva realmente a maior liberacdo de vasopressina. Embora em ratos
sham os valores plasmaticos de vasopressina apos NaCl 2 M ig seja maior que em
ratos sham submetidos a gavagem com NaCl 0,15 M, é possivel que a quantidade
liberada ndo seja suficiente para promover aumentos de pressao. O mesmo pode se
inferir para a sobrecarga de NaCl 0,6 M, ja que o aumento de pressédo observado
em animais com lesdo do commNTS € totalmente bloqueado pela prévia
administracdo de antagonista de receptores de vasopressina. Estes dados nos leva
a sugerir que o commNTS é uma é&rea inibitéria para a secrecdo de vasopressina
induzido por estimulos osméticos que ativam os osmorreceptores periféricos e/ou
centrais.

O papel do commNTS como regido inibitéria para a secrecdo de
vasopressina ja foi demonstrado previamente®’. Esses autores demonstraram que
ratos com lesdo do commNTS apresentaram um maior aumento de pressao arterial
apos a oclusao bilateral das carétidas, que sabe-se ser dependente da secrecao de
vasopressina?’. Nossos dados sugerem que a lesdo do commNTS bloqueia apenas
a via inibitéria para a secrecéo de vasopressina, mas nao a via inibitoria bulbar para
a atividade simpatica (dependente de iNTS), uma vez que os testes de baro (fenil e
nitro) mostraram que a via bulbar dos barorreceptores esta intacta. Entdo, embora
os sinais dos barorreceptores cheguem ao NTS e possam acionar normalmente o
circuito bulbar envolvido na regulacdo cardiovascular, esses sinais ndo conseguem
ascender pelo menos em sua totalidade para outras areas centrais e assim chegar
ao hipotalamo para inibir a secre¢édo de vasopressina.

Estudos anatdmicos demonstraram que o NTS se projeta ao NPBL*"*1°

» que
€ uma importante area do SNC envolvida nas vias inibitérias que controlam a
ingestdo de agua e apetite ao s6dio®>"""®, Ambos, NTS, incluindo o0 commNTS e o
NPBL, se projetam a areas prosencefélicas envolvidas no controle da ingestdo de
adgua e sodio, como a regido AV3V e o OSF* 748485106  Ngssos dados
anteriormente obtidos’ mostram que o commNTS é uma &rea importante para o
controle inibitério da ingestdo de agua durante aumentos da osmolaridade
plasmatica. No presente estudo demonstramos que o commNTS também participa
inibindo a ingestdo de &gua induzida por aumentos da osmolaridade que séao
capazes de afetar apenas a regido hepatoportal e hepatointestinal. No entanto nao

esta claro se o efeito inibitério na ingestdo de agua exercida commNTS se da
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diretamente pelas suas projecdes ao prosencéfalo e/ou indiretamente também por
meio de suas conexdes com o NPBL.

A ingestdo de agua induzida por NaCl 0,6 M ig, que ativa apenas 0s
osmorreceptores periféricos, € reduzida pela vagotomia subdifragmatica
bilateral®>®. Os osmorreceptores periféricos fazem sua primeira sinapse no NTS
(comissural e intermediario) e na area postrema, e seus aferentes trafegam para o
SNC através do nervo vago'®®. Desta forma, seria de se esperar que a lesdo do
commNTS inibisse a ingestdo de agua frente a esse estimulo. E conhecido que
lesdes do NTS intermediario (iNTS) ndo alteram a ingestdo de agua induzida pela
infusdo intravenosa de NaCl 0,5 M. Por outro lado, os dados do presente estudo
mostram que a lesdo do commNTS aumentam a ingestdo de agua induzida pela
gavagem com NaCl 2 M ou de NaCl 0,6 M. Com isso, parece que o commNTS faz
parte de uma via inibitria e ndo excitatoria que controla a ingestdo de agua. E
possivel que o commNTS receba informacdo relacionada ao aumento da
osmolaridade na regido hepato-portal e entdo, envia sinais inibitérios para contra-
regular a ingestéo de 4gua. De fato, 0 commNTS é estimulado quando as aferéncias
da regido hepato-portal sdo estimuladas por solucdes hiperténicas que estimulam os
osmorreceptores periféricos™’®.

No caso da sobrecraga de NaCl 2 M ig como h&d um aumento da
osmolaridade plasmatica®®, podemos supor que esse aumento ative 0s
osmorreceptores centrais, que estao localizados em areas como o SFO e a regiao
AV3V?®  estimulando a secrecdo de vasopressina e induzindo ingestdo de agua.
Essas areas recebem projecdes do commNTS e NTS intermediério, bem como se
projetam ao PVN, o qual também tem conexdes com o NTS?8490107110 gandqq
assim, apés um estimulo osmotico na regido da veia porta, bem como apos
aumentos da osmolaridade plasmatica, que ativa osmorreceptores centrais e
periféricos, o commNTS é ativado e com isso, promove a inibicdo de area centrais
relacionadas com a secrecdo de vasopressina e ingestdo de agua. No presente
estudo verificamos que a concentracao de sodio sérico 20 min apds a gavagem de
NaCl 0,6 M néo foi diferente entre os grupos, indicando que ndo ha ativacdo de
osmorreceptores centrais. Este resultado reforca a idéia que a ingestdo de agua
induzida por sobrecarga de NaCl 0,6 M em ratos com lesdo do commNTS séao
decorrentes da remocdo de uma via inibitéria, e ndo secundaria a alteracbes

diferenciais na osmolaridade plasmatica e no volume circulante entre ratos lesados
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e ratos sham. E importante notar que em animais que receberam a sobrecarga de
NaCl 0,6 M a agua foi oferecida imediatamente ap0s a sobrecarga, e 0 pico da
ingestao de agua ocorre 15 min apos o inicio do registro. Aproximadamente neste
mesmo periodo (10-15 min), nos ratos com lesdo do commNTS, ha o maior
aumento na pressao arterial. Assim sendo, podemos descartar que nos ratos sham
gue receberam gavagem com NaCl 0,6 M a menor ingestdo de agua seja
decorrente de um possivel maior aumento da pressdo arterial, uma vez que
aumentos da PAM podem inibir a ingestdo de agua'®. Na verdade, um possivel
aumento de pressdo arterial, poderia até exercer uma inibicdo sobre a ingestao de
agua*:.

Animais com ou sem lesdo do commNTS apresentaram natriurese apés
gavagem com NaCl 2 M® entretanto a natriurese observada nos ratos com les&o do
commNTS é maior’. Sabe-se que a ocitocina tem importante papel em causar
natriurese frente a aumentos da osmolaridade plasmatica®*°. E provavelmente a
maior liberagdo desse hormonio em animais sham e commNTS submetidos a
gavagem com NaCl 2 M que promoveu natriurese quando se compara com a
sobrecarga de salina isotbnica, uma vez que encontramos um aumento similar da
ocitocina plasmatica em ambos os grupos apés a sobrecarga de NaCl 2 M. Também
observamos uma intensa dupla marcacao para os neurdnios positivos ao c-Fos e a
ocitocina no mPVN e no SON. Ja ap0s a sobrecarga de NaCl 0,6 M ndo foram
observadas diferencas na natriurese entre os grupos sham e com lesdo do
commNTS. Assim sendo, podemos sugerir que apos a sobrecarga de NaCl 2 M a
natriurese observada em ambos 0s grupos se deva em parte a liberagdo de
ocitocina, e em animais com lesdo do commNTS, a maior natriurese se deva ao
aumento de pressdo (natriurese de pressdo)*®, uma vez que apds a sobrecarga de
NaCl 2 M observou-se um aumento de 20-25 mmHg durante o periodo
experimental, e nos ratos lesados com sobrecarga de NaCl 0,6 M o aumento de
press&o arterial foi menos intenso (= 11 mmHg) e mais rapido (= 10 min). E possivel
gue a secrecdo de ocitocina apés NaCl 0,6 M (se houver) ndo seja grande o
suficiente para promover natriurese; de fato nos ratos em que foi feita a gavagem
com NaCl 0,6 M (sham ou lesados) ndo houve ativacdo do PVNm e a ativacédo do
SON foi menos intensa do que apés a gavagem com NaCl 2 M.
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Embora o aumento da osmolaridade plasméatica com NaCl 2 M tenha
ocasionado um aumento da secre¢ao de vasopressina em ratos sham e com lesao
do commNTS, observamos um aumento na diurese apés ao NaCl 2 M ig’. Esse
aumento se deve ao fato de que numa situacdo de aumento de osmolaridade
plasmatica é essencial a excrecdo de sédio, ainda que se tenha que perder agua®.
Como a diurese observada é semelhante em animais sham e com lesdo do
commNTS apés a gavagem de NaCl 0,6 (presente estudo) ou 2 M’, entdo a maior
ingestdo de agua observada nos ratos com lesdo do commNTS nédo pode ser
secundaria a uma maior diurese nestes animais.

Corroborando com os dados de dosagem de vasopressina e ocitocina, em
animais intactos observamos um aumento do RNAmM 2 horas apds a sobrecarga de
NaCl 2 M para os genes da vasopressina e ocitocina no PVN, o que demonstra que
além de aumento na secrecédo desses horménios, ha alteracbes génicas o0 que nos
sugere uma alteracdo a longo prazo para correcdo da osmolaridade e ndo somente
uma ativacao rapida e fugaz para liberagdo desses hérmonios. Diversos estudos tem
correlacionado alteracées cronicas da osmolaridade com alteracbes génicas®®*%1°,
no entanto ndo ha estudos que demonstram alteracdes que acontecam 2 horas apés
o estimulo osmético agudo (NaCl 2 M), que eleva a osmolaridade em 4%%. A
participacdo de vias angiotensinégicas nas respostas de hiperosmolaridade
plasméatica ou mesmo apenas da regido hepato-portal tem sido descritas'®®. E
possivel que o aumento nos niveis de RNAmM do receptor AT1 no PVN apds gavagem
com NaCl 2 M medeie parte das respostas observadas. Seria interessante estudar
em ratos lesados se o aumento no RNAm dos receptores AT1 é ainda maior.
Poderiamos também pensar em estudar os efeitos do blogueio dos receptores AT1
da angiotensina no prosencéfalo sobre as respostas observadas em ratos sham e
com lesdo do commNTS. Foi também observado um aumento na expressédo do
RNAmM para a interleucina MIF. Esta interleucina tem efeitos na regulacéo
cardiovascular e também no equilibrio hidroeletrolitico em mecanismos dependentes
da ativacao angiotensinérgica central, agindo como um contra-regulador das acdes da
ANG 1. Dados recentes®® mostraram que a hiperosmolaridade é também capaz de
aumentar os valores de RNAm para MIF no PVN. Este efeito € explicado pelos
autores devido ao efeito inibitorio do MIF sobre as acbes da ANG II, j& que na
situagdo de hiperosmolaridade o aumento da atividade simpética € causado em parte,

por ativacdo de vias angiotensinérgicas centrais'®. Desta maneira é possivel que o
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aumento do RNAm para o MIF seja decorrente de um aumento local no PVN dos
valores de ANG II.

Os diagramas abaixo resumem 0s mecanismos que podem estar envolvidos com as
respostas observadas em ratos com lesdo do commNTS submetidos a gavagem
com NaCl 2 M ou NaCl 0,6 M. Na figura 17 temos uma situacdo em que 0s
neurénios do commNTS estédo intactos. Nessas situacdes 0s estimulos osmoticos
ativam osmorreceptores, centrais e/ou periféricos. A ativacdo dos osmorreceptores
centrais ativaria as vias de sede, bem como a ativacdo do PVN e SON. Devido as
suas projecdes, a ativacdo do PVN pela hiperosmolaridade poderia também ativar o
commNTS®, que por sua vez ativaria o circuito inibitorio para o controle da sede.
Podemos pensar também que a ativacdo dos osmorreceptores periféricos pela
hiperosmolaridade, por outro lado, poderia ter um efeito inibitério e ndo excitatério
sobre a sede, como descrito em estudos prévios®. A ativacdo dos neurdnios do
commNTS pela hiperosmolaridade pelos mecanismos descritos acima, teriam efeito
inibitério sobre a sede por meio de suas projecdes diretas ou indiretas (via NPBL,
por exemplo) ao prosencéfalo. A ativacdo do PVN e SON pela ativacdo de
osmorreceptores centrais e/ou periféricos promoveria também aumento da secrecao
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de vasopressina™ ", muito embora a participacdo dos osmorreceptores periféricos

na regulacdo da secrecdo de vasopressina ainda ndo esta bem determinado®***1%?,
Apesar de haver secrecao de vasopressina induzida pela hiperosmolaridade, a PAM
nao se elevaria talvez porque a concentracdo de vasopressina liberada nesta
situagcdo néo seja suficiente para induzir aumentos na PAM. O aumento de presséo
arterial gerado, seria tamponado pela acao dos barorreceptores, no circuito bulbar, e
a ativacdo dessas aferéncias poderia, via NTS projetando-se ao PVN inibir a
secrecao de vasopressina. Desta forma, embora haja respostas de sede e secre¢ao
de vasopressina induzidos pelo aumento da osmolaridade plasmatica, o0s
mecanismos excitatorios sdo contrabalanceados por mecanismos inibitorios, desta
forma ndo hd aumento de PAM. Neste esquema, a inibicdo exercida pelo commNTS
pode ser por meio da ativagdo de um interneurbnio inibitério nas regides
prosencefalicas, ou pelo fato desta via ser ela prépria inibitéria. Temos também que
considerar que a AP pode também constituir uma aferéncia importante para sinalizar
ao commNTScom sobre alteracdes na osmolaridade plasmatica, uma vez que

ocorre ativacdo desta area por ativacdo de osmorreceptores periféricos™. A
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natriurese observada, pelo menos nos animais submetidos a gavagem com NaCl 2
M, deve ser decorrente da secrecdo de ocitocina, que € um horménio natriurético.
Nos ratos com gavagem de NaCl 0,6 M € possivel que a secrecdo de ocitocina (se

ha alguma) néo seja suficiente para promover natriurese.

FIGURA 17 - presenca de mecanismos inibitorios.

Na figura 18, temos uma nova situacdo, com remog¢ado do commNTS. Agora,
nao ocorre mais o efeito inibitério do commNTS, sendo assim, ap6s a gavagem com
NaCl 2 M ocorre potencializacdo da resposta dipsogénica’ e o aparecimento da
resposta pressora dependente de vasopressina. O mesmo mecanismo ocorre apos
a gavagem com NaCl 0,6 M. De maneira semelhante, como ndo ha mais
mecanismos inibitérios, ocorre uma maior ativacdo dos neurbnios do PVN
(magnocelular) e/ou SON, dependendo do estimulo osmaético, e consequentemente
uma maior secrecao de vasopressina responsavel pelo aumento de PAM. A maior
natriurese observada apds a gavagem com NaCl 2 M é provavelmente decorrente
do aumento de presséo arterial (natriurese de pressao), e ndo consequéncia de uma
maior secreg¢ao de ocitocina, uma vez que nos ratos lesados e sham os valores de
ocitocina plasmaticos apés NaCl 2 M ig foram semelhantes.
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FIGURA 18 - auséncia de mecanismos inibitérios.

Em concluséo, nossos resultados mostram que a lesdo do commNTS facilita
a ingestdo de agua e a hipertensdo dependente de vasopressina apds aumento
sobrecarga de NaCl hipertdnico, seja a solugcéo hipertdnica capaz de alterar a
osmolaridade plasmética (ativacdo de osmorreceptores centrais e periféricos) ou
apenas a osmolaridade da regido hepato-portal (ativacdo de osmorreceptores
periféricos). As alteracbes na natriurese em ratos lesados submetidos a gavagem
com NaCl 2 M parece ser dependente do aumento na presséao arterial nestes animais.
Esses resultados sugerem que o commNTS faz parte de uma circuitaria neural
inibitéria que controla a presséo arterial, secrecdo de vasopressina, ingestao de agua
e ativacdo de areas centrais frente a hiperosmolaridade, que ativa o0s

osmorreceptores centrais e/ou periféricos.
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