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Freiria-Oliveira, A H. Participacdo do grupamento catecolaminérgico A2 do
nucleo do trato solitario comissural nos ajustes cardiovasculares e do equilibrio
hidroeletrolitico induzidos por alteracdes da osmolaridade ou volume
plasmatico. [Tese — Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2010.

RESUMO

E de extrema importancia para o funcionamento do organismo a manutencio da
osmolaridade e volume dos liquidos corporais. O sistema nervoso central (SNC) tem um
papel fundamental para esta manuntencdo. O nucleo do trato solitario (NTS) € 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.
Desta forma, o NTS pode fazer a ligagdo entre as aferéncias viscerais e 0 SNC e participar dos
ajustes necessarios a regulacdo da osmolaridade e da volemia. A maior por¢cdo dos neurénios
do grupamento catelocaminérgicos A2 do bulbo esté localizada na por¢do comissural no NTS
(NTScom). Assim, os objetivos deste estudo foram: a) estudar os efeitos na pressdo arterial,
na ingestdo de agua e na excrec¢do renal subsequentes a administragdo de NaCl 2 M, estimulo
osmotico agudo, em ratos com lesdo seletiva dos neurénios A2 do NTScom; b) estudar os
efeitos na expressdo da proteina c-FOS subsequente a administracdo de NaCl 2 M, em ratos
com lesdo seletiva dos neurénios A2 do NTScom, c) estudar alteragbes na expressdo de
RNAmM no NTS ap6s a administracdo de NaCl 2 M, d) estudar os efeitos na pressédo arterial
subsequentes a hemorragia hipotensiva, em ratos com lesdo seletiva dos neurénios A2 do
NTScom. Ratos Holtzman (280-320 g) ou ratos Sprague-Dawley (230-280 g) foram utilizados
neste estudo. Para a lesdo seletiva dos neurdnios A2 do NTScom ou lesdo ficticia (LF), os
animais foram submetidos a uma craniotomia parcial e a superficie dorsal do bulbo foi
exposta. A lesdo seletiva dos neurdnios noradredérgicos foi realizada por meio da inje¢do no
NTScom da toxina anti-dopamina-p-hidroxilase-saporina. Nos ratos LF foi injetado anti-1gG-
saporina. Em ratos com lesdo do grupamento A2 do commNTS observamos que as respostas
reflexas do barorreflexo bem como as respostas pressora e bradicardica do quimiorreflexo
estavam intactas, assim como o reflexo cardiopulmonar, ativado com fenilbiguanida. Nos
ratos com lesdo A2 mas ndo nos ratos LF, a sobrecarga de NaCl 2 M ig, que promove

aumento da osmolaridade sem alterar o volume plasmatico, promoveu aumento da pressao
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arterial, que foi dependente de vasopressina, e perdurou por pelo menos 60 min. Observamos
também nos ratos com lesdo A2 um incremento na resposta dipsogénica, engquanto que a
excrecdo renal foi semelhante entre os ratos com lesdo A2 e ratos LF. Apo6s a gavagem com
NaCl 2 M observamos que a expressdo de c-Fos na regido magnocelular do nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVNm) foi significantemente maior nos ratos com lesdo A2
comparados com os ratos com lesdo ficticia, sendo que parte desses neurdnios eram
vasopressinérgicos ou ocitocinérgicos. Em ratos intactos, observamos que a gavagem de NaCl
2 M foi capaz de aumentar a expressdo do RNAmM no NTS para o fator inibitério da migracédo
de macrofagos, DBH e vesicula transportadora de glutamato indicando que a gavagem
hiperténica é capaz de promover alteracGes na expressao génica em determinadas areas do
SNC, visando um controle da osmolaridade a longo prazo. Observamos também que ratos
com lesdo A2 ou LF submetidos ao protocolo de hemorragia hipotensiva, (4 retiradas de
sangue consecutivas com intervalos de 10 minutos entre elas) que a hipotensdo causada pela
hemorragia foi semelhante em ambos o0s grupos. Entretanto, os animais com lesdo A2
apresentaram uma melhor recuperacdo da hemorragia, retornando os valores de pressdo
arterial média (PAM) aos niveis pré-hemorragia, enquanto animais LF ndo recuperam 0s
valores de PAM até o final do experimento (60 min). Observamos também que nos animais
com lesdo A2 a melhor recuperagdo da resposta hipotensiva da hemorragia é devida a
mecanismos angiotensinérgicos periféricos e centrais. Nossos resultados sugerem que 0S
neurdnios do grupamento A2 do NTScom fazem parte de uma circuitaria neural inibitoria que
controla a presséo arterial, secrecdo de vasopressina e ingestdo de agua induzida pelo aumento
da osmolaridade plasmatica, bem como possuem um papel inibitério sobre as vias

angiotensinérgicas ativadas pela hemorragia.

Palavras-chave: Homeostase; ingestdo de liquidos; hipertenséo.
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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. The
great part of the catecholaminergic neurons of the A2 group is located in the commissural part
of the NTS (NTScom). Thus, the aims of this study were: a) to verify the effects in the arterial
pressure, water intake and renal excretion observed after intragastric (ig) 2 M NaCl in rats
with lesion of the A2 neurons of the NTScom, b) to verify the effects in the c-Fos expression
after ig 2 M NacCl in rats with lesion of the A2 neurons of the NTScom, c) to study changes in
gene expression on NTS after ig 2 M NaCl, d) to study the effects in arterial pressure after
hypotensive hemorrhage in rats with lesion of the A2 neurons of the NTScom.Male Holtzman
rats (280-320 g) or Sprague-Dawley (250-280 g) were used. For the A2 lesion of the
NTScom, a partial craniotomy of the occipital bone was performed, and the dorsal surface of
the brainstem was exposed. The lesion was performed by the injection of the toxine anti-
dopamine-B-hydroxylase-saporin into the NTScom to destroy A2 neurons in this region.
Sham lesioned rats anti-lgG-saporin was injected into the NTScom. We observed that in A2
lesioned rats, ig 2 M NaCl induced a vasopressin dependent-pressor response, for at least 60
min. The water intake induced by sodium overload was also incremented in A2 lesioned rats,
however the natriuresis and dieresis after 2 M NaCl were similar in both groups. After 2 M
NaCl, we observed that the number of the c-FOS expressing cells in the magnocelular
paraventricular nucleus (mPVN) was greater in the NTScom lesioned rats, and part of these
neurons was either vasopressinergic or oxytocinergic. In intact animals, the intragastric 2 M
NaCl load promoted an increase in the RNAm expression levels for macrophage inhibitory
factor, DBH and vesicular glutamate transporter that indicate a possible chronic mechanism to
control changes in osmolality. We observed that hemorrhage (4 consecutive blood withdraw)
promoted a similar hypotension in both groups, but A2-lesioned rats showed a greater

recovery in blood pressure levels than sham rats. Sham animals did not recover from
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hypotension until the end of the recording (60 min). The greater recovery of the hypotensin in
A2 lesioned rats were due to an increase in central and peripheral angiotensinergic
mechanism, and not vasopressin mechanisms. The present data suggest that the A2 neurons of
the NTScom are part of an inhibitory neural circuitry controlling arterial pressure, vasopressin
secretion and water intake induced by increasing plasma osmolality. In addition, A2
noradrenergic neurons of the NTScom have an inhibitory role upon angiotensinergic

pathways activated by hemorrhage.

Keywords: Homeostasis; drinking; hypertension.



INTRODUCAO

O volume circulante e a osmolaridade plasmatica sdo controlados dentro de uma faixa

estreita e sdo fortemente defendidos em mamiferos por processos homeostaticos que integram
as respostas dos sistemas cardiovascular, renal e neuroenddcrino®. O compartimento
extracelular € composto pelo compartimento vascular e extravascular (intersticial). O volume
do compartimento extracelular € determinado em grande parte pelo balanco entre a ingestao e
a excrecdo renal de sodio. As variacGes de volume do compartimento extracelular constituem
um dos sinais que permitem que a excre¢do urinéria de sodio varie apropriadamente de acordo
com as flutuacdes da sua ingestéo.

O sistema nervos central (SNC) pode detectar variacbes da composic¢do e do volume
extracelular por meio de células especializadas (osmorreceptores), da concentracdo de
horménios circulantes (angiotensina Il, por ex.) ou através de sinais neurais provenientes de
pelo menos dois conjuntos de receptores sensiveis ao estiramento situados nas paredes dos
grandes vasos e nas camaras cardiacas: 0s barorreceptores arteriais e 0s receptores
cardiopulmonares®. Os barorreceptores arteriais localizam-se principalmente no arco da aorta
e seio carotideo, respondem primariamente a variacdes da pressao arterial, e as informacdes
geradas por estes receptores sdo conduzidas ao SNC atraves do X e IX pares de nervos
cranianos (nervos vago e glossofaringeo, respectivamente)®®. A participacdo dos
barorreceptores nos ajustes cardiovasculares a hipervolemia e aumento da osmolaridade
plasméticos ja foram documentados®®**3, 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 parecem estar localizados na veia porta e na circulagdo hepatica, e convertem a
concentracio de Na* da veia porta em atividade nervosa hepética aferente, cujos sinais sdo
enviados ao SNC pelo nervo vago™’”. Em comum, todos esses aferentes convergem para o
ntcleo do trato solitaio (NTS), onde fazem sua primeira sinapse™3*#***.

Além dos osmorreceptores periféricos, hd um conjunto de osmorreceptores que estdo
localizados no SNC, em sua maioria, no prosencéfalo em areas livre de barreira
hematoencefalica, como o 6rgdo subfornical (SFO) e érgdo vasculoso da lamina terminal

(OVLT)®?* Aumentos da osmolaridade plasmatica, por privacdo hidrica®®*"*’

5,66,114,150

, infuséo

intravenosa de solucdes hipertdnicas ou ainda sobrecarga intragastrica de solucédo

19,31,91,116

hipertonica ¢ capaz de ativar 0s osmorreceptores que Se projetam para areas
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importantes para o controle neuroendécrino, como nucleo paraventricular (PVN) e
supradptico do hipotalamo (SON), ativando mecanismos fundamentais para a normalizacédo da
osmolaridade e volemia®.

Uma série de evidencias experimentais tem demonstrado que regides procencefalicas
estdo envolvidas nos ajustes cardiovasculares e do equilibrio hidroeletrolitco frente a alteracdes
de volume e osmolaridade plasmatica®®®*%  Ademais, outros estudos demonstram que
regides mais posteriores do encéfalo também podem modular esses ajustes. Dentre essas areas,
podemos destacar o NTS. Anatomicamente o NTS é constituido por grupos heterogéneos de
neurdnios, dispostos dorsalmente no bulbo, que se estendem no sentido rostro-caudal, desde a
extremidade caudal no nticleo do nervo facial até a parte caudal da decussacdo piramidal®*'*’. A
parte rostral € formada por colunas bilaterais, que se unem na altura do ébex 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 por¢Bes: NTS rostral, NTS intermediario

(NTSi) e NTS comissural (NTScom)*® conforme representac&o esquematicam abaixo:

NTS rostral

NTS intermediario

Cu

]
........
______

NTS comissural X

FIGURA 1: Representacao esquematica do NTS. No detalhe corte sagital na altura do NTS intermediario
(AP=drea postrema; cc= canal central; Gr= nicleo gracile; Cu= nicleo cuneato; X= nlcleo dorsal motor do
nervo vago; XII= ntcleo hipoglosso). [Modificado de*'].

Além das aferéncias cardiovasculares e de osmorreceptores periféricos, 0 NTS também
recebe projecOes da area postrema (AP) que, como demonstrada na figura acima, esta situada
dorsalmente ao NTS®™. A AP é um 6rgdo circunventricular, e, portanto, livre de barreira
hematoencefalica e rica em receptores de angiotensina 1l (ANG 11)®*. Conseqiientemente,
alteracdes de hormonios circulantes, como a ANG Il sangliinea, podem ser percebidas pela AP
e as informacdes gereadas transmitidas ao NTS. A partir do NTS, as informacgdes sobre a
pressdo arterial e composicdo e volume do liquido extracelular podem atingir diferentes areas
do SNC envolvidas com a regulacdo cardiovascular e com o controle do equilibrio



21

hidroeletrolitico, como por exemplo, a regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V), o
nucleo paraventricular do hipotalamo, o nacleo parabraquial lateral (NPBL) e os ndcleos
vasomotores do bulbg®74119.123147.152

Um dado anatdmico interessante € que as porcoes intermédiaria e comissural do NTS
sdo densamente inervadas por axonios de neur6nios que sintetizam e liberam catecolaminas,
bem como contém neurénios do grupamento catecolaminérgico A2 (neur6nios que sintetizam
noradrenalina, figura abaixo)*®. Trabalhos de Saper*?* verificaram que parte dos neurénios do
NTS sdo imunoreativos a tirosina hidroxilase (TH), primeira enzima da sintese de
noradrenalina ou adrenalina. O grupamento catecolaminérgico A2 que esta na regido do NTS,

se projeta para areas hipotalamicas como a regido AV3V, o PVN e SON**1%

, 0S quais fazem
estdo intimamente relacionadas com o balanco equilibrio hidroeletrolitico e regulacdo
cardiovascular®. Além do grupamento A2 situado no NTS, também foi demonstrado que
parte dos neurdnios do bulbo ventrolateral também sdo reativos a TH**'?!, Técnicas de
imunohistoquimica demonstraram que parte dos neurénios do bulbo caudo ventrolateral
(CVL) sao reativos TH, mas ndo o sdo para a feniletanolamina N-metil transferase, enzima
que converte noradrenalina em adrenalina, demonstrando que esses neurénios compdem o
grupo catecolaminérgico Al como originalmente definido por Hokefelt e Fuxe™. Da mesma
maneira, trabalhos anteriores demonstraram que as regides do bulbo rostroventrolateral (RVL)
com maior atividade no controle cardiovascular coincidem com o polo anterior dos neurénios

adrenérgicos do grupo C1, ou seja, s40 neurdnios que sintetizam adrenalina*®*%.
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FIGURA 2: Neurdnios do grupamento catecolaminérgico C1, Al e A2 (marron)
situados no RVL, CVL e NTS comissural, respectivamente, reativos a tirosina
hidroxilase.

Os grupamentos A2 e Al recebem informacdes sobre a pressdao arterial e volume
circulante por meio dos barorreceptores arteriais e receptores cardiopulmonares, e podem,
gracas as suas eferéncias as regides hipotalamicas, informa-las das alteracdes na pressao
arterial e na volemia. Portanto, parece que estas areas catecolaminérgicas bulbares podem
constituir uma alca importante no controle neuro-humoral da presséo arterial e da composicao
e do volume circulante. De fato, foi demonstrado que a lesdo do grupamento
catecolaminérgico Al feita com a injecdo da toxina anti-DBH-saporina, que destroi
seletivamente neurdnios noradrenérgicos ou adrenérgicos, reduz a vasodilatacdo renal e a
reducdo da atividade simpatica renal induzida por aumento da osmolaridade plasmética ou do
volume circulante™***°. A reducéo da atividade simpatica renal e a vasodilatacdo renal sdo
importantes mecanismos de ajustes para aumento da excrecao renal em situacao hipervolemia

ou hiperosmolaridade plasmatica.

AJUSTES A ESTIMULOS OSMOTICOS

Existem varias formas pelas quais 0s osmorreceptores centrais sdo ativados, por
qualquer manobra experimental que cause aumento da osmolaridade plasmatica ou
seletivamente no SNC**** levando a ativagdo dos osmorreceptores centrais localizados no
SFO e OVLTZ. A ativacdo dos osmorreceptores centrais por infuséo intravenosa de salina

hipertdnica aumenta a pressdo arterial®®*** >66,115.150

, atividade simpatica e ativa areas
responséveis pela secrecdo de vasopressina e ocitocina como o PVN e SON">"®. Sabe-se que a
privacdo hidrica causa aumento da osmolaridade plasmatica e também ativa neurénios do
PVN e SON®"17 o do NTS®, além de causar aumentos da atividade simpética® %14,
Também foi demonstrado que aumentos da osmolaridade causado pela ingestdo apenas de

solucdo hipertonica de NaCl sem acesso & agua por 6 dias™’ foi capaz de aumentar a
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expressao do RNAm para vasopressina do hipotdlamo, demonstrando que aumentos cronicos
da osmolaridade plasmatica sdo capazes de provover modificacbes génicas de areas
hipotalamicas. Uma outra maneira de ativar 0s osmorreceptores centrais é a sobrecarga

intragéstrica (ig) de salina hipertdnica®® 92116142

, onde a sobrecarga ig com NaCl 2 M é
capaz de aumentar a osmolaridade palsmatica em 4% sem alterar o volume plasmético™*®.

O aumento da osmolaridade plasmatica, independente do protocolo utilizado, promove
resposta dipsogénica e natriurese®?*63¢716143  mas o5 mecanismos pelos quais a
hiperosmolaridade promove natriurese ainda ndo é totalmente esclarecido. Certamente, um
dos mecanismos que participam desta resposta é a liberacdo do hormonio ocitocina (OT) pelo
PVN e SON, uma vez que a OT induz natriurese e € liberada em situacGes de aumento da
osmolaridade plasméatica®’®7%1%,

Ja estd bem estabelecido que a gavagem ig com NaCl 2 M aumenta a concentracao
plasméatica de s6dio e a osmolaridade plasmatica em 4%, contudo o volume plasmatico
permanece inalterado e a concentracio de renina plasmatica ficam reduzidos**®, mostrando
que ndo ha alteracdo de volemia. A ingestdo de agua apds a sobrecarga de NaCl 2 M ig é
conseqliéncia da ativacdo de osmorreceptores centrais, localizados em areas prosencefalicas,
como SFO e o OVLT, que sdo parte da lamina terminal®**®. Estudos funcionais tém
demonstrado que a lesdo do SFO ou da regido AV3V (que engloba o OVLT) reduzem a
ingestdo de agua induzida por um aumento da osmolaridade plasmética®®*%®,

Por muito tempo, a sede induzida pela sobrecarga ig de solucdo de NaCl hiperténico foi
creditada apenas a estimulacdo de osmorreceptores centrais situados nestas areas. Mais
recentemente, a participacdo de osmorreceptores hepaticos (periféricos), cujos aferentes

177 parecem também contribuir para a ingestdo de agua

90-91,142

cursam por meio do nervo vago
induzida por sobrecarga intragastrica de sodio hipertdnico Esses trabalhos
demonstraram que a ingestdo de agua induzida por sodio hiperténico ig ocorre mesmo antes

de haver algum aumento na osmolaridade plasmatica®***

, sugerindo que a hiperosmolaridade
do conteido duodenal e/ou do sangue na regido hepatoportal atua como um sinal rapido que
estimula a ingestdo de agua. Como citado anteriormente, aferéncias de osmorreceptores
presentes na regido portal, que ascendem através do vago fazem sua primeira sinapse no NTS.
Outros trabalhos demonstram que ap6s a sobrecarga de salina hipertdnica capaz de ativar
apenas 0s osmorreceptores periféricos, os neurdnios do NTScom e NTSi apresentaram
marcacdo para proteina c-FOS, o que nos mostra uma ativacdo destas regides apos a

sobrecarga®’.
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Como descrito anteriormente, o aumento na osmolaridade plasmatica por meio da
gavagem intragastrica com NaCl 2 M promove ingestdo de agua. Este procedimento
experimental também induz natriurese'®. No entanto os efeitos da sobrecarga ig NaCl 2 M
sobre a pressao arterial ainda ndo foram descritos, bem como a participacdo dos neurénios A2
do NTScom nas respostas cardiovasculares e equilibrio hidroeletrolitico induzidos pela

aumento da osmolaridade plasmatica também nédo sdo conhecidos.

AJUSTES A HEMORRAGIA

Para a perfeita manutencdo do equilibrio dos liquidos corporais, além dos
osmorreceptores ha também mecanismos que controlam altera¢cdes do volume circulante. Um
grande e complexo exemplo de alteracdo do volume circulante é a hemorragia. A hemorragia
pode ser do tipo ndo hipotensiva, onde mecanismos rapidos de controle da pressdo arterial,

como aumento da atividade simpéatica’®***

, Sd0 recrutados para reestabelecer os niveis
necessarios de pressao arterial para a boa perfusdo sanguinea e distribuicdo de nutrientes pelo
corpo. Se o estimulo hemorragico permanece ocasionando hipotensdo, ocorre uma intensa

15,27,60,132

liberacdo de vasopressina e renina e uma reducdo da atividade simpatica™*. Neste

trabalho, Scrogin'®*

observou que a hemorragia promovida pela retirada de sangue (3,2
ml/min/kg) promove aumento da atividade simpatica no periodo inicial da hemorragia, fase
ndo hipotensiva, e apés 3 minutos do inicio da retirada, 0 aumento da atividade simpatica
alcanca o pico maximo, uma vez que a hemorragia nao € interrompida, ocorre a segunda etapa
da hemorragia, onde h& hipotenséo, e apds 7 minutos do inicio da hemorragia, ocorre entéo a
diminuicdo da atividade simpética. J& o aumento da atividade da renina plasmatica é
observado logo ap6s uma ligeira diminuicdo da pressdo arterial e perda de 20% da volume

total de sangue®*®'%

que ocorre concomitantemente com o pico do aumento da atividade
simpética. Sabe-se também que a hemorragia hipotensiva, ocasionada por 4 retiradas
sucessivas de sangue em intervalos de 10 minutos, € capaz de aumentar a concentracao
plasmatica de vasopressina em duas vezes em relacdo ao basal apds a terceira retirada e em 6

vezes em relagdo a concentracdo basal ap6s a quarta retirada de sangue'*?

. ApGs uma perda de
30% do volume total de sangue h4 também grande secrecdo de vasopressina®'®. Dessa forma
podemos entender a cronologia dos eventos que sucedem a perda de sangue, com um aumento
da atividade simpatica nos primeiros minutos que seguem a perda de sangue; com o inicio da

queda de pressdo ocasionada pela persisténcia da hemorragia, ha o aumento da atividade da
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renina plasmatica e entdo o grande aumento da secrecdo de vasopressina para tentar
restabelecer os valores da presséo arterial.

Trabalhos demonstram que a hemorragia é capaz de aumentar a expressao da proteina c-
FOS em éareas do SNC como OVLT, SFO®, PVN, SON®?"%2% amigdala®®>, NPBL, locus
coeruleus®, bulbo ventrolateral®*” e NTS?, sendo que essas areas sdo relacionadas seja com
regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico, secrecdo de vasopressina e regulacdo cardiovascular.
Estd bem estabelecido também que vias catecolaminérgicas centrais sdo ativadas pela
hemorragia’815%734728296.130145 "£oi demonstrado que a hemorragia hipotensiva é capaz de
aumentar a atividade dos neurdnios catecolaminérgicos do NTS que se projetam para 0
SFO™, assim como a lesdo do feixe noradrenérgico dorsal (DNAB), que compreende as
fibras dos neurdnios Al e também do locus coeruleus, reduz a atividade da renina plasmatica

e a secrecdo de vasopressina® .

NTS/NEURONIOS A2 E EQUILIBRIO HIDROELETROLITICO

Por muitos anos, os estudos do controle da ingestdo de agua e sodio focalizaram-se nas
areas prosencefalicas e hipotalamicas. Entretanto, um possivel papel de areas do tronco
encefadlico como AP, NTS e o NPBL, tem sido sugerido no controle do balango
hidroeletrolitico'®3%4481104108154 " Enquanto que as 4reas hipotalamicas e prosencefalicas
teriam um papel preferencialmente excitatorio sobre a ingestdo de &gua e sddio, uma série de
evidéncias experimentais sugerem que as areas mais posteriores do encéfalo, situadas na ponte
e no bulbo, fariam parte do circuito das vias inibitérias da sede e do apetite ao sodio®>*%.

A lesdo da AP e adjacéncias imediatas do NTSi (AP/NTSi) promove uma maior
ingestdo de agua do que a observada em ratos nédo lesados, quando os animais recebem injecdo
de ANG Il ou isoproterenol perifericamente®®. Esta mesma regi&o também tem sido implicada
no controle da ingestdo de sédio**"#1>* Com relacdo ao NTS, foi demonstrado que a les&o
do NTSi promove uma potencializacdo da ingestdo de agua induzida pela infusdo iv de ANG
I, mas ndo altera a ingestdo de agua induzida por salina hipertdnica iv'*®. Estes autores
argumentam que o aumento da pressdo arterial causado pela ANG Il iv, que seria um fator
inibitdrio para a ingest&o de 4gua como demonstrado por outros estudos™, n&o seria percebido
nos animais com lesdo do NTSi, pois os mesmos estdo com o barorreflexo bloqueado, e por
isso, 0s animais teriam um aumento da ingestdo de agua. Desta forma, segundo estes autores,
o NTSi teria uma participagdo indireta na ingestdo de 4gua induzida por ANG |1 periférica. No

entanto, esses mesmos autores ndo discutem a auséncia de efeito da lesdo do NTSi sobre a
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ingestdo de agua induzida por desidratacdo intracelular (infusdo de salina hiperténica, iv).
Dados do nosso laboratério demonstraram que a lesao eletrolitica do NTScom potencializa a
resposta dipsogénica induzida pela adminsitracdo de isoproterenol subcutaneamente’®, bem
como a ingestdo de agua induzida pela administragdo intragastricamente de NaCl 2 M*®*°. A
potencializacdo das respostas dipsogénicas ndo sdo decorrentes de uma maior hipotensédo nos
ratos lesados, uma vez que a hipotensdo é um fator facilitatorio para a ingestao de agua™*®**°,
e isso poderia contribuir para a resposta dipsogénica. Foi observado nesses estudos que a
queda da presséo arterial induzida pelo isoproterenol foi semelhante nos ratos lesados e com
lesdo ficticia e a sobrecarga de sédio induziu hipertensdo nos ratos lesados'®*. Também foi
demonstrado que a gavagem de NaCl 2 M além de promover ingestdo de agua também

promove uma intensa natriurese™'*°

possivelmente ocasionada pelo aumento de ocitocina
promovido pela sobrecarga de NaCl, e essa natriurese € potencializada em animais com leséo
eletrolitica no NTScom®.

Conforme descrito anteriormente, o NTS envia projecdes para o NPBL™*™% A
participacdo do NPBL no controle da ingestdo de dgua e sodio foi inicialmente demonstrada

108109 ¢ posteriormente contaram com a grande

nos trabalhos pioneiros de Ohman e Jonhson
participacdo do nosso laboratdrio®***1%, Esses estudos demonstram que a leso ou inibigdo
do NPBL promovem uma potencializacdo da ingestdo da agua e sddio induzidos por diversos
protocolos dipsogénicos e/ou natriorexigénicos, sugerindo que o NPBL faz parte de uma via
inibitoria para a ingestdo de agua e sodio. Desta forma as projecdes do NTS ao NPBL que
também se projeta ao prosencéfalo, ou mesmo do NTS diretamente ao prosencéfalo
envolvidas no controle da ingestdo de agua e sédio, como a regido AV3V e PVN& 74119124
podem constituir o substrato anatémico para os efeitos inibitérios do NTScom na ingestdo de
4gua induzida pelo isoproterenol ou pela salina hipertonica®®™®.

Os neurdnios catecolaminérgicos do SNC e o neurotransmissor noradrenalina bem
como receptores adrenérgicos centrais parecem também ser importantes para o controle da
ingestdo de agua e sédio. Entretanto, varios estudos tém demonstrado que a noradrenalina tem
efeitos facilitatérios e inibitérios para ao comportamento ingestivo, sugerindo uma funcéo

538586 Estudos

dupla para este neurotransmissor no controle do equilibrio hidrossalino
realizados pelo nosso laboratorio sugerem que a noradrenalina (ou agonistas adrenérgicos)
tem um efeito inibitdrio sobre a ingestdo de 4gua e de s6dio®*>*. Por exemplo, a injecdo na
area pré-optica lateral de clonidina (agonista a2-adrenérgico) reduz a ingestdo de agua
induzida por privacdo hidrica?’; a injecdo no hipotalamo lateral desta mesma droga reduz a

ingestéo de 4gua induzida pela ANGII central®®. A ingestdo de sodio e agua induzidos por
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privacdo hidrica, e a ingestdo de agua induzida por ANGII e carbacol (agonista colinérgico)
injetados no ventriculo lateral, também sdo reduzidas pelo tratamento prévio com moxonidina

(agonista a:2-adrenérgico) também injetada no ventriculo lateral'®

. A lesdo do grupamento
Al potencializa a ingestdo de sédio induzida pela administracdo simultanea de furosemida e
dose baixa de captopril e pela privacdo hidrica®, sugerindo um papel inibitério das vias
adrenérgicas do grupamento Al na ingestdo de sddio induzida por protocolos experimentais
que aumentem a concentracdo plasmatica de ANG Il e/ou causem hipotensao.

Entretanto, outro conjunto de resultados obtidos pelo laboratério do Professor Dr. Alan
Kim Johnson®®®, demonstraram que terminais noradrenérgicos centrais s&o excitatorios para
ingestdo de agua induzida por angiotensina Il (ANGII). Foi demonstrado que a injecdo central
de 6-hidroxidopamina (6-OHDA; toxina que destrdi terminais catecolaminérgicos) promove
reducdo da ingestdo de 4gua induzida pela injecdo central de ANGII***2 Se nestes animais for
feita uma infusdo de noradrenalina, ocorre o restabelecimento da ingestdo de 4gua 8 ANGII*’.
Segundo®®, as vias ascendentes catecolaminérgicas bulbares, provavelmente oriundas de Al e
A2, seriam importantes para modular a resposta dipsogénica da ANGII frente a situacdes de
hipovolemia/hemorragia, situacdes estas em que a concentracdo plasmatica de ANGII esta
elevada. Apesar dessas contradicdes, o papel dos neurénios A2 do NTScom na regulacdo da
ingestdo de agua ainda ndo sdo conhecidas. Uma vez que a ingestdo de &gua induzida por
estimulo osmotico com NaCl 2 M em ratos com lesdo eletrolitica do NTScom é
potencializada, seria interessante estudar a participacdo dos neurdnios A2 do NTScom nessas

respostas.

NTS/NEURONIOS A2 E REGULACAO CARDIOVASCULAR

Enquanto que poucos estudos mostram a participacdo do NTS no controle da ingestdo
de &gua e sddio, a participacdo NTSi e NTScom na regulacdo cardiovascular tém sido bem
descrita*®’. Embora o NTSi e o NTScom sejam adjacentes, eles tém uma funcéo diferencial
nos ajustes dos reflexos cardiovasculares. Enquanto que a lesdo eletrolitica do NTScom

42,127

promove um blogueio do quimiorreflexo, mas ndo do barorreflexo , a lesdo eletrolitica do

NTSi promove um bloqueio do barorreflexo™'*, Ademais, a lesdo do NTScom nao altera a
pressdo arterial basal***?’, diferente da lesdo do NTSi que promove hipertens&o fulminante'®,
caso 0S animais ndo sejam previamente tratados com bloqueador ganglionar e com

antagonista de vasopressina'?®*3. O papel dos neurdnios noradrenérgicos A2, localizados no
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NTS, na regulacdo cardiovascular tem sido demonstrada por diferentes estudos, contudo os
resultados s@o ainda um pouco controversos dependendo do local de lesdo ou estimulacdo do
NTS!842°6137.144 1) asies eletrolitica ou quimica com 6-hidroxidopamina™’ dos neurdnios
A2 do NTS (do intermediario ao comissural) causaram labilidade na pressao arterial. Duale et
al.>® mostraram que a transfeccdo génica com lentivirus que promove insercdo de canais
retificadores de potassio nos neurdonios A2 do NTSi e NTScom foi também capaz de
promover labilidade da presséo arterial, no periodo de 3 a 7 dias apos a transfec¢do. Em
contraste, lesdes especificas do NTScom, que compreendem a grande parte de neurbnios
A2 nao produziu labilidade da pressao arterial™®%'%.

A participagdo facilitatoria ou inibitoria do NTS na secregéo de vasopressina também
tem sido demonstrada®®. Foi verificado que a injecdo no NTSi de muscimol, agonista
gabaérgico, promovia aumento da pressao arterial que era em parte decorrente da secrecdo de
vasopressina®. Sato et al.**" demonstraram que a leséo eletrolitica do NTScom potencializava
a resposta pressora da oclusdo bilateral das car6tidas comuns em parte por aumentar a
secrecdo de vasopressina nestes ratos, bem como animais com lesdo do NTScom

apresentaram resposta pressora frente a sobrecarga ig de NaCl 2 M**%

que foi ocasionada por
uma potencializacdo da secrecdo de vasopressina em relagdo aos animais controle. Portanto,
esses trabalhos sugerem que o NTS, seja o intermedidrio ou comissural, estdo inibindo a
secrecdo de vasopressina, pois uma vez inativado/lesado ocorreu uma maior secrecdo de
vasopressina. Entretanto, outros estudos demonstraram que a estimulacéo elétrica do NTScom
induzia secrecdo de vasopressina®!, sugerindo um papel facilitatério do NTS na secrecdo de
vasopressina. Por outro lado, a lesdo do NTSi ndo foi capaz de alterar a secre¢do de
vasopressina induzida por hemorragia™*?, sugerindo que o NTS ndo tem nenhuma participagao
na secrecdo de vasopressina em situacdes de hipovolemia/hipotensdo. Esta diversidade de
resultados pode ser devido a uma série de fatores, tais como, sitio de lesdo ou inibigédo no
NTS, experimentos com ratos acordados e anestesiados, lesdo eletrolitica que lesa
inespecificamente corpos celulares e fibras de passagem e estimulacdo elétrica que também
ndo discrimina o que esta sendo estimulado (corpos celulares ou fibras de passagem).

Quail et al.™® demonstraram que com a progressdo da perda de sangue e entdo
diminuicdo da pressdo arterial ocorre um aumento inversamente proporcional da atividade da
renina plasmatica e apds a perda de aproximadamente 25% da quantidade de sangue ha um
grande aumento na secrecdo de vasopressina, e este aumento na secre¢do de vasopressina é
devido a informagdes que ascendem ao SNC derivados dos receptores cardiacos, que

ascendem ao NTS>. A lesdo do DNAB que compreende axdnios de neurdnios do locus
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coeruleus e alguns axénios de neurdnios Al provenientes do feixe noradrenérgico ventral
(VNAB)'*® causa um aumento na atividade de renina plasmatica ap6s hemorragia no
hipotensiva sem alterar a expressao da proteina c-FOS no PVN e SON, areas responsaveis
pela liberacdo de vasopressina. Desta forma, a participacdo dos neurénios A2 do NTScom na
secrecdo de vasopressina seja por estimulos osmoticos ou por reducdo de volume circulante,
assim como a participacdo de mecanismos dependentes do sistema renina-angiotensina ainda
néo estdo bem estudados.

Assim sendo, por meio da lesdo especifica dos neurénios A2 no NTScom, 0s quais se
projetam para as areas hipotaldamicas, foi nosso objetivo verificar a participacdo desse
conjunto de neurdnios nos ajustes cardiovasculares, renais e na ingestdo de agua em situacdo
de hiperosmolaridade, bem como a participacdo desses neurdnios sobre as respostas

hipotensora e de recuperacdo da hipotensdo causadas pela hemorragia.



OBJETIVOS

e Estudar os efeitos na pressdo arterial, na expressdo da proteina c-FOS, na ingestao de
agua e na excrecao renal subsequentes a administracdo de NaCl 2 M em ratos com
leséo seletiva dos neurdnios A2 do NTScom;

e Estudar as alteracfes genémicas que ocorrem no NTS apos a administracdo de NaCl 2
M;

e Estudar os efeitos na hipotensdo e na recuperacdo da hipotensdo causada por
hemorragia em ratos com leséo seletiva dos neurénios A2 do NTScom.



MATERIAL E METODO

1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Holtzman machos, pesando entre 280 - 320 g, fornecidos pelo
Biotério da Faculdade de Odontologia e Farmécia da Universidade Estadual Paulista“Jdlio de
Mesquita Filho”-UNESP, campus de Araraquara. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais de aco em uma sala com ciclo claro escuro 12:12 horas (luzes acesas das 7:00 a
19:00), com temperatura (23 + 3° C) e humidade (55 + 10%) controladas; e com agua de
torneira e racdo 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 Araraquara (Proc. CEEA
09/2007).

Foram também utilizados ratos Sprague-Dawley, pesando de 230 — 280 g, adquiridos da
empresa Charles River (Wilmington, MA, EUA). Os animais, em duplas, foram mantidos em
gaiolas livres de patdgenos especificos (SPF) em uma sala com ciclo claro escuro 12:12 horas,
temperatura (23 + 3° C) e humidade (55 + 10%) controladas, com &gua e racao granulada ad
libitum. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité Institucional de Uso e Cuidado
Animal (IACUC) da Universidade da Fldrida (nimero de protocolo 200801275).

2 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E DA FREQUENCIA CARDIACA

Para o registro direto da presséo arterial (PA) foram utilizados tubos de polietileno PE-
10 soldados a tubos de polietileno PE-50. Os cateteres para o registro da PA foram inseridos
na aorta abdominal, através da artéria femoral. Os cateteres, para registro de PA foram
conectados a um transdutor de pressao acoplado a um amplificador (ETH-200 CB SCIENCES
INC) e a um sistema de aquisicdo e analise de dados (PowerLab, ADInstruments). Foi
registrada simultaneamente a pressdo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e a
frequéncia cardiaca (FC). A PAM foi calculada a partir do sinal de PA. A FC foi calculada

como a freqliéncia instantanea do sinal de PA.
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3 INJECOES DE DROGAS
Para injecdo de drogas por via intravenosa (iv) foram utilizados tubos de polietileno PE-
10 soldados a tubos de polietileno PE-50. Os cateteres foram preenchidos com solucdo de

salina isotonica e inseridos na veia cava inferior, através da veia femoral.

4 MEDIDAS DE INGESTAO DE AGUA
A gquantidade de agua ingerida foi quantificada por meio de buretas de vidro graduadas
em 0,1 ml, adaptadas com um bico de metal. Os animais ndo tiveram acesso a racao durante

0s experimentos de ingestao.

5 DOSAGEM URINARIA
Os animais foram transferidos de suas gaiolas e colocados em gaiolas metabolicas. A
urina foi coletada por gravidade em tubos graduados em 0,1 ml. As amostras de urina foram

analisadas em um analisador de Na'/K* (NOVA 1, Nova Biomedical). A excreco total de Na

e K" foi calculada como concentragdo de Na* e K™ multiplicado pelo volume urinério.

6 LESAO DO GRUPAMENTO CATECOLAMINERGICO A2 DO NTScom

Os animais foram submetidos a lesdo do grupamento A2 do NTS comissural pela
imunotoxina anti-DBH-saporina. Esta imunotoxina consiste em um anticorpo a dopamina f3-
hydroxilase (DBH), enzima que converte a dopamina em noradrenalina, conjugado com uma
toxina, saporina. A enzima DBH esta associada com a membrana interna das vesiculas, e,
portanto, é exposta extracelularmente durante o processo de exocitose na liberacdo do
neurotransmissor. Esta exposi¢cdo permite que a porcdo do anticorpo da imunotoxina se ligue
a DBH. Apds a reciclagem vesicular por endocitose, a anti-DBH-saporina é levada para dentro
do neurdnio. Uma vez dentro do neurdnio, a saporina inativa a subunidade 60s dos
ribossomos, desta forma blogueando a sintese celular, e causando morte celular*®. Embora
esta imunotoxina seja captada por terminaces neuronais (que expde a DBH), estudos™
demonstraram que quando esta imunotoxina foi injetada nas regido catecolaminérgica C1 do
bulbo rostroventrolateral também ocorreu uma captacdo somatodendritica. Estes autores

também demonstraram que esta neurotoxina lesou somente neurénios do grupamento Cl1,
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deixando as outras células do RVL intactas. E importante salientar que a injecdo apenas de
saporina no SNC nao promove nenhuma destruicdo neuronal®*®'*®. As lesées dos neurdnios
catecolaminérgicos pela anti-DBH-saporina ocorrem ap6s 10 dias das injecdes**?113:1%¢

Uma vez anestesiados com cetamina (80 mg/kg de peso corporal, cloridrato de
cetamina, Unido Quimica farmacéutica Naciona S/N, Embu-Guacu, SP, Brasil) e xilazina (7
mg/kg de peso corporal, Unido Quimica farmacéutica Naciona S/N, Embu-Guacu, SP, Brasil)
administradas intraperitonealmente os animais foram fixados em um aparelho estereotéxico
para pequenos animais (David Kopf Instruments). A barra incisora foi posicionada 11 mm
abaixo da linha interaural. A musculatura do pescoco foi cuidadosamente rebatida expondo o
occipital e a membrana atlanto-occipital. ApGs a separacdo entre a dura-mater e 0 0SSO
occipital, este foi removido utilizando-se um oste6tomo. A membrana atlanto-occipital foi
aberta e a dura-mater rebatida, expondo assim o calamus scriptorius que foi utilizado como
ponto de referéncia para as coordenadas estereotaxicas.

As microinjecdes da toxina anti-DBH-saporina (leséo A2, 12,6 ng/60 nl) ou anti-1gG-
saporina (lesdo ficticia, 12,6 ng/60 nl) no grupamento A2 foram feitas utilizando-se uma
pipeta de vidro (d.i. = 1 mm), que foram estiradas e as pontas ajustadas a um diametro final
entre 30 e 50 um. As pipetas de vidro foram conectadas a um sistema de microinjecéao
Picospritzer. As inje¢cdes no grupamento A2 ao nivel do NTS comissural foram & linha media,
sempre em um volume de 60 nl. As coordenadas foram obtidas e modificadas a partir do atlas
de ™2, sendo as injecdes feitas na linha média 0,5 e 0 mm caudal ao calamus scriptorius e 0,5
mm ventral a superficie dorsal do bulbo.

Apos as injecBes, a musculatura da nuca e a pele foram suturadas, e os animais
receberam uma dose profilatica de pentabidtico veterinario (benzilpenicilina 80000 IUs +
streptomicina 33 mg, intramuscular, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, SP, Brasil) e
de anti-inflamatorio cetoprofeno (ketoprofen 1%, 1 mg/kg de peso corporal, Mundo Animal,
Sdo Paulo, SP, Brasil) por animal. Os experimentos foram realizados entre 20 a 30 dias apds

as lesodes.

7 IMPLANTE DE CANULAS NO VENTRICULO LATERAL (VL)
Sete dias antes dos experimentos os animais foram submetidos a anestesia com
cetamina (80 mg/kg de peso corporal, cloridrato de cetamina, Unido Quimica farmacéutica

Naciona S/N, Embu-Guacu, SP, Brasil) e xilazina (7 mg/kg de peso corporal, Unido Quimica
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farmacéutica Naciona S/N, Emba-Guacu, SP, Brasil) administradas intraperitonealmente os
animais foram fixados em um aparelho estereotaxico para pequenos animais (David Kopf
Instruments). Entdo o cranio foi nivelado utilizando o bregma e lambda como referéncia. Uma
canula de aco inoxidavel (10 mm comprimento x 0,7 mm diametro interno) foi implantada no
VL usando as coodenadas 0,3 mm caudal ao bregma, 1,6 mm lateral a linha média e 3,6 mm
abaixo da superficie do crénio. A canula foi fixada no créanio utilizando parafusos e resina
acrilica. Uma dose profilatica de pentabidtico veterinario (benzilpenicilina 80000 1Us +
streptomicina 33 mg, intramuscular, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, SP, Brasil) e
de anti-inflamatorio cetoprofeno (ketoprofen 1%, 1 mg/kg de peso corporal, Mundo Animal,

Sé&o Paulo, SP, Brasil) foi administrada intramuscularmente em todos os animais.

8 MICROINJECAO NO VL
As injecdes no VL foram feitas sempre em um volume de 1 pl, com auxilio de uma
seringa Hamilton (5ul) conectada a um tubo de polietileno PE-10 e a uma agulha injetora (0,3

mm diametro, 2 mm mais longa que a canula guia).

9 HISTOLOGIA E IMUNOISTOQUIMICA

9.1 Técnica de histologia

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados profundamente, o coragéo foi
exposto cirurgicamente e por meio de uma bomba de perfuséo foi realizada inicialmente uma
perfusdo com PBS 0,1 M (300 ml/8 min), seguido de solucdo de paraformolaldeido a 4% em
PBS 0,1 M (500 ml/12 min. A seguir os cérebros foram retirados e fixados no mesmo fixador
por 1 h, e depois ficaram imersos em uma solugdo de sacarose a 20% até 0 momento de serem
processados (ndo mais que 15 dias). Posteriormente os cérebros foram seccionados em cortes

coronais de 40 um de espessura em um micrétomo de congelamento.

9.2 Verificacdo do posicionamento da canula no VL
Para verificarmos a correta localizacdo das microinjecOes realizadas em alguns

experimentos, os cortes do prosencéfalo tratados pelo método de Giemnsa foram analisados
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em microscopia de luz, ndo sendo utilizados os resultados dos animais em que as injecGes

ficassem fora do VL.

9.3 Imunohistoquimica para deteccao de tirosina hidroxilase

A tirosina-hidroxilase (TH) é a primeira enzima necessaria para a formacdo das
catecolaminas dopamina, noradrenalina e adrenalina. Desta forma, a deteccdo
imunohistoquimica da TH foi utilizada para marcacdo de células noradrenérgicas do
grupamento A2. Para verificarmos a extensdo da lesdo dos neurbnios A2 pela toxina anti-
DBH-saporina, secdes de cortes coronais seriados de 40 um a cada 160 um do tronco cerebral,
extendendo-se do bulbo até a ponte (regido do Locus Cereulus), foram lavados com KPBS
0,02 M por 30 min para remover possiveis impurezas do processo de corte por congelamento.
Os cortes foram separados em 4 lotes. Em um dos lotes, foi feito o bloqueio das peroxidases
enddgenas incubando-se os cortes com H,O, 1% por 15 min, seguido de 45 min de lavagem
no KPBS 0,02 M. Na sequéncia, os cortes foram incubados com soro normal de cavalo por 30
min para bloquear as liga¢cdes inespecificas, e novamente lavados com KPBS 0,02 M por 45
min. Feito isso, os cortes foram processados para a presenca da enzima tirosina hidroxilase
(TH). Os cortes selecionados foram incubados sequencialmente em solucBGes contendo: a)
anticorpo primario (anti-TH, originado em camundongo, Immunostar, Inc., Hudson, WI,
EUA) 1:2000 por 18 h a 4°C; b) anticorpo secundario biotinilado (anti-camundongo, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA) 1:200 por 1 h; c) reagente ABC (complexo avidina-
biotina, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA) 1:100 por 1h; d) diaminobenzidina
(DAB) 0,05% por 10 min, seguido de H,0, 0,03%. Entre as etapas a e d, ap0s cada incubacéo
os cortes foram lavados em tampdo KPBS 0,02 M por 1 h. As etapas b e d foram realizadas a
temperatura ambiente. Ao final do processamento imunohistoquimico os cortes foram
montados em laminas de vidro, desidratados com alcool, diafanados com xilol e cobertos com

resina histoldgica DPX, para posterior analise histoldgica.
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94 Imunohistoquimica para deteccéo de c-FOS e dupla marcacéo para c-
Fos/vasopressina ou c-Fos/ocitocina.

Para verificagdo da ativacdo neuronal nos nucleos paraventricular e supradptico do
hipotalamo, secbes de 30 um a cada 150 um foram lavados em PBS 0,1 M e processados
imunohistoquimicamente para detecgdo de c-FOS. Os cortes foram pré-incubados por 10
minutos em peroxido de hidrogénio 3% em PBS 0,1 M seguido pela incubacdo por 15
minutos em uma solucéo de blogqueio contendo 10% de soro normal de ovelha (NGS, Sigma,
St.Louis, MO, EUA) na Triton-X 0,3% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em PBS 0,1 M.
Os cortes foram entdo incubados em anticorpo polyclonal anti c-FOS feito em coelho (Ab-5 —
1:20.000, Calbiochem, San Diego, CA, EUA) em PBS contendo 1% de NGS e Triton-X 0,3%
por 48 horas a 4°C, seguido por uma hora de incubacdo com anti-IgG de coelho biotinilado
feito em ovelha (1:500; Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA) contendo 1% de
NGS e Triton-X 0,3%. Apos essas incubacdes, para amplificacdo do sinal resultante da
marcacdo antigeno-anticorpo, os cortes foram incubados por mais uma hora com HRP
streptavidina (1:500, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA) em PBS contendo 1%
de NGS e Triton-X 0,3%. DAB foi usado para reacdo com a peroxidase produzindo uma
coloragdo marrom do nucleo celular. Entre cada passo, os cortes foram lavados 3 x 10
minutos com PBS 0,1 M. Ao final do processamento imunohistoquimico os cortes foram
montados em laminas de vidro, desidratados com alcool, diafanados com xilol e cobertos com
resina histoldgica DPX, para posterior anélise histoldgica.

Em outros dois conjuntos de secdes do hipotalamo, apos incubacdo com solucdo de
bloqueio como descrito acima, foi realizada dupla marcagédo utilizando anticorpo primario
policlonal anti-c-FOS feito em coelho (1:10.000, Ab-5, Calbiochem, San Diego, CA, EUA) e
anticorpo primario monoclonal anti-neurophysin 1l 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, EUA)™®**°_ 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. Ap6s a incubagdo no
anticorpo primario, os cortes foram lavados em PBS 0,1% (3 x 10 minutos) para entdo serem
novamente incubados por mais 1 hora em anticorpo anti-lgG de coelho biotinilado feito em
cabra (1:500, em PBS contendo 1% NGS e Triton-X 0,3%; Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA). Apoés essa incubagdo os cortes foram novamente lavados (3 x 10
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minutos em PBS 0,1 M) e incubados por mais uma hora em Strept-avidin Alexa Fluor 488
conjugate e Alexa Fluor 594 anti-lgG de camundongo feito em cabra (ambos 1:500,
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Apos serem lavados em PBS (0,1 M, 3 x 10 minutos), 0s
cortes foram montados em laminas gelatinizadas e secos por 10-15 minutos e entdo cobertas
com solugcdo para montagem antidesaparecimento da fluorescéncia (VectorShield, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA), para diminuir a perda da fluorescéncia. As sec¢oes
(cada 150 pum) foram visualizadas e em microscopio de fluorescéncia usando um microscopio
Leica DM IRB (com C-Plan optics; Leica, Wetzlar, Alemanha) utilizando o filtro apropriado,

em secOes semelhantes, representativas dos diferentes grupos.

10 CONTAGEM CELULAR

A contagem de neurénios marcados foi feita em cada secdo de quatro (40 a cada 160
um). Todas as células do bulbo ventrolateral (VLM; AL/C1) e NTS (A2/C2) foram contadas
bilateralmente a fim de quantificar a extenséo da leséo causada pela anti-DPH-saporina. As
células c-FOS positivas foram contadas bilateralmente em se¢6es contendo o PVN e SON do
hipotdlamo em uma a cada cinco sec¢des (30 a cada 150 um). O PVN foi dividido em porcéo
magnocelular (PVVNm) e parvocelular (PVNp). Os neurdnios foram contados em microscopio
de luz (Nikon) com uma magnificacao de 200x.

11 ANALISE DO RNAm por técnica de RT-PCR

Foi feita a analise do RNA mensageiro pela técnica de RT-PCR onde, os animais foram
decapitados e o tronco encefalico rapidamente removido e o NTS foi removido com auxilio
de um microscopio cirdrgico e colocado em uma solugdo contendo tampdo BME+RLT (200
puL), onde o tampdo contém B-mercaptanol (10 ulL) e RLT (1 mL). O tecido foi
homogeneizado com auxilio de um micro motor e mantido a 4°C. Foi extraido o RNAm
utilizando-se o kit para extracdo de RNA (Qiagen, Germantown, MD, EUA). O RNAm foi
entdo convertido em cDNA utilizando o método de reacdo de transcriptase reversa em tempo
real utilisando o kit iScript (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). O cDNA foi entdo utilizado para
quantificacdo através de sondas especificas (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) para
0s genes que codificam as seguintes proteinas: fator inibitoério da migracdo de macréfagos

(MIF), receptores AT1 da ANGII (AT1r), isoforma da proteina glutamato descaboxilase
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(GADgy)vesicula transportadora de glutamato (VGLUT,), dopamina-p-hidroxilase (DBH) e

18s (gene reporter). As reacoes de amplificacdo foram realizadas em 45 ciclos e as sequéncias

alvo foram detectadas em tempo real pela emisséo de fluorescéncia, que ocorre quando existe

formacdo de dupla fita na regido codificada pelo par de iniciadores utilizando aparelho e
software ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os dados foram
normalizados pela quatidade de cDNA da proteina 18s.

12 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

NaCl 0,15 M

NaCl 2 M

Anti-DBH-saporina (Advanced Targeting Systems, San Diego, CA, EUA)
Anti-lgG-saporina (Advanced Targeting Systems, San Diego, CA, EUA)

Fenilefrina (agonista adrenérgico — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
Nitroprussiato de sédio (NPS — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)

Cianeto de potassio (KCN- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)

Fenilbiguanida (agonista serotoninérgico 5-HT3 — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA)

Composto de Manning (antagonista de receptores V1 da vasopressina - [-Mercapto-
B,B-Cyclopentamethylenepropionyl’, O-Me-Tyr?,  Arg®]-Vasopressina)  (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA)

Vasopressina ([Arg®]-Vasopressina)(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)

Losartan (antagonista AT1 de ANGII)

13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média = EPM e analisados pelo teste t de Student ou

pela analise de variancia de uma ou duas vias (ANOVA) associadas ao Student-Newman-

Keuls, conforme o mais apropriado, assumindo-se p < 0,05.



PARTE I:

ESTIMULO OSMOTICO E LESAO DO GRUPAMENTO A2
DO NTScom

O NTScom é importante para a regulacdo cardiovascular e do equilibrio
hidroeletrolitico frente a estimulos osmoticos. Nosso objetivo na primeira parte da tese foi
verificar a participagdo dos neuronios A2 do NTScom em respostas cardiovasculares e do
balanco hidroeletrolitico ap6s a hiperosmolaridade e os mecanismos efetores das respostas
observadas. Procuramos também investigar quais as alteracGes da expressdo génicas que

ocorrem no NTS ap0s o estimulo osmotico.



PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS PARTE |

1 Participacao dos neurénios catecolaminérgicos do grupamento A2 do NTScom nos
ajustes cardiovasculares induzidos pela gavagem de NaCl 2 M: participagdo da
vasopressina .

Em todos os animais, no dia anterior ao experimento, 0S animais previamente
submetidos a lesdo quimica do grupamento catecolaminérgico A2, ou lesdo ficticia (LF),
foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (7 mg/kg de peso
corporal) para a cateterizacdo da artéria femoral, para o registro da pressdo arterial pulsatil
(PAP), pressdo arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC), e veia femoral para infusdo
de drogas.

No dia seguinte a cateterizacdo, em animais ndo anestesiados, ap6s um periodo basal de
registro (20 min), o barorreflexo foi testado com uma dose pressora de fenilefrina (2,5 pg/kg
de peso corporal, iv) e com uma dose hipotensora de nitroprussiato de sédio (30 pg/kg de
peso corporal, iv); o quimiorreflexo foi testado com uma injecdo intravenosa de cianeto de
potéssio (KCN, 40 ug/rato); foi realizado também a injecdo de fenilbiguanida (4 pg/rato) para
testas o reflexo cardiopulmonar. O intervalo entre cada teste de reflexo sera de pelo menos 5
min. Ap0s os testes reflexos, os animais foram submetidos ao protocolo de aumento agudo da
osmolaridade plasmatica utilizando a sobrecarga intragastrica de NaCl hipertdnico onde apds
uma hora pode-se observar aumento da concentracdo de sodio e osmolaridade plasmatica sem
alteracdes da concentracdo das proteinas plasmaticas, indicando que este protocolo é capaz de
promover aumento da osmolaridade sem alterar o volume plasmatico'*®. Para esse protocolo
0s animais receberam uma sobrecarga de NaCl 0,15 M ig (2 ml), e ap6s 60 min, a uma
sobrecarga de NaCl 2 M ig (2 ml), e o registro foi realizado por mais 60 min.

Em outro grupo experimental, foi realizado o protocolo experimental de registro de
PAM e FC em animais submetidos a sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M pretratados com o
antagonista dos receptores V1 de vasopressina (composto de Manning — 10 ug/kg). Os
animais foram conectados ao transdutor de pressdo e apds um periodo basal de registro, foi
injetado iv a vasopressina (12,5 ng/rato), apds cinco minutos os animais receberam o
composto de Manning ou salina iv, e a eficacia do bloqueio dos receptores V1 da
vasopressina foi testada com uma injecdo, subseqliente ao composto de Manning, de

vasopressina e ap0s 75 minutos apds o bloqueio. Quinze minutos apds o bloqueio dos
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receptores V1 da vasopressina, 0s animais receberam a sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M

e o registro da PAP, PAM e FC durou mais 60 minutos.

2 Participacdo dos neurénios catecolaminérgicos do grupamento A2 do NTScom na
expressao da proteina c-FOS nos neurdnios do PVN e SONinduzida pela gavagem de
NaCl 2 M.

Em outro grupo experimental, foi testado o efeito da sobrecarga intragastrica de NaCl

0,15 e 2 M na expressdo da proteina c-FOS em neurbnios vasopressinérgicos e

ocitocinérgicos do PVN e SON. Durante sete dias, 0s animais receberam gavagens para

minimizar o efeito do estresse nas respostas observadas no dia do experimento, onde no
primeiro dia foi feita em todos os animais a gavagem com NaCl hipertonico (2 M, 2 ml) e nos

5 dias subsequentes os animais receberam a gavagem de NaCl 0,15 M (2 ml). No dia do

experimento, a agua e racdo foram removidas das gaiolas, e o0s animais receberam

aleatoriamente a sobrecarga de NaCl 0,15 ou 2 M (leséo ficticia, N=4/grupo e lesdo A2,

N=4/grupo). Duas horas apds a gavagem os animais foram profundamente anestesiados,

perfundidos e os encéfalos foram retirados e submetidos ao processo de fixagdo como descrito

nos métodos. Entdo, os encéfalos foram congelados e cortados em criostato em sec¢Ges de 30

um do prosencéfalo e coletados em cinco séries (30 um a cada 150 um). Os cortes foram

coletados em placas de cultura de células com 24 pocos contendo PBS 0,1 M antes do
processo de imunohistoquimica para detec¢do da proteina c-FOS e para a dupla marcagéo de

c-FOS e vasopressina/ocitocina. O bulbo destes animais foram cortados em se¢Ges de 40 um e

coletados em quatro séries (40um a cada 160 um) e processados para imunohistoquimica para

detec¢do da proteina tirosina hidroxilase (TH) como descrito nos métodos.

3 Participacdo dos neurdnios catecolaminérgicos do grupamento A2 do NTScom na
ingestdo de 4gua e excrecdo urinaria induzida por gavagem intragastrica de NaCl 2

M.
No dia do experimento, em uma parte dos animais tanto do grupo com lesédo nos
neurénios A2 do NTScom como nos com lesdo ficticia, foi feita a sobrecarga intragastrica de
solucdo hipertdnica de cloreto de sodio (NaCl, 2 M; 2 ml) e na outra parte foi feita a

sobregarga intragastrica com solucdo isotdnica de cloreto de soédio (NaCl, 0,15 M; 2 ml) e
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apos uma hora, foram oferecidas buretas graduadas contendo agua para medidas da ingestdo
de agua durante 120 minutos, a cada 30 minutos. Durante o perido de 1 h em que 0s animais
nado tiveram acesso a agua, e durante as duas horas de ingestao de agua, foram feitas as coletas

de urina.

4 Alteracdo na expressao génica no NTS apos gavagem com NaCl 2 M.
Em animais intactos, foi realizada a gavagem com 2 ml de NaCl 0,15 M ou NaCl 2 M e

apos 2 horas os animais foram decapitados e o tronco encefélico rapidamente removido. O
NTS foi removido com auxilio de um microscopio cirdrgico, e processado para analise dos
genes que traduzem as seguintes proteinas:

e Fator inibitério da migracdo de macrofagos (MIF)

e Receptores angiotensinérgico do subtipo AT1 (AT1r)

e Isoforma da proteina glutamato descarboxilase (GADg7)

e Vesicula transportadora de glutamato (VGLUT),)

e Dopamina-B-hidroxilase



RESULTADOS PARTE |

1 Quantificacdo de neurdnios catelolaminérgicos no bulbo em ratos com lesdo A2

Ja esta bem estabelecido que a anti-DBH-saporina destroi neurénios noradrenérgicos no
local onde é injetada e em regiGes noradrenérgicas que Sse projetam para o sitio de
injecao’®%®13 As células positivas & TH foram encontradas no NTS e no bulbo ventrolateral
aproximadamente 2 mm caudal a 2 mm rostral ao obex (figuras 3 e 4). O tratamento com anti-
DBH-saporina (lesdo A2, N= 56) foi capaz de reduzir o nimero de células positivas a TH
quando comparado aos animais que receberam injecdo de anti-lgG-saporina (LF, N = 45) no
NTScom. A regido onde houve perda celular se extende 1,3 mm caudal a 0,3 mm rostral ao
Obex, que engloba os neurdnios A2 da regido do NTScom e uma pequena porcao dos
neurénios A2 da regido do NTS subpostremal. O numero de células positivas a TH nesta
regido foi reduzida em média 76% (variando entre 61 — 85%) [F(42,1107)=60,638; p<0.05].
As injecOes nao foram capazes de destruir neurénios catecolaminérgicos na superficie ventral
do bulbo (figuras 3 e 4).

FIGURA 3 —NUmero (média £ EPM) de células positivas para TH em secGes de 40 um de
espessura da regido dorsal e ventral do bulbo. Microinjecdes de anti-DBH-saporina (leséo
A2) ou anti-lgG-saporina (LF) no NTScom. *diferente de LF (One Way ANOVA, seguido

de Student-Newman-Keuls, p < 0,05). Nimero de animais entre parénteses.
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FIGURA 4 — Fotomicrografia de trés niveis do bulbo (640 um caudal, dbex e 640 um
rostral ao ébex) mostrando células imunoreativas a tirosina hidroxilase (TH) no NTScom
(area A2; A e B), CVL (area Al; C e D) e RVL (area C1; E e F) de ratos que receberam
microinjecdo de anti-DBH-saporina (Lesdo A2) ou anti-lgG-saporina (LF) no NTScom.

Escala = 200 um.
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2 Participacédo dos neurdnios catecolaminérgicos do grupamento A2 do NTScom nos
ajustes cardiovasculares induzidos pela gavagem de NaCl 2 M: participacdo da
vasopressina

Podemos observar na tabela 1 que a lesdo dos neurdnios bulbares A2 néo altera os
valores basais de PAM e FC quando comparado com os animais do grupo leséo ficticia.

As lesbes A2 ndo produziram alteragdes na bradicardia ou na taquicardia reflexa
induzidas respectivamente pela fenilefrina e nitroprussiato de sédio (tabela 1), tampouco
alteraram a resposta pressora e bradicardica do quimiorreflexo induzida pela administracdo de
KCN iv ou a resposta hipotensora e bradicardica da fenilbiguanida (tabela 1).

A gavagem de NaCl 2 M ndo atera PAM no grupo lesdo ficticia (A 3 £ 2 mmHg vs.
0,15 M A -7 £2 mmHg), mas no grupo lesdo A2 a gavagem de NaCl 2 M causou um aumento
na PAM (A 15 + 4 mmHg vs. 0,15 M A -0,7 + 2 mmHg) [F(1,168) = 38,550] a partir de 10
minutos apds a gavagem que persistiu por todo periodo experimental (lesdo A2: A 16 £ 3
mmHg VS lesdo ficticia: A 2+ 2 mmHg aos 60 min) como podemos observar na figura 5A.

A frequéncia cardiaca apds a gavagem de NaCl 2 M néo apresentou grandes alteracdes
nos grupos lesdo ficticia e lesdo A2 apesar de ser muito variavel, devido aos animais estarem

com livre movimentag&o, como podemos observar na figura 5B [F(1,168) = 23,314].

Tabela 1 — Valores basais e variagao (A) na pressdo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) apos fenilefrina (2,5 ug/kg peso corporal; iv), nitroprussiato de sédio (NPS, 30
ug/kg peso corporal; iv), cianeto de potassio (KCN, 40 ug/rato) e fenilbiguanida (4 pg/rato)
em animais LF e lesdo A2

LF (N=5) Lesdo A2 (N =9)
PAM PAM

(mmHg) FC (bpm) (mmHg) FC (bpm)
Basal 110+ 3 341 +12 117+ 4 381 + 26
Fenilefrina A6l1%3 A-93+20 A62%2 A-112 + 16
NPS A-36+4 A106 %9 A-34+2 A92+7
KCN AB64+9 A-171+29 A63+4 A -166 £+ 14
Fenilbiguanida A-48+9 A-204 £ 22 A-44+3 A -247 = 37

Os resultados estdo representados como média + EPM. N = nimero de animais.
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FIGURA 5 — Alteracdes na (A) pressao arterial media (PAM) e (B) frequéncia cardiaca
(FC) em ratos com lesdo A2 e leséo ficticia (LF) apds gavagem intragastrica de NaCl 0,15
M NaCl e NaCl 2 M (2 ml, setas).* diferente de LF; # diferente do basal (-10 minutos);
(ANOVA de duas vias associada ao Student-Newman-Keuls; p < 0,05). Os resultados estéo

expressos como media £ EPM. O ndmero de animais esta indicado entre parénteses.
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Em outro grupo de animais com lesdo A2, a resposta pressora induzida por NaCl 2 M ig
foi bloqueada quando os animais foram pré-tratados com o antagonista de receptores V1 da
vasopressina (A 3 = 2 vs. lesdo A2 + salina iv: 16 £ 2 mmHg, 10 min ap6s NaCl 2 M ig),
[F(3,208)=20.991; p<0.05], (Figuras 6 e 7A). N&o houve alteragdo na PAM nos ratos sham
submetidos a gavagem com NaCl 2 M pre-tratados ou ndo com antagonista de receptores V1
da vasopressina (A 4 £ 3 mmHg vs. sham + salina iv: 9 + 3 mmHg), (Figuras 6 e 7A). A
frequéncia cardiaca foi muito varidvel e ndo foram encontradas alteracGes significantes ao
longo do periodo experimental (Figuras 6 e 7B). A eficacia do bloqueio dos receptores V1
durante todo o periodo experimental pode ser verificado na Tabela 2. A injecdo prévia
intravenosa (iv) do antagonista de receptores V1 da vasopressina, ndo altera a PAM nos
grupos lesdo ficticia e lesdo A2, mas foi eficaz em inibir a resposta pressora da vasopressina
iv antes do experimento e apds 60 minutos da gavagem com NaCl (tabela 2), mostrando que

durante todo o protocolo experimental os receptores V1 de vasopressina estavam bloqueados.

Tabela 2 — Alteracbes da pressao arterial média ap6s injecdo intravenosa de vasopressina
(AVP — 12,5 ng/rato) antes e apds 5 e 75 minutos apdso antagonista V1 da vasopressina

(Manning compound, V1 ant — 10 ug/kg) em ratos LF e leséo A2

Grupo N AVP V1 ant AVP 5 AVP 75
LF 8 13+2 0+2 -1+2 02
Lesdo A2 10 14 +3 -3+1 0x2 2+2

Os resultados estdo expressos como media = EPM. N = ndmero de animais.
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FIGURA 6 — Tracado representativo mostrando presséo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) dos grupos leséo ficticia e lesdo A2 que receberam injecBes intravenosas de
salina (NaCl 0,15 M; 1 ml/kg) ou antagonista de receptores V1 da vasopressina (composto de
Manning, 10 ug/kg peso corporal) antes da gavagem de NaCl 2 M (2 ml). Setas indicam o

momento da gavagem. Escala = 10 minutos.



FIGURA 7 — Alteracdes na (A) pressao arterial média (PAM) e (B) frequéncia cardiaca
(FC) em ratos com lesdo A2 e leséo ficticia (LF) pré-tratados com antagonista de receptors
V1 da vasopressina (composto de Manning, 10 ug/kg peso corporal, iv) ou salina (NaCl
0,15 M; 1 ml/kg , iv) ap6s NaCl 2 M intragastrico (2 ml; seta). * diferente do basal (-10
minutos); T diferente dos grupos LF; # diferente de lesdo A2 + antagonista V1 (ANOVA de
duas vias associada ao Student-Newman-Keuls; p < 0,05). Os resultados estdo

representados como média + EPM. O nimero de animais esté indicado entre parénteses.
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3 Participagdo dos neurdnios catecolaminérgicos do grupamento A2 do NTScom na
expressao da proteina c-FOS induzida pela gavagem de NaCl 2 M.

A gavagem de NaCl 2 M promoveu aumento da proteina c-FOS, indicando ativagao
neuronal na por¢do magnocelular do PVN (PVNm), parvocelular do PVN (PVNp) e SON
tanto no grupo lesdo fiticia quanto lesdo A2. Contudo, o nimero de células positivas no
PVNm foi maior apos a sobrecarga de NaCl 2 M no grupo lesdo A2 (90 + 13 celulas por
secdo a cada 150 um) quando comparado com o grupo lesdo ficticia (47 + 20 células por
secdo a cada 150 um) [F(3,10)=8.691; p<0.05] (figuras 8C e D e 9). O tratamento com NaCl
2 M causou um aumento similar no namero de células positivas no PVNp e SON nos grupos
lesdo A2 (37 £ 6 e 88 + 7 células por secdo a cada 150 pum, respectivamente) e lesdo ficticia
(22 £ 9 e 105 + 27 células por secdo a cada 150 pm, respectivamente), (figuras 8 e 9). A
figura 9 e 10 mostram a marcacdo para a proteina c-FOS (verde) em neurbnios
vasopressinérgicos (vermelho) e ocitocinérgicos (vermelho) respectivamente, do PVN e SON
em animais que receberam a gavagem de NaCl 0,15 M e NaCl 2 M, mostrando que as células
do PVN e SON ativadas pela gavagem de NaCl 2 M estdo co-localizadas em neurénios

vasopressinérgicos ou ocitocinérgicos.
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FIGURA 8 — Fotomicrografia mostrando imunoreatividade para c-FOS em ratos com LF
(A, C,EeG) e Lesdo A2 (B, D, F e H) apo6s gavagem intragastrica com NaCl 0,15 M (A,
B, E e F) ou NaCl 2 M (C, D, G e H). 3" V: terceiro ventriculo; PVNm: PVN magnocelular;
PVNp: PVN parvocelular. Escala= 200 um.
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FIGURA 9 — NUmero de células imunoreativas para c-FOS por secéo de 150 um no nucleo
supradptico (SON), porcdo magnocelular (PVNm) e parvocelular (PVNp) do ndcleo
paraventricular do hipotalamo em ratos com lesdo A2 e lesdo ficticia (LF) ap6s gavagem
intragastrica de NaCl 0,15 M ou NaCl 2 M (2 ml). * diferente de NaCl 0,15 M, # diferente
de LF + NaCl 2 M (ANOVA de uma via associada ao Student-Newman-Keuls; p < 0,05).
Os resultados estdo expressos como média + EPM. O numero de animais esta indicado

entre parénteses.
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FIGURA 10 — Fotomicrografia de cortes coronais representativos para c-FOS (verde) e
vasopressina (AVP, vermelho) e dupla marcacdo (FOS+AVP) no ndcleo paraventricular do

hipotdlamo (PVN) e no ndcleo supraoptico (SON) de ratos com lesdo A2 e ratos com leséo

ficticia (LF). Escala= 200 um.
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FIGURA 11 — Fotomicrografia de cortes coronais representativos para c-FOS (verde) e
ocitocina (OT, vermelho) e dupla marcacdo (FOS+OT) no nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) e no nlcleo supraoptico (SON) de ratos com lesdo A2 e ratos com leséo

ficticia (LF). Escala= 200 um.
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4 Alteracdes da expressdo génica no NTS apo6s a gavagem de NaCl 2 M

Podemos observar na figura 12, que a gavagem de NaCl 2 M foi capaz de aumentar a
expressao génica das proteinas MIF (0,92 + 0,01 vs NaCl 0,15 M: 0,67 + 0,04 unidades
arbitrarias, ua), vesicula transportadora de glutamato (VGLUT, 0,71 + 0,05 vs NaCl 0,15 M:
0,39 £ 0,05 ua) e dopamina-p-hidroxilase (DBH, 0,64 + 0,07 vs NaCl 0,15 M: 0,42 + 0,05 ua),
indicando que a gavagem de NaCl 2 M ativa tanto neurénios glutamatérgicos como

noradrenérgicos do NTS.

[ INacCl 0,15 M (n=6) I Naci 2 M (n=6)

1.0- *

MIF AT1r GADg7 VGLUT, DBH

FIGURA 12 — Alteragdes na expresséo génica no NTS apos NaCl 2 M. Todos os resultados
foram corrigidos pela expressao génica da proteina 18s de cada animal. * diferente de NaCl
0,15 M (ANOVA de uma via associada ao Student-Newman-Keuls; p < 0,05). Os

resultados estdo expressos como média = EPM. O namero de animais esta entre parénteses.
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5 Participagdo dos neurdnios catecolaminérgicos do grupamento A2 do NTScom na
ingestdo de agua e excrec¢do urindria induzida por gavagem intragéastrica de NaCl 2
M.

A gavagem de NaCl 2 M induziu um maior aumento na ingestao de agua nos ratos A2
comparado com os ratos LF apenas nos primeiros 15 minutos do experimento {8,1 = 1,4 ml
vs. LF: 4,5+ 1,2 ml, [F(3,140)=10,663; p<0.05], (Figura 13A)}. Na figura 13B, podemos
observar que a maior ingestdo cumulativa de &gua em animais com lesdao A2 néo é alcancada
pelos animais com LF.

Na Figura 14 o volume urindrio, a natriurese e a caliurese, respectivamente induzidos
por NaCl 2 M ig foram maiores nos ratos LF e nos ratos com lesdo A2 comparados com 0S
ratos com 0 mesmo tipo de les@o que receberam gavagem com NaCl 0,15 M. Entretanto, as
alteracOes induzidas pela gavagem de NaCl 2 M foram semelhantes nos grupos LF e leséo
A2, tanto antes da ingestao (tempo -60 a 0) como durante a ingestdo de agua (tempo 0 a 120

min).



FIGURA 13 — Efeitos da gavagem intragrastrica de NaCl 2 M em ratos com Lesdo A2 ou
LF sobre a ingestdo ndo cumulativa (A) e cumulativa (B) de agua. Os resultados sdo
expressos como média = EPM. # diferente de LF, * diferente de NaCl 0,15 M (ANOVA de
duas vias associada ao Student-Newman-Keuls; p < 0,05). Nimero de animais esta indicado

entre parénteses.

57



58

FIGURA 14 — Efeitos da gavagem intragrastrica de NaCl 2 M em ratos com lesdo A2 ou
lesdo ficticia (LF) sobre (A) diurese (B) natriurese and (C) caliurese antes (-60 a 0 min) e
durante a ingestdo de agua (0 a 120 min). Os resultados sdo expressos como média *
EPM.* diferente de NaCl 0,15 M (ANOVA de uma via associada ao Student-Newman-

Keuls; p < 0,05). Nimero de animais esta indicado entre parénteses.
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6 RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS NA PARTE I:

Observamos que apds o estimulo osmético causado pela gavagem de NaCl 2 M:

o Animais com lesdo A2, mas ndo animais com leséo ficticia, apresentaram resposta
pressora que é dependente de vasopressina,;

o Animais com lesdo A2 apresentaram uma maior ativacdo de neurdnios da por¢éo
magnocelular do PVN comparado aos ratos com lesdo ficticia;

o Animais com lesdo A2 apresentaram uma maior uma maior ingestao de agua;

o Animais com lesdo A2 apresentaram uma natriurese, caliurese e diurese semelhante aos
ratos com lesdoficticia;

o H& um aumento da expressdao de RNAm para MIF, VGLUT, e DBH no NTS.



PARTE I1I:

HEMORRAGIA E LESAO DO GRUPAMENTO A2 DO NTScom

Ja foi demonstrado que o NTS € ativado apds hemorragia. Nosso objetivo nesta parte da
tese foi verificar o papel dos neurénios A2 do NTScom nos ajustes cardiovasculares a

hemorragia hipotensiva, assim como explorar os mecanismos envolvidos nessas respostas.



PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS PARTE |1

1 Participacdo dos neurdnios catecolaminérgicos do grupo A2 nos ajustes
cardiovasculares induzidos por hemorragia: participacdo da vasopressina e da
angiotensina Il periférica.

Em todos os animais, no dia anterior ao experimento, 0s animais previamente
submetidos a lesdo quimica do grupamento catecolaminérgico A2, ou lesdo ficticia (LF),
foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (7 mg/kg de peso
corporal) para a cateterizagdo da artéria femoral, para o registro da pressao arterial pulsatil
(PAP), pressdo arterial média (PAM) e freqliéncia cardiaca (FC) e veia femoral para infusédo
de drogas.

No dia seguinte a cateterizagdo, em animais ndo anestesiados, foi analizada a labilidade
da pressdo arterial, onde a labilidade é definida como o desvio padrdo da presséo arterial
média. A labilidade foi calculada a partir de 20 observac6es dos valores de PAM durante 20
minutos de registro para cada animal individualmente?. Apés este periodo, foi administrado iv
salina isotbnica, composto de Manning (antagonista dos receptores V1 da vasopressina, 10
ug/kg), ou losartan (antagonista dos receptores AT1 da ANGII, 10 mg/kg). Apds 10 minutos
foram realizadas 4 retiradas de sangue arterial (2 ml/300 g peso corporal) em intervalos de 10

minutos entre elas, baseado em protocolo descrito anteriormente™*

. Apds a quarta retirada de
sangue, os registros perduraram por mais 60 minutos. A eficacia do bloqueio dos receptores

de vasopressina ou ANGII foi testada antes e apds 60 min da Gltima retirada de sangue.

2 Participacdo dos neurdnios catecolaminérgicos do grupo A2 nos ajustes
cardiovasculares induzidos por hemorragia: participacédo da angiotensina Il central
Em outro grupo experimental, sete dias antes do experimento 0s animais receberam
implante de cannulas guia direcionadas ao ventriculo lateral (VL), no dia do experimento, 15
minutos antes da primeira retirada de sangue, os animais receberam 1 ul de salina isétonica ou
losartan (100 pg/ul) no VL. Apds 10 minutos foram realizadas 4 retiradas de sangue arterial
conforme descrito no item anterior. A eficacia do blogueio dos receptores de ANGII centrais

foi testado com a microinjecdo de ANGII (50 ng/uL) no VL apds os 60 minutos.



RESULTADOS PARTE 11

1 Participacdo dos neur6nios catecolaminérgicos do grupo A2 nos ajustes
cardiovasculares induzidos por hemorragia: participagdo da vasopressina e da
angiotensina Il periférica

Foi verificado que a lesdo A2 ndo promoveu labilidade da pressédo arterial quando
comparados com os animais LF (tabela 3 e figura 15). Os valores de pressao arterial média

também nédo foram diferentes entre 0s grupos experimentais (tabela 3).

Tabela 3 — Pressao arterial media (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e labilidade da PAM em

animais LF e com lesdo A2

PAM Labilidade
Grupos N (MmHg) FC (bpm) (MmHg)
LF 17 112.3+2 381.8 26 6.5+05
Lesdo A2 19 11342 3416 +12 6.4+0.3

Os resultados estdo expressos como média = EPM. N, nimero de animais.
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FIGURA 15 — Tragado representativo mostrando pressdo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em animais com lesdo ficticia (LF) ou lesdo dos neurbnios
A2 por um periodo de 20 minutos onde foi avaliado a labilidade da presséo arterial causada pela leséo

ficticia ou e lesdo A2 do NTScom.
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Nesses mesmos animais, ap6s um periodo basal de registro foram feitas 4 retiradas
consecutivas de sangue (2 ml/300 g de peso corporal) com intervalo de 10 minutos entre elas.
A hipotensao observado foi de igual em animais com lesdo ficticia (A -73+7 mmHg) e com
lesdo A2 (A -62+7 mmHg), figuras 16 e 17A. Contudo animais com lesdo A2 apresentaram
uma recuperacao rapida (aproximadamente 20 min) da hipotensdo causada pela hemorragia
(A -7£2 mmHg vs. pré hemorragia), enquanto animais com les&o ficticia ndo recuperaram
seus niveis de PAM completamente até o final do registro (60 min apo6s a 4° retirada de
sangue, A -20£3 mmHg, vs. pré hemorragia) [F(5,287)=22,783; p < 0,05].

Ap0s o pré-tratamento com antagonista de vasopressina (10 ug/kg), podemos observar
gue ndo houve alteracdo da recuperacéo da hipotensdo tanto em animais com lesdo A2 (A -
9+4 mmHg vs. lesdo A2 + salina: -7+£2 mmHg, 20 min apds a 4° retirada de sangue), como em
animais com lesdo ficticia (A -33£7 mmHg vs. leséo ficticia + salina: -35£9 mmHg 20 min
apos 4° retirada de sangue). Por outro lado, o pré tratamento com losartan (antagonista dos
receptores AT1 da ANGII, 10 mg/kg, iv) foi capaz de abolir a recuperagédo apresentada pelo
grupo lesdo A2 (A -29+4 mmHg e -28+3 mmHg, respectivamente, 20 e 60 min apos a 4°
retirada de sangue vs. pré hemorragia, figuras 16 e 17A). Nos animais LF, o tratamento com
losartan reduziu a recuperacdo parcial apresentada nestes animais até o final do experimento
(A -39x6 mmHg vs lesdo ficticia: A-20£3 mmHg, 20 e 60 min apos a 4° retirada de sangue).
Né&o foram observadas alteragdes significantes na FC causadas pela hemorragia (figuras 16 e
17B) e pela administracédo de losartan iv. No final do experimento foi comprovado a eficacia
do bloqueio dos receptores V1 da vasopressina ou de receptores AT1 de angiotensina (tabelas
4¢b).
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FIGURA 17 — AlteracGes na (A) pressao arterial media (PAM) e (B) frequéncia cardiaca (FC) em
ratos com lesdo A2 e lesdo ficticia (LF) pré-tratados com losartan (antagonista de receptores de
angiotensina AT1; 10 mg/kg peso corporal), composto de Manning (antagonista V1, 10 pg/kg
peso corporal) ou NaCl 0,15 M (1 ml/kg) iv ap6s hemorragia (4 retiradas de sangue de 2 mi/300 g
peso corporal; seta indica 42 retirada de sangue). * diferente lesdo A2 + salina e lesdo A2 + ant V1
vs. lesdo A2 + losartan e todos os grupos LF, # diferente do basal (-10 minutos); t diferente leséo
A2 + salina vs. lesdo A2 + losartan e LF + losartan (Two Way ANOVA, seguido de Student-
Newman-Keuls, p < 0,05). Os resultados estdo expressos como média + EPM. O numero de

animais esta indicado entre parénteses.
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Tabela 4 — Variactes (A) na pressdo arterial média (PAM, mmHg) apos injecdes de angiotensina

I1 (ANG II, 50 ng/rato, iv) antes, 5 e 105 minutos apds NaCl 0,15 M (1 ml/kg, iv) ou losartan (10

mg/kg peso corporal, iv)

Salina ou

Grupos N ANG I ANG Il 5 ANG Il 105
losartan

LF + salina 6 48 + 6 0+6 44 +5 45+ 3

Lesdo A2 + 8 50+5 1+3 42+ 6 44 + 2
salina

LF + losartan 6 45+ 6 0+4 -1+1 3+1

Lesdo A2 + 6 51+4 241 2+-2 142
losartan

Os resultados estdo expressos como média = EPM. N, nimero de animais.

Tabela 5 — VariacGes (A) na pressdo arterial média (PAM) apés injecdes de vasopressina (AVP,
12,5 ng/rato; iv) antes, 5 e 105 minutos ap6s NaCl 0,15 M (1 ml/kg, iv) ou antagonista V1 da
vasopressina (10 ug/kg peso corporal, iv)

Grupos N AVP Salina ou ant V1 AVP 5 AVP 105'
LF + salina 6 13+6 0+6 11+4 13+4
Lesdo A2 + 8 14+4 1+3 1442 1244
salina
LF + ant V1 5 13+2 0+2 -1+2 0+2
Lesdo AZ + ant 5 14+3 3+1 0+2 242

V1

Os resultados estdo expressos como média = EPM. N, nimero de animais.
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2 Participacdo dos neurdnios catecolaminérgicos do grupo A2 nos ajustes
cardiovasculares induzidos por hemorragia: participacéo da angiotensina Il central

Visto que os mecanismos dependentes de ANGII estdo aumentados em animais com
lesdo A2, promovendo uma melhor recuperacdo da hipotensdo causada pela hemorragia, foi
realizado o bloqueio dos receptores centrais da ANGII, com a injecdo de losartan (100 pg/1
ul) intracerebroventricularmente (icv) (figura 18). Verificamos que a logo apos a 4@ retirada
de sangue (final da hemorragia) a hipotensdo observada em animais tratados com salina ou
losartan icv foi semelhante (figuras 19 e 20A). Entretanto, a recuperacdo da hipotenséo
observada em ratos com lesdo A2, foi prejudicada até 40 min apos o final da hemorragia (A -
24 + 6 mmHg vs pre-hemorragia). Animais LF com ou sem losartan icv ndo foram capazes de
recuperar da hipotensdo causada pela hemorragia até o final do periodo experimental (LF +
salina: -29 £ 3 mmHg e LF + losartan: -31 £ 5 mmHg). A dose de losartan utilizado icv é
capaz de bloquear uma dose pressora de ANGII (50 ng/1 ul, icv), em ratos LF ou ratos com
lesdo A2 (tabela 6). A frequéncia cardiaca foi muito variavel, sem grandes diferencas durante

0 periodo experimental (Figuras 19 e 20B)



FIGURA 18 — Fotomicrografia de um animal representativo do grupo que recebeu
microinjecdo no ventriculo lateral (VL). Trajeto da canula guia em direcdo ao VL (seta).

Comissura anterior, ca. Escala = 2 mm.
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FIGURA 19 — Tracado representativo mostrando pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) dos grupos lesdo ficticia e lesdo A2 que receberam injecdes
intracerebroventricular de salina (NaCl 0,15 M; 1 ul) ou losartan (100 pg/ul) antes da
hemorragia (4 x 2 ml/300 g peso corporal). Setas indicam o momento das retiradas de

sangue. Escala = 10 minutos.
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FIGURA 20 — Alteracdes na (A) pressao arterial media (PAM) e (B) frequéncia cardiaca
(FC) em ratos com lesdo A2 e LF pré-tratados intracerebroventricularmente com losartan
(100 pg/ul) ou salina (1 ul) apds hemorragia hemorragia (4 retiradas de sangue de 2 ml/300

g peso corporal; seta indica 4? retirada de sangue).. * diferente lesdo A2 + salina vs. outros
grupos, # diferente do basal (-10 minutos); T diferente lesio A2 vs. LF (Two Way

ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls, p < 0,05). Os resultados estdo expressos

como média = EPM. O nimero de animais esta indicado entre parénteses.
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Tabela 6 — Alteracdes (A) na presséo arterial media (PAM) apds a microinjecdo de ANG I
(50 ng/1pul) intracerebroventricularmente em animais com lesao ficticia (LF) ou lesdo A2 pré
tratados com salina ou losartan (100 ug/ul) no ventriculo lateral (VL). A microinjecdo de

ANG I foi feita no final dos experimentos (105 min ap0s losartan ou salina no VL)

Grupos N A PAM (mmHg)
LF + salina 5 17+£2
Lesdo A2 + salina 7 18+3
LF + losartan 7 2+1
Lesdo A2 + losartan 7 -3+1

Os resultados estdo expressos como média = EPM. N, nimero de animais.
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3 RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS NA PARTE II:

Observamos que a hemorragia promoveu :

o A hemorragia promoveu hipotenséo de igual magnitude em animais com lesao ficticia
ou les&o dos neurénios noradrenérgicos A2 do NTScom;

o Animais com lesdo A2 apresentaram uma melhor recuperacdo da hipotensdo causada
pela hemorragia, que ndo foi € dependente de vasopressina, mas foi dependente de
angiotensina Il, sendo que a a resposta inicial desta recuperacdo é dependente de

mecanismos angiotensinérgicos centrais.



DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que em animais com lesdo dos neurdnios

catecolaminérgicos A2 do NTScom a sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M foi capaz de
promover resposta pressora dependente da secrecdo de vasopressina, além de uma maior
ativacdo da porcdo magnocelular do PVN, area responsavel pela producdo de vasopressina.
Esses animais apresentaram também uma potencializacdo da ingestdo de agua induzida pela
gavagem de NaCl 2 M, sem alteragbes na excrecdo urindria. Mostramos também que o
estimulo osmotico agudo foi capaz de alterar a expresséo do RNAm para dopamina-f-
hidroxilase (DBH), da proteina presente na vesicula trasportadora de glutamato (VGLUT,) e
do fator inibitorio da migracdo de macréfagos (MIF) no NTS. J& a hipotensdo causada pela
hemorragia foi de igual magnitude em ambos os grupos, porém os animais com lesdo dos
neurdnios A2 do NTScom apresentaram uma recuperacdo da hipotensdo mais rapida,
dependente de mecanismos angiotensinérgicos centrais.

A microinjecédo do anticorpo anti-DBH-saporina no NTScom destruiu os neurdnios A2
do NTScom (76%), mas ndo foi capaz de destruir outros neurénios catecolaminérgicos do
bulbo, como os grupamentos Al e C1 localizados na superficie ventral. A reducdo no nimero
de células adrenérgicas apds a injecdo de anti-DBH-saporina estd de acordo com estudos
prévios®®3  Embora os neurdnios A2 do NTScom ndo tenham sido completamente
destruidos, foi demonstrado anteriormente que lesbes de >70% na regido C1 ou Al sdo
suficientes para prejudicar as respostas fisioldgicas observadas nesses estudos®*31 A
distribuicdo das células positivas a TH observadas no grupo LF no presente estudo esta de
acordo com o observados em grupos controles em estudos prévios*®®99113131 ' De maneira
semelhante, os dados apresentados mostram que ratos tratados com anti-lgG-saporina (LF)
ndo mostraram reducdo no ndmero de neurdnios catecolaminérgicos em qualquer regido do

bulbo examinada*®%8-99.113.131

De maneira semelhante & observada em ratos com lesdo eletrolitica do NTScom'®#
nossos dados mostram que a pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) basais
ndo foram diferentes entre os ratos com lesdo A2 e LF. A auséncia de alteracdo na PAM e FC
era esperada, uma vez que a regido A2 do NTScom recebe principalmente aferentes dos
quimiorreceptores, em detrimento aos aferentes dos barorreceptores arteriais**>*>*. De fato,
lesBes A2 ndo parecem alterar a PAM e FC basais como também foi demonstrado em outros
estudos®®3"1**  Entretanto, nesses mesmos estudos, foi observada uma labilidade da presséo

arterial ap6s a lesdo eletrolitica ou quimica da regido A2 bem como apds a insercao nos
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neurdnios A2 de canais retificadores de K**¥"1% por outro lado, a lesdo especifica do
NTScom®#22" oy lesdo dos neurdnios A2 apenas do NTScom, como mostrado no presente
estudo, ndo induziu labilidade da pressdo arterial. A discrepancia entre nossos estudos e 0s
outros pode ser devido & diferenga no tamanho da lesdo ou inativagdo dos neurnios A2. A
lesdo do presente estudo foi restrita aos neurénios A2 localizados no NTScom, desta forma,

ndo envolvendo a regido barorreceptora do NTS, enquanto nos estudos prévios>®+3"44

0
tamanho da lesdo A2 ou inativagdo da regido A2 foi maior, compreendendo também porcGes
intermediarias do NTS que contém neurdnios A2.

Observamos também que o quimiorreflexo nao foi alterado pela lesdo A2 do NTScom,
diferente dos dados observados com lesdo eletrolitica do NTScom. Diferentes regifes do SNC
tem sido implicadas na regulacdo da resposta pressora (simpatoexcitatoria) e/ou bradicardica
(parassimpatoexcitatdria) do quimiorreflexo, incluindo o NTScom**?®, o0 PVN™° o RVL"%®
e regides da ponte’®. Especificamente, as leses do NTScom ou do PVN prejudicam a

210128 Mesmo assim, a lesdo dos

resposta pressora e bradicardica do quimiorrelfexo
neurdnios A2 do NTScom, possivelmente neurdnios que se projetam ao PVN, ndo foram
capazes de alterar as respostas pressora e bradicardica do quimiorreflexo. Desta forma,
podemos supor que 0s neurdnios noradrenérgicos do NTScom nédo participam da resposta do
quimiorreflexo, possivelmente outros conjuntos de neurénios do NTScom e outros
neurotransmissores no PVN*® possam estar envolvidos com essas respostas ao quimiorreflexo.
A lesdo A2 também ndo alterou as respostas da ativacao do baroreflexo bem como do reflexo
cardiopulmonar, 0 que ja era esperado, uma vez que as vias responsaveis por estes reflexos se
dirigem para a porc&o mais intermediéria do NTS*>>' regi&o que néo foi afetada pela nossa
leséo.

A administracédo ig de NaCl 2 M aumentou a PAM apenas em ratos com leséo de A2,
e este aumento foi dependente de vasopressina, uma vez que a resposta pressora foi
completamente blogueada em ratos lesados pré-tratados com composto de Manning. Ja € bem
estabelecido que a adminsitracdo de salina hipertdnica intragastricamente promove secrecdo
de vasopressina®®, Sabe-se também que a lesdo do NTScom induz a um maior aumento de
secrecdo de vasopressina ap0s estimulos que promove secrecdo de vasopressina, como a
oclusdo bilateral de carétidas’?’. O presente resultado sugere que 0s neurdnios A2 do
NTScom freiam 0 aumento da pressao arterial durante aumentos da osmolaridade plasmatica,
por meio de uma acdo inibitoria da secrecdo de vasopressina excercida por esses neuronios.

1
|3

Estudos de Carlson et al.®> mostraram que animais anestesiados submetidos a infuséo

intragastrica de NaCl 0,3 M apresentavam um aumento na secrecdo de vasopressina e
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expressao da proteina c-FOS no PVN e no SON. Corroborando esses resultados,
demonstramos também que apds a adminsitracdo em ratos acordados de NaCl 2 M ig, ha um
aumento da expressdo de c-FOS no SON e no PVN, nos ratos LF e em ratos com lesédo A2.
Ainda, nos ratos com lesdo A2, na regido magnocelular do PVN houve um aumento ainda
maior no nimero de neurdnios imunopositivos a c-FOS, e grande parte desses neurdnios €
vasopressinérgica. Nossos dados sugerem que em ratos lesados ha uma maior ativagcdo da
regido magnocelular do PVN, e, portanto maior secrecdo de vasopressina. As projecdes do
NTS, incluindo o NTScom, para o PVN e SON podem constituir a base anatémica para estas
respostas neuroendocrinas de inibi¢do da secrecdo de vasopressina excercida pelos neurdnios
A249_50’119’124’128.

O NTScom e os neurbnios A2 tem sido implicados no controle do balango
hidroeletrolitico. A resposta dipsogénica induzida pela administracdo subcutanea de

I'® ou por NaCl 2 M ig*® est4 aumentada em ratos com leséo eletrolitica do

isoprotereno
NTScom. A resposta dipsogénica ao NaCl 2 M ig tambem foi aumentada em ratos com lesdo
A2, sugerindo um papel inibitério desses neurbnios durante aumento na osmolaridade
plasmatica. Observamos que a sobrecarga de sddio induziu aumentos equivalentes na diurese,
natriurese e caliurese antes e durante a ingestdo de dgua em ratos LF e com lesdo A2, desta
forma, o maior aumento na ingestdo de &gua nos ratos com lesdo A2 ndo é secundario a
alteracbes na diurese. Considerando as projecfes dos neurbnios A2 com as areas

prosencefalicas envolvidas com a ingestdo de agua™®*2*4¢

, € possivel que os neurbnios A2
do NTScom tenham uma influéncia inibitoria sobre mecanismos que regulam a ingestdo de
4gua, talvez atuando em &reas como na regido AV3V ou SFO'?*14,

O aumento da osmolaridade plasméatica aumenta a concentracdo plasmatica de
ocitocina e induz natriurese®’®. Embora, ndo tenhamos medido a concentracéo plasmatica de
ocitocina, houve um aumento significativo no numero de células marcadas para c-FOS no
PVN e SON, sendo que parte dessas células também apresentou marcagao para a ocitocina em
ratos LF e ratos com leséo A2. Assim, ratos LF e ratos com lesdo A2 podem ter apresentado
esse aumento na natriurese devido a secre¢do de ocitocina. Contudo, diferente do observado
em ratos com lesdo eletrolitica do NTScom onde h&a uma potencializacdo da natriurese
induzida pela gavagem com salina hipertnica'®, ndo houve diferenca na natriurese entre os
ratos LF e com lesdo A2. Uma possivel explicacdo seria de que nos ratos com lesdo
eletrolitica do NTScom o aumento da PAM apds a gavagem foi maior do que o aumento
apresentado nos ratos com lesdo A2, e desta forma, o maior aumento na pressao arterial,

causaria uma maior natriurese, independente da concentracao de ocitocina.
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Verificamos que os dados anteriores que mostraram os efeitos da lesdo eletrolitica do
NTScom'®*"?° sobre as respostas ao estimulo osmético agudo, séo muito semelhantes aos
observados nos animais com lesdo especifica do grupamento A2 do NTScom. Estes dados nos
faz supor que a maior parte dos efeitos inibitorios excercidos pelo NTScom sobre as respostas
induzidas por NaCl 2 M sao devidos aos neurdnios A2 do NTScom.

Gavagem com NaCl 2 M ig, estimulo osmotico capaz de aumentar a osmolaridade
plasmatica®® utilizado no presente estudo, promoveu um aumento da expressdo de RNAmM
para VGLUT; e DBH no NTS. Os dados observados indicam que a hiperosmolaridade é capaz
de ativar neurdnios glutamatérgicos e noradrenérgicos do NTS corroaborando com a nossa
hip6tese de que esses neurdnios tem grande importancia para o controle cardiovascular e do
balango hidroeletrolitico. O interessante deste achado é que mudancas no RNAm significam
alteracdes a longo prazo, e ndo somente uma rapida correcdo de pequenos desvios, indicando
que no NTS existam mecanismos a longo prazo para o controle da hiperosmolaridade. Outro
dado interessante foi 0 aumento do fator inibitorio da migracdo de macrdéfagos (MIF) no NTS
apos a gavagem de NaCl hiperténico. O MIF é uma interleucina que ja foi demonstrado como
tendo efeitos na regulacdo cardiovascular e também no equilibrio hidroeletrolitico em
mecanismos dependentes da ativac&o angiotensinérgica central®. Dados recentes** mostraram
que a hiperosmolaridade é também capaz de aumentar a expressdo de RNAm para MIF no
PVN. Este efeito e explicado pelos autores devido ao efeito inibitério do MIF sobre as agdes
da ANG 11, j& que na situacdo de hiperosmolaridade o aumento da atividade simpética é
causado em parte, por ativacio de vias angiotensinérgicas centrais**’.

As figuras abaixo resumem 0s mecanismos que podem estar envolvidos com as
respostas observadas em ratos com lesdo dos neurdnios A2 do NTScom submetidos a
gavagem com NaCl 2 M. Na figura 21 temos uma situacdo em que 0s neurénios A2 do
NTScom estdo intactos. Nessa situacdo os estimulos osmdticos ativam osmorreceptores,
periféricos e centrais. A ativacdo dos osmorreceptores centrais ativaria as vias de sede, bem
como a ativacdo do PVN e SON. Devido as suas projecOes, a ativacdo do PVN pela
hiperosmolaridade poderia também ativar o NTScom, que por sua vez ativaria o circuito
inibitério da sede. Podemos pensar também que a ativacdo dos osmorreceptores periféricos
pela hiperosmolaridade, por outro lado, poderia ter um efeito inibitorio e ndo excitatério sobre
a sede, como descrito em estudos prévios™*2. A ativacdo dos neurdnios A2 do NTScom pela
hiperosmolaridade pelos mecanismos descritos acima, teriam efeito inibitorio sobre a sede por
meio de suas projecOes diretas ou indiretas (via NPBL, por exemplo) ao prosencéfalo. A

ativacdo do PVN e SON pela ativacdo de osmorreceptores centrais promoveria também
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aumento da secrecdo de vasopressina. Por outro lado, a participacdo dos osmorreceptores
periféricos na regulagdo da secrecdo de vasopressina ainda ndo esta bem determinado®*,
Apesar de haver secrecdo de vasopressina induzida pela hiperosmolaridade, a PAM ndo se
elevaria talvez porque a concentragdo de vasopressina liberada nesta situacdo ndo seja
suficiente para induzir aumentos na PAM. A PAM pode também néo ter aumentado em ratos
com o grupamento A2 intacto devido a acdo tamponante dos barorreceptores, 0s quais
ativaram vias neurais reflexas do circuito bulbar para regulacdo da PAM. A ativagcdo dos
barorreceptores além de tamponar o aumento da PAM, poderia também, via NTS inibir a
secrecdo de vasopressina por meio de suas projecbes ao PVN. Desta forma, embora haja
respostas de sede e secrecdo de vasopressina induzidos pelo aumento da osmolaridade
plasmatica, os mecanismos excitatorios sao contrabalanceados por mecanismos inibitérios,
desta forma nao ha aumento de PAM. Neste esquema, a inibicdo exercida pelos neurbnios A2
do NTScom pode ser por meio de ativagdo de um interneurdnio inibitdrio no prosencéfalo, ou
pelo fato desta via ser ela prdpria inibitoria, haja vista que a liberagdo de noradrenalina em
neurdnios da regido AV3V pode promover hiperpolarizacdo neuronal por meio da ativacdo de

receptores a2 pds-sinapticos’ 104122

). Temos também que considerar que a AP pode também
constituir uma aferéncia importante para sinalizar ao NTScom/A2 sobre alteragcbes na
osmolaridade plasmética, uma vez que ocorre ativagdo desta area por ativacdo de
osmorreceptores periféricos.

Na figura 22, temos uma nova situagao, com remoc¢édo dos neurénios A2 do NTScom.
Agora, ndo ocorre mais o efeito inibitorio dos neurénios A2 do NTScom, sendo assim, ocorre
potencializacdo da resposta dipsogénica e o aparecimento da resposta pressora dependente de
vasopressina. Como ndo ha mais mecanismos inibitdrios, ocorre uma maior ativacdo dos
neurdnios do PVN (magnocelular), consequentemente, maior secrecdo de vasopressina
responsavel pelo aumento de PAM. Da mesma maneira, ha uma reducdo dos mecanismos

inibitorios para a sede, entdo a mesma é potencializada.



FIGURA 21 — Presenca de mecanismos inibitorios.
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FIGURA 22 - Auséncia de mecanismos inibitérios.

J& estd bem estabelecido que a hemorragia promove ativacdo de areas do sistema

nervoso central relacionadas com o controle cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico,

como 0 PVN e SON, e de areas bulbares”®?"%%*

14,37,60,118,120

, como também ¢é descrito que a hemorragia

15,80,82

promove secrecdo de vasopressina , ativacao do sistema renina-angiotensina

e aumento da atividade simpatica, seguido de reducdo da atividade simpatica caso a
hemorragia hipotensiva persista’***.

Nossos resultados mostraram que a hemorragia, causada por 4 retiradas de sangue em
intervalos de 10 minutos, promove uma hipotensdo de igual magnitude em animais controle e
animais com lesdo dos neur6nios A2, assim como demonstrado anteriormente com animais
com leséo eletrolitica do NTS intermediario*®2. Neste mesmo estudo, foi demonstrado que
que a lesdo eletrolitica do NTS intermedidrio ndo foi capaz de alterar a secrecdo de

132

vasopressina causada pela hemorragia™. Outro resultado interessante é que a lesdo do feixe

ventral contendo fibras dos neurdnios A2 e Al que ascendem para o prosencéfalo (VNAB)'®
também nio altera a secregdo de vasopressina induzida pela hemorragia®®, enquanto a lesdo
do feixe dorsal contendo fibras de neurdnios do locus coeruleus e algumas fibras provenientes
do feixe ventral de neurdnios A1 (DNAB)'? foi capaz de reduzir a secrecdo de vasopressina
induzida pela hemorragia®®. Estudos® também demonstraram que o bloqueio dos receptores

V1 da vasopressina em ratas ndo interferem na resposta de recuperacdo da hipotensao causada
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pela hemorragia, sugerindo que a vasopressina, pelo menos em fémeas, ndo possue um papel
tdo importante nessa situacdo. Todos esses resultados corroboram com nossos achados, uma
vez que o blogqueio dos receptores de vasopressina ndo alteram a melhor recuperacdo da
hipotensdo causada pela hemorragia apresentada pelos animais com lesdo A2, mostrando que
0s neurénios A2 do NTScom ndo possuem um papel importante na secrecdo de vasopressina
induzida pela hemorragia. Por outro lado, dados do presente estudo mostraram que a em ratos
com lesdo dos neurbnios A2 do NTScom a resposta pressora observada apds estimulo
osmotico é decorrente da secrecdo de vasopressina, sugerindo que esse conjunto de neurénios
podem inibir a secrecdo de vasopressina frente a estimulos especificos.

Em outro trabalho, Lightman et al.%

mostraram que a lesdo do DNAB (remove
axonios de A2 e Al) mas ndo de VNAB (remove axbnios de Al e do Locus coeruleus) foi
capaz de reduzir a atividade da renina plasmatica causada pela hemorragia em animais
anestesiados, sugerindo que neurdnios A6 do locus coeruleus e algumas fibras dos neurénios
Al dirigem-se ao PVN, especificamente para a por¢do parvocelular do PVN responséavel pelo
aumento da atividade simpatica. Por outro lado, foi demonstrado que a lesdo do DNAB foi
capaz de potencializar a atividade da renina plasmatica apds hemorragia em animais nao
anestesiados®. Nossos resultados demonstraram que os mecanismos dependentes da ANG ||
em uma situacdo de hemorragia estdo potencializados em animais com lesdo dos neur6nios
A2 do NTScom, & semelhanca do observado por Jaworski et al.?. Na fase inicial da
recuperacdo da hipotensdo apés a 42 retirada de sangue, observamos que ha atuacao central da
ANG II, uma vez que o tratamento prévio icv com losartan foi capaz de prejudicar a melhor
recuperacdo dos animais com lesdo A2 nos primeiros 30 minutos ap6s a ultima retirada de

sangue. Tanaka et al.**®

mostraram que a hemorragia ativa neurénios do NTS que se projetam
para o 6rgdo subfornical (SFO), regido rica em receptores para ANG 11**. E possivel, que 0s
a ativacdo de neurdnios A2 do NTScom inibam os neurdnios angiotensinérgicos do SFO.
Podemos ainda sugerir que os neurdnios A2 que se projetam para a por¢do parvocelular do
PVN'?, inibam estes neurdnios, uma vez que a porcdo parvocelular do PVN que se projeta ao
RVL séo ativados em situacdo de hemorragia hipotensiva®.

As figuras abaixo resumem o0s mecanismos que podem estar envolvidos com as
respostas observadas em ratos com lesdo dos neurdnios A2 do NTScom submetidos a
hemorragia. Na figura 23 temos uma situacdo em que 0s neurdnios A2 do NTScom estdo
intactos. Nessa situacdo apds a hemorragia, h4 aumento da concentracdo de ANG Il
circulantes que ativa vias centrais para recuperacao dos niveis de pressdo arterial. A ANG Il

atua em estruturas localizadas centralmente livres de barreira hematoencefélica, como os
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orgdos circunventriculares (OVLT, SFO, AP), responsaveis pela ativacdo simpatica e também
pela liberacdo de vasopressina por meio de conexfes com o PVN e SON. A ativacdo dos

neurénios A2 do NTScom pela hemorragia® %

inibiria regiGes prosencefalicas (SFO,
PVN), exercendo um efeito inibitorio sobre aumentos da PAM induzidos pelas a¢des da ANG
Il central. N&o podemos descartar também que os neurénios A2 do NTScom sejam capazes de
inibir a liberacdo de renina, inibindo vias centrais responsaveis por aumentar a atividade
simpatica para a liberagdo de renina pelas células justaglomerulares renais. Embora este
mecanismo dos neurénios A2 durante a hemorragia pareca contraditério, podemos pensar que
a fungéo dessa via inibitoria do grupamento A2 para o prosencéfalo nos efeitos da ANG Il
central seria para que pequenas alteracdes na concentracdo de ANG Il ndo sejam capazes de
promover resposta pressora. Durante a situacdo de hemorragia, esta via inibitoria seria
fortemente ativada, por um mecanismo ainda ndo estudado, mas que pode ser devido as acdes
da ANG Il no SFO/OVL ativando a projecao de PVN ao NTS ou pelas agdes da ANG Il na
AP, que por sua vez ativa 0 NTS/A2. Entdo embora durante a hemorragia haja respostas de
secrecdo de vasopressina e aumento da concentragdo de ANG Il circulantes, os mecanismos
inibitorios de A2 estdo ativados, ndo permitindo que a PAM tenha uma recuperacao total.
Neste esquema, a inibicdo exercida pelos neurdonios A2 do NTScom pode ser por meio de
ativacdo de um interneurdénio inibitorio no prosencéfalo, ou pelo fato desta via ser ela propria
inibitéria (liberacdo de noradrenalina, que pode promover hiperpolarizacdo via ativacdo de

receptores a2 pds-sinapticos”).
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FIGURA 23 —Presenca de mecanismos inibitorios.

Na figura 24, temos uma nova situagdo, com remog¢éo dos neurénios A2 do NTScom.
Agora, ndo ocorre mais o efeito inibitorio dos neurénios A2 do NTScom, sendo assim, ocorre
uma recuperacdo total da pressdo arterial dependente da ANG Il. Sabemos que parte da
resposta de recuperacdo é dependente de mecanismos angiotensinérgicos centrais, pois o
bloqueio dos receptores centrais da ANG Il foi capaz de bloquear a melhor recuperagéo da
pressao arterial nesses animais.



FIGURA 24 — Auséncia de mecanismos inibitorios.
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CONCLUSAO

Concluindo, os resultados mostram que a lesdo do grupamento A2 do NTScom facilita
a ingestdo de agua e a hipertensdo dependente de vasopressina apés estimulos osmoticos. Da
mesma forma, a lesdo dos neurbnios A2 do NTScom facilitam mecanismos
angiotensinérgicos que contribuem para 0 aumento da pressdo induzida pela hemorragia
hipotensiva.

Desta forma, os resultados sugerem que mecanismos inibitérios envolvidos no
controle da ingestdo de agua, pressdo arterial e secrecdo de vasopressina, além dos efeitos
inibitério da acdo de mecanismos dependentes da angiotensina apds a hemorragia dependem

da integridade dos neurdnios A2 do NTScom.
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