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RESUMO

Ribeiro N. Acdo da vasopressina no nucleo paraventricular do hipotalamo sobre as
alteracbes na atividade simpdética induzidas por hiperosmolaridade. [dissertacdo
(Human Physiology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo; 2013.

Dentre os diferentes mecanismos que mantém a homeostase biolégica, um dos
principais € a osmorregulacdo. Nos mamiferos a osmolaridade deve ser mantida
dentro de limites fisiolégicos muito estreitos e, desta forma, um sistema de controle
refinado é responsavel pela manutencdo deste parametro. O aumento da
osmolaridade causa um importante desequilibrio hidroeletrolitico capaz de afetar
funcbes neurovegetativas autbnomas e neurohumorais. Diversos estudos
demonstram que o aumento da osmolaridade é capaz de causar simpatoexcitacéo e
aumento da pressao arterial, estando o ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVN)
envolvido em tal resposta. O PVN caracteriza-se como principal centro integrador
das respostas induzidas por estimulos osmaticos. Este nucleo é composto por duas
subpopulacdes de neurdnios, os parvocelulares (NPC) envolvidos na regulagéo da
atividade simpatica e os neurénios magnocelulares (NMC) que se projetam para a
hipofise posterior e sdo responsaveis pela producao e liberacdo de vasopressina
(VP) tanto sistemicamente como no préprio microambiente neuronal do PVN.
Embora o envolvimento do PVN nas respostas hemodinamicas induzidas pelo
aumento da osmolaridade seja amplamente conhecido, 0s mecanismos pelos quais
estas respostas sao geradas continuam ainda como objeto de estudo. Neste sentido,
estudos apontaram o possivel envolvimento da VP com acdo neuromoduladora
sobre os neurénios do PVN envolvidos com o controle da atividade simpética. Deste
modo, o0 objetivo deste estudo foi investigar o papel da vasopressina, por meio de
sua acdo no PVN, sobre as alteracdes na atividade simpatica em situacbes de
hiperosmolaridade. Para isso realizamos microinjecfes bilaterais de VP no PVN e
analisamos as alteracfes da atividade simpética do nervo lombar (ANSL) por meio
do monitoramento dos biopotenciais eletrofisiologicos na preparacdo in situ de
animal decorticado e artificialmente perfundido. Além disso, para investigarmos o
papel da VP liberada endogenamente no PVN e seus efeitos na ANSL realizamos
microinjecdes bilaterais de antagonista de receptores vasopressinérgicos V1a no
PVN de ratos submetidos a estimulo hiperosmético com sobrecarga de sal durante 4
dias. Nossos resultados demonstraram que a VP microinjetada bilateralmente no
PVN foi capaz de promover uma aumento significativo na ANSL na dose de 1,0 mM
(n=7) (19 £ 5%). Além disso, os efeitos sistémicos da adicdo da mesma dose de VP
no perfusato ndo alterou a ANSL. O antagonismo bilateral dos receptores V1a no
PVN em animais submetidos a sobrecarga de sal promoveu uma queda significativa
na ANSL, a qual n&o foi observada em animais normohidratados (n=4) (-20 + 6%). O
conjunto dos resultados nos permite afirmar que a VP agindo diretamente em
neurénios do PVN € capaz de alterar a atividade simpatica e, além disso, 0s
receptores V1a deste ndcleo desempenham um papel importante na hiperatividade
simpética induzida por aumento da osmolaridade e isto pode ter um efeito direto com
a hipertensao neurogénica causada por alta ingestao de sal.

Palavras-chave: Vasopressina. PVN. Sistema nervoso central. Hipertenséo.



ABSTRACT

Ribeiro N. Role of vasopressin in the paraventricular hypothalamic nucleus on
changes in sympathetic activity induced by hyperosmolality. [Masters thesis (Human
Physiology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo; 2013.

Among the different mechanisms that maintain the biological homeostasis,
osmoregulation is one of the most important. In mammals, osmolarity should be
maintained between very close physiological limits: in this way, a very rigid control
system is responsible of the maintenance of this parameter.The osmolarity increase
is an important hydroelectrolitic unbalance capable of affecting autonomic
neurovegetative and neurohumoral functions. Diverse studies demonstrate that
osmorality increase is capable of causing simpatoexcitacdo and increase arterial
pressure, being involved the paraventricular hypothalamic nucleus (PVN) in this
response. PVN is characterized as the main integrating center of the induced
responses by osmotic stimulation.This nucleus is composed of two neuronal
subpopulations, the parvocentular neurons (NPC) involved in sympathetic activity
regulation and magnocellular neurons (NMC) that are projected to the posterior
pituitary and are responsible of production and liberation of vasopressina (VP)
peripherally and in the PVN neuronal microenvironment. Although the PVN
involvement in the hemodynamic responses induced by the osmorality increase is
widely known, the mechanisms by which these responses are generated are still not
understood. In this way, studies pointed a possible involvement of the VP in this
process, through an neuromodulatory action over the PVN neurons involved with
sympathetic activity control. In this way, the aim of this study was to investigate the
role of the vasopressina, through its action in the PVN, over the alterations in the
sympathetic activity induced by hiperosmolaridade. For this, bilateral VP
microinjections were performed in the PVN and the sympathetic activity alterations in
the lumbar simpathetic nerve activity nerve (LSNA) were analyzed by monitoring the
electro-physiological signs. In addition, to investigate the role of endogenously
released VP in PVN and their effects on LSNA, vasopressinérgico V1a antagonist
were microinjected into PVN of rats submitted to hyperosmotic stimulation with salt
overload for 4 days. The results showed that bilateral micro injected VP in the PVN is
able of alter significatevily the ANSL with the 1,0mM dose; also, the systemic effectt
of the VP addition into perfusate not seem to affect the ANSL, since its addition to the
ACSF did not alter the variable. The bilateral block of the V1a receptors into PVN of
animals subjected to osmotic stimulus showed a decrease in sympathetic activity not
observed in normohydrated animals. Overall, the results allow to assert that the
centrally released VP plays an important role in the development of the
simpatoexcitation raised by increased osmolarity, through an action on the PVN
neurons themselves.

Keywords: Vasopressin. PVN. Central Nervous System. Hypertension.
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1 INTRODUCAO

A homeostase biologica é definida como a capacidade de um organismo
regular seu meio interno mantendo uma condi¢do estavel mediante o recrutamento
de diferentes mecanismos que permitem a eficiéncia de seu funcionamento
(Cannon, 1932). Dentre os diferentes mecanismos que mantém a homeostase, um
dos principais é a regulacdo da quantidade de agua e sais minerais no organismo,
conhecida como osmorregulacdo. O aumento da osmolaridade € capaz de afetar
funcdes neurovegetativas autbnomas e neurohumorais que, por sua vez, S&o
capazes de desencadear alteracfes em diversos parametros funcionais, dentre eles

0s niveis de pressao arterial.

1.1 Osmolaridade e sua regulacéo

Em um organismo composto por aproximadamente 70-75% de &agua,
juntamente com diferentes eletrélitos, é de fundamental importancia para o bom
funcionamento celular a manutencdo de um rigido equilibrio hidroeletrolitico. A
guantidade de particulas osmoticamente ativas, ou soluto, (eletrolitos, proteinas)
dissolvidas em um determinado solvente é denominada osmolaridade. Nos
mamiferos a osmolaridade deve ser mantida dentro de limites fisiolégicos muito
estreitos, entre 280-295 mOsmol/L, resultante da ingestao, absorcéo e excrecao de
agua e eletrélitos.

A importancia da manutencdo da osmolaridade em seus niveis basais se
deve a propriedades ligadas ao conceito osmose. A osmose caracteriza-se como 0
movimento de agua, através de uma membrana semipermedavel, entre meios com
diferentes concentracdes de soluto; sendo este movimento direcionado do meio de
menor concentracdo de soluto (hipotbnico) para o meio com maior concentracdo de
soluto (hiperténico). As membranas celulares, que separam o meio intra do meio
extracelular sdo membranas semipermeéaveis, ou seja, permitem a livre
movimentacdo de moléculas de agua e retém a passagem de soluto. Desta forma,
segundo o0s principios da osmose, se houver um aumento da osmolaridade

plasmatica, por aumento da concentracdo plasmatica de soluto, a agua contida no
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interior das células tenderd a mover-se para 0 meio hiperténico extracelular,
ocasionando a retragdo do volume celular; por outro lado, a diminuicdo da
osmolaridade plasmética levaria ao movimento de agua no sentido contrario, para
dentro da célula, gerando aumento do volume celular. Tanto a retracdo quanto o
aumento do volume celular sdo extremamente prejudiciais e afetam tanto a
integridade como as funcdes celulares. Desta forma, a osmolaridade possui um
refinado sistema de controle formado por receptores capazes de reconhecer
rapidamente as alteragbes deste parametro e transmitir a informagao a centros de
controle neuronais responsaveis por gerar respostas que visam redireciona-la a
valores basais.

Uma das alteracdes da osmolaridade € a hiperosmolaridade; um desequilibrio
hidroelétrolitico no qual se observa elevacdo da osmolaridade decorrente da
concentracdo aumentada de solutos no plasma. Este desequilibrio pode ser
resultado do déficit de agua (por baixa ingestdo ou perdas anormais) e/ou do aporte
excessivo principalmente de sodio, visto ser este o principal ion envolvido na
determinacdo da osmolaridade plasmatica. Esta alteracdo é rapidamente detectada
por células especializadas difusamente distribuidas denominadas osmorreceptors;
estas estruturas localizam-se tanto perifericamente, quanto no sistema nervoso
central (SNC) e sdo responsaveis por detectar a osmolaridade do plasma e do
liquido cerebrospinal e gerar informag6es sobre o estado desta variavel.

Os osmorreceptores periféricos encontram-se principalmente na regido da
veia porta hepatica; estes receptores sdo capazes de reconhecer alteracbes da
osmolaridade e enviar aferéncias ao SNC através, principalmente, do nervo vago
(Adachi et al., 1976; Chwalbinska-Moneta, 1979; Xiong et al., 2011). Ja os
osmorreceptores centrais encontram-se muito proximos as paredes dos ventriculos
cerebrais em locais desprovidos de barreira hematoencefalica, denominados 6rgaos
circunventriculares (CVOSs) (Bourque, Oliet, 1997; Kizer et al., 1976; Thrasher, 1985;
Weindl, 1973). Assim, por estar em contato direto com o liquido cerebrospinal, os
osmorreceptores centrais sdo capazes de detectar alteracdes da osmolaridade do
mesmo. A transducdo da informagdo do aumento da osmolaridade nos
osmorreceptores € um processo mecanico no qual a retracdo do volume celular,

ocasionado pela perda de agua devido ao aumento da osmolaridade no liquido
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cerebroespinal, gera a abertura de canais catibnicos, 0 que causa despolarizacéo e
excitacdo dos osmorreceptores, alterando seu padrao de disparos (Bourque, 2008).
Os “sinais” gerados s&o ent&do transmitidos para outros sitios do SNC; ja sendo bem
estabelecido na literatura cientifica que os CVOs mantém conexdes diretas com
diferentes ndcleos (Miselis, 1981; Simerly et al., 1988), dentre eles com o nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN).

O PVN é uma importante regido integradora da funcdo autbnoma e
neuroendocrina desempenhando um papel fundamental na manutencdo da
homeostase dos fluidos corporais e sendo, juntamente com o nucleo supradptico
(SON), o local da sintese de vasopressina (VP) e oxitocina (OT). O PVN é composto
por duas subpopulacbes de neurbnios: os parvocelulares (NPC) e os
magnocelulares (NMC). Os NPC apresentam corpos celulares menores quando
comparados aos NMC e concentram-se na regido medial do nucleo, mais préximos
ao terceiro ventriculo (van den Pol, 1986); sdo responsaveis pela sintese de
horménios que incluem o hormonio liberador de tirotrofina (TRH) e o hormdnio
liberador de corticotrofina (CRH) (Ghamari-Langroudi et al., 2010; Lennard et al.,
1993), os quais sdo transportados até a hipofise anterior, através das projecées dos
NPC para esta glandula, de onde sao liberados para a circulacdo sistémica. Além
disso, os NPC possuem projecbes e fazem sinapse com neurdnios
simpatoexcitatérios pré-motores localizados no bulbo ventrolateral rostral (RVLM)
e/ou neurbnios do sistema nervoso simpatico pré-ganglionares da coluna
intermediolateral (CIML) da medula espinhal, duas importantes areas de regulacéo
da atividade simpatica (Cechetto, Saper, 1998; Pyner, Coote, 1999; Stocker et al.,
2004a). Ja os NMC encontram-se, em sua maioria, distribuidos lateralmente no
PVN, e possuem projecdes para a hipofise posterior, ou neurohipofise, sendo
responsaveis pela sintese e liberacdo de VP e OT tanto na circulacdo sistémica bem
como no proprio microambiente neuronal (Bergquist, Ludwig, 2008; Landgraf,
Ludwig, 1991; Pow, Morris, 1989).

As alteracbes da osmolaridade plasmatica detectadas pelos neurdnios
localizados nos CVOs estimulam os NMC do PVN responsaveis pela sintese e
liberacdo da vasopressina. A VP liberada sistemicamente pela hipofise posterior,

age nos receptores do subtipo V1 localizados no leito vascular causando


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bergquist%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18601689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ludwig%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18601689
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vasoconstriccdo, com consequente aumento da resisténcia periférica total e da
pressao arterial. Além disso, a VP se liga a receptores renais do subtipo V2
acoplados a adenil ciclase via proteina G, aumentando os niveis intracelulares de
AMPc, o0 que ativa a proteinocinase A e promove a insercdo de vesiculas contendo
aguaporina 2 na membrana apical das células, aumentando a permeabilidade do
ducto coletor a agua e assim a reabsorcdo da mesma,; visando restabelecer da
osmolaridade em seus niveis basais. Além disso, nos rins a VP age também
aumentando a permeabilidade da porcdo medular do ducto coletor a uréia e
estimulando a reabsorcédo de NaCl pelo ramo ascendente espesso da alca de Henle.

Diversas situacbes sdo capazes de desestabilizar o equilibrio hidroeletrolitico
e gerar o aumento da osmolaridade. Em todas estas situagbes o balanco entre a
quantidade de agua e eletrélitos no organismo encontra-se afetado, com o aumento
da concentracdo dos ultimos. A diminuicdo do volume de agua pode ser observada
em varias ocasides que incluem desde a prépria privacdo hidrica, até perdas
anormais como durante voémitos e diarréia ou mesmo em alteracbes renais que
diminuam sua recaptacdo. O diabetes insipidus, por exemplo, é uma condicao
resultante da deficiéncia na producéo de VP ou da falha de sua acdo nos rins, o que
leva a incapacidade de concentrar a urina com consequente desenvolvimento de
urina hipotbnica e aumento de volume de &gua excretado, levando ao
desenvolvimento da hiperosmolaridade plasmatica. Ja o aumento do aporte de
soluto na maioria das vezes se da por sobrecarga de sal, por seu consumo em

excesso; podendo também estar relacionado a retencdo do mesmo.

1.2 Hiperosmolaridade e controle da pressao arterial

Esta bem estabelecido na literatura cientifica que distlrbios na osmolaridade
sdo capazes de afetar as fungbes do sistema nervoso autbnomo (SNA). Neste
sentido, diversos estudos demonstram uma estreita interacdo entre o aumento da
osmolaridade e a elevacdo da presséo arterial, com o envolvimento do SNA nesta
resposta (Bunag, Miyajima, 1984).

Em 1989 Garcia- Estan e seus colaboradores demonstraram que o0 aumento

da presséao arterial causada pela infusédo de salina hiperténica em ratos era apenas
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parcialmente revertido pela administracdo sistémica prévia do antagonista de
receptores vasopressinergicos V1; no entanto, a administracdo prévia deste mesmo
antagonista combinado ao antagonista ganglionar hexametbnio abolia
completamente a resposta pressora gerada pelo estimulo osmatico; apontando,
desta forma, que a elevacdo da pressdo arterial seria resultado ndo somente da
vasoconstricdo gerada pela VP liberada sistemicamente, como também apresentava
um componente simpatico associado. Ao encontro destas observacfes estdo os
achados de Antunes et al. (2006) que demonstraram, em ratos acordados, que a
hipertensdo causada pela infusdo de salina hiperténica sistémica foi atenuada pelo
prévio antagonismo dos receptores alfa-1 adrenérgicos vasculares, indicando a
participacdo ativa do sistema nervoso simpatico na resposta pressora induzida por
hiperosmolaridade.

J& o registro da atividade dos nervos simpaticos fornece evidéncias diretas da
simpatoexcitacdo gerada pelo aumento da osmolaridade. O registro do nervo
simpético lombar demonstra que a hiperosmolaridade é capaz de aumentar a
atividade deste nervo em ratos submetidos a diferentes tipos de estimulo osmético
como a infusdo sistémica ou intravenosa de solucdo hiperosmotica ou mesmo a
privacdo hidrica (Antunes et al., 2006; Scrogin et al., 1999; Weiss et al., 1996).

Embora se conheca os efeitos da hiperosmolaridade, o mecanismo pelo qual
este desequilibrio é capaz de afetar a atividade simpética e, consequentemente a
pressdo arterial, € uma questdo que permanece pouco esclarecida. Neste sentido,
algumas descobertas apontam o PVN como um importante ndcleo envolvido neste

processo.

1.3 O papel do PVN na simpatoexcitagéo induzida por hiperosmolaridade

Como discutido anteriormente, o PVN é um importante nucleo integrador da
atividade neuroendocrina e autondmica. Desta forma, este nucleo desempenha um
importante papel nas alteracdes geradas pelo aumento da osmolaridade com
diversas evidéncias apontando seu envolvimento nas respostas simpaticas

evocadas frente a este desequilibrio.
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O aumento da osmolaridade é capaz de ativar as células do PVN diretamente
ou através dos osmorreceptores localizados nos CVOs. De fato, observa-se que a
injecdo intravenosa de salina hipertdnica € capaz de gerar o aumento da expressao
de Fos em neurbnios do 6rgao vasculoso da lamina terminal (OVLT) e do nucleo
subfornicial (SFO) que se projetam para o SON e PVN. Por outro lado, a remocéao do
SFO e do OVLT diminui a expresséo Fos evocada no PVN em resposta ao estimulo
hipertonico (Toney et al., 2003). Além disso, em adicéo a ativacdo sinaptica, os NMC
do PVN e SON possuem osmosensibilidade intrinseca (Bourque, 1998); ja tendo
sido demonstrado, através de tecnicas de patch-clamp, que a estimulacéo direta dos
NPC e NMC com salina hipertbnica € capaz excitar diretamente e aumentar a
frequéncia de disparos de potenciais de agdo nestes neurdnios (Chu et al., 2010;
Qiu et al., 2004).

Uma vez ativados, os neurénios do PVN séo capazes de desencadear tanto a
liberacdo de VP, pelos NMC, quanto alteracdes da atividade simpatica, através das
projecbes dos NPC. Diversos estudos demonstraram claramente o papel
fundamental do PVN na simpatoexcitacdo induzida pelo aumento da osmolaridade.
Observou-se que lesbes do PVN sdo capazes de reduzir a resposta pressora
evocada pela estimulagcdo do SFO (Ferguson, Renaud, 1984; Gutman et al., 1985).
Além disso, a inibicdo do PVN é capaz de diminuir significantemente o aumento da
ANSL e da pressao arterial induzidos por estimulo hiperosmdético (Antunes et al.,
2006; Stocker et al., 2004Db).

As vias pelas quais o PVN é capaz de alterar a atividade simpatica em
situagcdes de aumento da osmolaridade parecem envolver as proje¢cdes dos NPC
para a CIML e o RVLM. Neste sentido, Stocker et al. (2004a) demonstraram que 0s
NPC do PVN com projecdes para a CIML e o RVLM, s&o ativados em resposta a
hiperosmolaridade gerada por privacao hidrica. Outros estudos demonstraram que a
infusdo de salina hipertdnica intra-carotida gera o aumento do padréo de disparos
dos NPC que se projetam para o RVLM (Toney et al., 2003). Ja, Antunes et al.
(2006), observaram que a simpatoexcitagdo induzida pelo aumento da
osmolaridade depende, em parte, da liberagdo de VP, através de projecdes

hipotalamicas, nos neuronios pré- ganglionares simpaticos da medula espinhal.
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Tendo em vista a importancia do PVN na regulacdo da atividade simpatica,
principalmente frente a alteracdes na osmolaridade, a integracdo entre diferentes
neurotransmissores/neuromoduladores neste nudcleo poderia contribuir para um
controle muito refinado da atividade simpatica. Neste sentido, evidéncias recentes
indicam a VP como um possivel neurotransmissor/neuromodulador envolvido neste

controle durante aumento da osmolaridade.

1.4 Vasopressina como neuromodulador

A VP é um neuromodulador e um horménio peptideo formada por nove
aminoécidos. E sintetizada nos NMC do PVN e do SON como uma molécula muito
maior que inclui além do hormdnio em si, sua proteina carreadora, neurofisina e uma
glicoproteina; sendo seu gene estrutural atribuido ao cromossomo 20 (Riddell et al.,
1985). Como horménio a VP sintetizada ¢é empacotada em vesiculas
neurosecretoérias e entdo transportada através do axénio dos NMC até a hipofise
posterior onde é armazenada ou diretamente secretada na corrente sanguinea.
Além disso, a VP é também liberada no préprio microambiente neuronal através da
exocitose de vesiculas a partir dos dendritos dos NMC (Ludwig, Leng, 2006; Pow,
Morris, 1989).

Assim como acontece em sua liberagcdo sistémica, o0 aumento da
osmolaridade é um importante estimulo para a liberagdo central de VP (Landgraf,
Ludwig, 1991; Ludwig et al., 1994). Embora ambas as liberacbes sejam
desencadeadas pelo aumento da osmolaridade, o controle de cada uma delas
parece ser diferenciado. Neste sentido, o estimulo osmético sistémico, através de
infusdo de salina hiperténica, € capaz de desencadear a liberacdo de VP tanto na
circulacdo sanguinea quanto no SON; no entanto, observou-se que a liberacéo
central apresenta um inicio muito mais tardio e prolongado quando comparada a
liberacdo na corrente sanguinea (Ludwig et al., 1994).

A VP liberada centralmente é um neuropeptideo; diferentemente dos
neurotransmissores classicos como GABA e glutamato, que sdo “empacotados” em
pequenas vesiculas sinapticas e apresentam uma rapida degradagdo; o0s

neuropeptideos sao “empacotados” em vesiculas maiores e apresentam uma meia-
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vida longa, podendo se difundir para outros sitios distantes do local de sua liberacgéao,
ndo sendo limitados espacial ou temporalmente por rapida degradacao; o que lhes
confere a habilidade de modular a funcdo de grupos neuronais inteiros (Ludwig,
Leng, 2006).

No microambiente neuronal a VP age por meio da ativacdo de receptores
metabotropicos principalmente do subtipo V1a, 0s receptores vasopressinérgicos
deste subtipo sdo os mais abundantes no cérebro, apresentando uma distribuicéo
bastante difusa (Zing, 1996); contudo, a presenca de receptores do subtipo V1b
também tem sido descrita em varias estruturas como no, bulbo olfatério, no SON e
no hipotalamo (Raggenbass, 2008; Vaccari, 1998). A ligacdo da VP aos receptores
vasopressinérgicos desencadeia a ativagdo de diferentes vias intracelulares, como a
via da fosfolipase C e da adenilato ciclase (Sabatier, 1998).

Uma das fun¢Bes da liberacdo dendritica dos neuropeptideos parece ser a
regulacdo da funcdo de suas proprias células de origem numa espécie de feedback
(Ludwig, Leng, 2006). De fato, a VP apresenta diversos efeitos sobre a atividade
dos proprios NMC, sendo capaz de regular o padrdo de disparos destas células
(Brown, Bourque, 2004; Gouzénes et al., 1998). Além disso, neurbnios
vasopressinergicos possuem receptores de VP e sua ativacdo induz a liberacdo
dendritica de mais VP (Ludwig, Leng, 2006). A VP possui ainda a capacidade de
afetar a atividade de outros grupos neuronais causando, por exemplo, a
despolarizacdo de neurdnios pré-ganglionares simpaticos da medula espinhal e
excitacao dos neurbénios do RVLM (Ma, Dun, 1985; Yang et al., 2001)

Embora a liberacéo dendritica de VP no PVN seja largamente conhecida, seu
papel funcional sobre os neurbnios deste nucleo ainda séo pouco compreendidos.
Sendo assim, a VP liberada centralmente poderia atuar sobre a atividade dos NPC
do PVN e, consequentemente, desempenhar um papel sobre a modulagdo do
controle autonomico. De fato, estudos recentes indicam que esta interacdo poderia
ser um dos mecanismos envolvidos nas alteracdes do sistema nervoso simpatico,
geradas pelo PVN durante a hiperosmolaridade.

Um exemplo sdo os estudos conduzidos por Kato et al. (2009) que
investigaram indiretamente , por meio da imunorreatividade da proteina Fos, a

ativacdo neuronal em diferentes subdivisdes do PVN frente a um estimulo osmotico
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central antes e apds o tratamento com antagonista de receptores vasopressinergicos
V1. Estes autores demonstraram que apoés o pré- tratamento com antagonista V1, os
NPC demonstraram maior reatividade a proteina Fos em resposta estimulo
osmotico, enquanto nos NMC esta resposta foi diminuida; sugerindo assim que a VP
poderia desempenhar um papel inibitério sobre os NPC e um papel excitatorio sobre
0os NMC em situacdes de aumento da osmolaridade. Por outro lado, Son et al.
(2013) demonstraram resultados opostos aos apresentados por Kato, visto estes
autores observaram que a aplicacdo de VP em neurdnios pré-simpéatico marcados
retrogradamente do RVLM para o PVN, foi capaz de causar despolarizacdo da
membrana e aumento da frequéncia de disparos destes neurdnios.

Dada a importancia das alteracbes observadas como resultado do
desequilibrio da osmolaridade sé&o grandes os esfor¢cos empreendidos no sentido de
elucidar como a hiperosmolaridade pode afetar uma variavel funcional téo
importante como a pressao arterial. Os recentes indicios de que um possivel papel
da VP sobre a atividade dos NPC do PVN suscitou a questdo se ndo seria este um
dos mecanismos envolvidos nas alteragdes da atividade simpatica, promovidas pelo
PVN, durante o aumento da osmolaridade, que consequentemente afetariam a

pressao arterial.
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2 HIPOTESE

Visto que a atividade simpéatica deve ser finamente controlada a fim de se
manter o funcionamento ideal do organismo, € de extrema importancia compreender
como a integrac@o neuronal e seus mecanismos podem modula-la.

Como ja esta bem estabelecido, a hiperosmolaridade é capaz de elevar a
pressdo arterial através da simpatoexcitacdo; e as recentes descobertas da acao
direta e indireta da VP sobre os NPC do PVN, indicam ser este um possivel
mecanismo envolvido no desenvolvimento desta resposta. Sendo assim, nossa
hipétese de estudo foi que a vasopressina liberada no PVN poderia agir sobre o0s
neurénios deste mesmo nucleo e desempenhar um papel relevante na modulagéo
do controle autondmico, estando envolvida nas alteracbes simpéticas observadas

em situacdes de aumento da osmolaridade.
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3 OBJETIVOS

Em face das evidéncias anteriormente descritas, o presente trabalho

teve como objetivos:

e Investigar se a vasopressina exdgena aplicada diretamente no PVN
exerceria algum papel funcional sobre a atividade basal do nervo

simpético lombar;

e Avaliar a possivel agdo da vasopressina liberada endogenamente, em
resposta a estimulo osmotico, sobre as alteracdes na atividade
simpética induzidas pela hiperosmolaridade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (3-4 semanas de vida) pesando de
60-80 g. Todos os animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de S&o Paulo. Os mesmos foram
mantidos no Biotério de Experimentacdo Animal do Departamento de Fisiologia e
Biofisica do ICB-USP em gaiolas coletivas sob condi¢cdes favoraveis de temperatura
(22£1 °C), umidade relativa do ar (40-50%) e ciclo claro-escuro de 12 h, com livre
acesso a agua e racdo (Nuvilab®). Os protocolos apresentados neste projeto foram
submetidos e aprovados pela Comisséo de Etica e Uso Animal (CEUA) do ICB-USP
(protocolo #111, pag. 108, vol. 2, 2011).

4.2 Estudos na preparacdo in situ de rato decorticado e artificialmente
perfundido (DAP)

Todos os experimentos foram realizados no modelo de animal decorticado e
artificialmente perfundido (DAP, figura 1) em ratos Wistar com 3-4 semanas de vida
(~80g). A \viabilidade para estudos fisiolégicos deste modelo experimental

encontram-se em detalhes em Antunes et al. (2006).
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Figura 1 - Representacdo esqueméatica do modelo animal experimental de animal
decorticado e artificialmente perfundido.
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ANF: atividade do nervo frénico; ANS: atividade do nervo simpético e pressao de perfuséo.

Neste modelo experimental os animais foram anestesiados profundamente
com halotano (5%) e o nivel de anestesia verificado por meio de pingamento da pata
posterior e reflexo de retirada. Ap6s completa anestesia do animal foi executada
uma laparotomia mediana e o estbmago, o intestino e o baco foram ligados e
removidos. A seguir, a caixa toracica foi aberta para exposicdo do coracdo e
administracdo de uma dose de heparina (250 UI/100 uL) no ventriculo cardiaco
esquerdo. Logo apds, o pericardio e o timo foram removidos. Na sequéncia o animal
foi submerso em uma solucéo resfriada de Ringer (em mM: NaCl 125, NaHCO3 24,
KCI 5, CaCl; 2,5, MgS0,4 1,25, KH,PO, 1,25, dextrose 10) e os hemisférios cerebrais
foram expostos apds a remoc¢ao dos 0ssos parietais. O cortex cerebral, o hipocampo
e areas talamicas foram removidos com cautelosa aspiracdo por meio de uma
bomba de vacuo. A area pré-éptica e seus nucleos septais adjacentes, assim como
o hipotalamo, foram mantidos intactos. A pele do animal foi retirada e o0 mesmo
transferido para a camara de registro. Uma canula de dois lumens foi introduzida no
arco aortico via uma incisdo no ventriculo esquerdo. A preparacao foi perfundida
com fluxo de 28+2 mL/min usando uma bomba peristaltica (Watson Marlow 505S)
com solugdo de Ringer contendo um agente oncotico (Ficoll 70, 1,25%; Sigma, St
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Louis, EUA), gaseificada com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,), aquecida a
32°C e filtrada com filtro de nylon (tamanho do poro: 25 um). Apds a recuperacao
dos movimentos respiratérios, foi adicionado ao perfusato um bloqueador
neuromuscular (brometo de vecurénio, 40 pg/mL, Cristalia, SP, Brasil) para
estabilizar a preparacdo. O segundo limen da canula estava conectado a um
transdutor de presséo e foi usado para monitorar a pressao de perfusdo. O nervo
frénico foi isolado, cortado e sua atividade registrada na sua extremidade distal
usando um eletrodo bipolar de vidro de succéo fixado em um micro-manipulador 3D.
O padréo de despolarizacdo em rampa do nervo frénico serviu de indice fisiologico
continuo da viabilidade da preparacdo. A cadeia simpética lombar (L2-L3) foi
visualizada com o auxilio de um estereomicroscopio binocular (Leica MZ6), e a
porgcdo pés-ganglionar do ramo simpatico foi isolada e seccionada para registro da
ANSL na sua extremidade distal por meio de um eletrodo bipolar de vidro de succéo

fixado em um micro-manipulador 3D.

4.3 Monitoramento dos sinais eletrofisioldgicos

A aquisicdo dos dados da preparacéo in situ foi feita usando uma interface
analogico-digital A/D CED 1401 (CED, Cambridge Electronic Design, Cambridge,
Reino Unido) e armazenados em um computador operando o software Spike 2
(CED) com um script padrdo para a aquisicao dos dados e andlises on-line e off-line.
A ANSL foi exibida com uma constante de tempo de 100 milissegundos. Para a
padronizacdo e normalizacdo dos dados entre as preparacdes as alteracbes na
ASNL foram expressas em porcentagem a partir do valor basal. O ruido da linha de
base foi determinado pela aplicacdo de um bloqueador ganglionar (hexamet6nio) ao

final do experimento.

4.4 Utilizacao de L-NAME como agente vasoativo na solucéo de perfuséo

A preparacdo DAP exige que um agente vasoativo seja utilizado a fim de
manter uma pressao de perfusdo 6tima que permita a viabilidade do experimento e
comumente utiliza-se a vasopressina (5 uM) adicionada ao ACSF como a substancia
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vasoativa de escolha. Contudo, para afastar a possibilidade de qualquer
interferéncia nos resultados, uma vez que os protocolos envolveriam a microinjecao
de agonista e antagonista de VP diretamente no PVN, decidimos testar a
possibilidade de utilizar o N,-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME)
como substancia vasoativa. O L-NAME € um inibidor da enzima responsavel pela
sintese de oxido nitrico (NO) e atua inibindo a vasodilatacdo e, no caso da
preparacao DAP, foi utilizado para manter o tnus vascular permitindo que a presséo
de perfusao fosse adequada durante todo o experimento. O L-NAME foi utilizado na
concentracdo de 10 mM e adicionado com um volume de 50 puL ao ACSF, os quais
foram padronizados por meio de experimentos de padronizacdo realizados em

nosso laboratério.

4.5 Microinjecdes intracerebrais

ApoGs a estabilizagdo dos registros eletroneurograficos (frénico e ANSL) a
cabecga do animal foi fixada, por meio de barras auriculares e um grampo nasal, a
uma camara acrilica de perfuséo pré-fabricada para microinjecdes estereotaxicas e
adaptada para aplicacdo desta técnica experimental. Para microinjecdes realizadas
no PVN, a cabeca foi posicionada de forma que a superficie dorsal do hipotdlamo se
mantivesse plana durante todo o experimento. As coordenadas estereotaxicas do
PVN foram previamente estabelecidas por Antunes et al. (2006) tendo como
referéncias anatdbmicas o coliculo superior (2,7 mm rostral, 0,3 mm lateral a linha
mediana) e a superficie cerebral (3,4 mm ventral). Uma micropipeta multi-canal de
vidro (diametro externo da ponta: 10 a 30 um) previamente confeccionada com trés
capilares foi direcionada para o PVN usando um micro-manipulador 3D. As
microinjecdes dos diferentes farmacos no PVN foram bilaterais e sempre no volume
de 100 nL (para cada lado) determinado pela observacdo do movimento do menisco
através de um microscopio binocular com um reticulo ocular graduado e pré-

calibrado.
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4.6 Relagéo de farmacos utilizados

Os seguintes farmacos foram utilizados neste estudo:

o [Arg®]-Vasopressin acetate salt; 5 uM adicionada ao ACSF e 0,5 e 1,0 mM
para microinjecdes no PVN;

e [(B-mercapto-B, B-cyclopentamethylene-propionlyll, O-Me-Tyr 2, Arg 8)-
vasopressin: 1mg/kg; antagonista dos receptores V1a de vasopressina,

e N,y-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride: 10 mM; inibidor da o6xido
nitrico sintase;

e Hexamethonium chloride: 30 mg/kg; antagonista dos receptores nicotinicos
colinérgicos (bloqueador ganglionar da cadeia paravertebral simpatica);

Todos os farmacos foram adquirido da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA) e

dissolvidos em solucao fisiologica estéril (154 mM) e com pH ajustado para valores

préximos de 7,4.

4.7 Estimulo osmético créonico com sobrecarga de sal

Para realizacdo do protocolo de estimulo osmético crénico foi oferecido aos
animais solucdo salina NaCl 2,0% em substituicdo a agua de beber, durante 4
(quatro) dias prévios a realizacdo dos experimentos. Os mesmos foram mantidos
nas mesmas condi¢des de alojamento no Biotério de Experimentagdo Animal do
Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB-USP em gaiolas coletivas sob
condicdes favoraveis de temperatura (22+1 °C), umidade relativa do ar (40-50%) e

ciclo claro-escuro de 12 h, com livre acesso a agua e racéo (Nuvilab®).

4.8 Anédlise histoldgica

Ao final de cada experimento de microinje¢des no PVN foi aplicado no mesmo
sitio de injecdo o corante Azul de Evans 2% (Vetec, Quimica Fina Ltda, RJ, Brasil).
O encéfalo do animal foi removido e fixado em solucdo de paraformaldeido 4%

(PFA) em tampédo salina-fosfato (PBS) 0,1 M com 20 % de sacarose para
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procedimento de analise histologica e determinacdo dos sitios especificos das
microinje¢des. Apenas 0s animais que apresentaram marcagao (corante e/ou trajeto
da microinjetora) no PVN foram considerados na andlise dos resultados da

microinjecao de VP neste nucleo.

4.9 Andlise dos dados e estatistica

Para a andlise dos sinais biologicos (ANSL e pressdo de perfusdo) foram
utilizados cursores distribuidos ao longo dos registros eletrofisioldgicos. O primeiro
cursor foi fixado 5 min antes da realizacdo da microinjecdo de VP (valor basal
controle) e os demais cursores foram distribuidos a cada 5 min no intervalo total de
20 min apos a microinjecdo. Para a ANSL e presséo de perfusdo foram analisadas
as meédias dos valores (UV e mmHg) e em seguida foram normalizados
percentualmente em relacéo ao basal.

A andlise estatistica foi avaliada utilizando o programa Statisca 7. Foi aplicada
a andlise de variancia para medidas repetidas de uma via (ANOVA) e quando houve
significAncia estatistica utilizou-se o poés-teste de Tukey pareado para multiplas
comparacdes. Os dados estao representados como média + epm (erro padrdo da
média). O nivel de significancia foi fixado com p<0,05 e “n” é numero de preparacdes

utilizadas.
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5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

5.1 Validacao dos registros eletroneurograficos e padronizagcdo do uso de L-

NAME como agente vasoativo na DAP

Este protocolo teve como objetivo avaliar se o L-NAME adicionado a solugéo
de perfusdo ACSF poderia ser um agente vasoativo de escolha para ser utilizado na
DAP, e se este ndo causaria alteragdes no padrao dos biopotenciais, principalmente
da ANSL a ser avaliada. Para isso, antes do inicio da perfusao artificial do animal
experimental o L-NAME foi adicionado a solucdo de ACSF na concentracdo de 10
mM a um volume de 50 pL. ApOs completa estabilizacdo dos registros
eletroneurogréficos (atividade do nervo frénico e atividade simpatica lombar) foram
coletados os sinais durante pelo menos 30 min e ao final adicionou-se ao ACSF o
bloqueador ganglionar hexametdnio na dose e concentracdo de 0,5 mL e 30mg/kg.
Para analise da ANSL foram considerados 5 minutos de registro antes (controle
basal) e 5 minutos apos a adicdo do hexametbnio e as variagbes na ANSL foram

normalizadas percentualmente em relagdo ao valor basal.

5.2 Avaliacédo dos efeitos centrais da microinjecdo de VP no PVN sobre a ANSL

Apbés completa estabilizacdo dos registros eletroneurograficos, uma
micropipeta foi direcionada até o PVN, seguindo as coordenadas estereotaxicas ja
descritas. Realizou-se um teste funcional de localiza¢do do ndcleo em questdao com
microinjecdo de ATP (25 mM, 100 nL), cujos efeitos sobre a ANSL s&o bem
evidentes e ja foram padronizados em nosso laboratorio. Aos 15 min apds a
identificagdo do PVN a VP foi microinjetada no mesmo sitio; em seguida a
micropipeta foi deslocada lateralmente e efetuou-se a microinjecdo contralateral de
VP no PVN com o mesmo volume e concentracdo. Duas concentracfes de VP foram
utilizadas neste protocolo; 0,5 e 1,0 mM. Com o intuito de avaliar e validar as
possiveis alteracdes observadas em decorréncia da administracdo de VP; em outro
grupo de animais foi realizada a microinjecéo de salina no PVN, como controle de

veiculo, seguindo o mesmo protocolo acima descrito.
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As variagcdes na ANSL e na pressao de perfusdo foram monitoradas e
analisadas aos 5, 10, 15 e 20 minutos subsequentes a segunda microinje¢céo de VP
no PVN. Este protocolo teve por objetivo verificar se a VP exdgena agindo
diretamente no PVN promoveria alguma alteracdo na ANSL de animais

normohidratados.

5.3 Avaliacéo dos efeitos periféricos da VP sobre a ANSL

Para a realizacdo deste protocolo experimental, apdés a estabilizacdo dos
registros eletroneurogréficos, a VP (0,5 ou 1,0 mM) no volume de 200 nL (mesmo
volume total microinjetado no PVN descrito no protocolo anterior) foi adicionada na
solucdo de perfusdo, com subsequente monitoramento da ANSL e pressdo de
perfusdo. Este protocolo teve por objetivo avaliar se um eventual efeito de alteracéo
na ANSL promovido pela microinje¢céo central de VP no PVN poderia ser decorrente
de um extravasamento da mesma para a regiao do terceiro ventriculo e deste para a
solucéo de perfuséo resultando em acdes periféricas sobre a ANSL e pressdo de
perfusdo, ou se a VP adicionada ao ACSF poderia ter acesso a seus receptores
centrais e assim influenciar os resultados decorrentes de sua microinjecao
diretamente no PVN. Todos os parametros foram monitorados e analisados no

mesmo decurso temporal dos protocolos anteriores.

5.4 Avaliacdo das alteracoes na ANSL decorrente do antagonismo dos
receptores V1a no PVN de animais submetidos & sobrecarga de sal

Para os protocolos realizados com microinjecbes de antagonista de
receptores vasopressinérgicos Vl1a (VPant) os ratos foram submetidos a estimulo
hiperosmoético crénico com sobrecarga de sal durante quatro dias, como descritos
anteriormente. O objetivo deste protocolo foi investigar se a VP liberada
endogenamente em resposta ao stress osmotico estaria envolvida nas alteracdes da
atividade simpatica observadas nestas situacdes. Para este protocolo a solucdo de
perfusdo ACSF teve sua osmolaridade ajustada para 320 mOsmol/L, afim de simular

a osmolaridade plasmética dos animais submetidos a sobrecarga de sal.
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Ap6s completa estabilizacdo dos registros eletroneurograficos, uma
micropipeta foi direcionada até o PVN, seguindo as coordenadas estereotaxicas ja
descritas e realizou-se um teste funcional de localizacdo do PVN com microinjecao
de ATP (25 mM, 100 nL). Aos 15 min apoés a identificacdo do PVN o antagonista de
receptor Vl1a de VP [B-mercapto-B, B-cyclopentamethylene-propionlyll, O-Me-Tyr 2,
Arg 8-vasopressin (1mg/kg)] foi microinjetado bilateralmente no PVN no volume de
100 nL de cada lado. As variagdes na ANSL e na pressdo de perfusdo foram
monitoradas e analisadas aos 5, 10, 15 e 20 minutos subsequentes a segunda

microinjecao do antagonista V1a de VP no PVN.

5.5 Avaliacdo das alteracfes na ANSL decorrente do antagonismo dos
receptores V1a no PVN de animais normohidratados

Este protocolo teve como obijetivo investigar se as alteragcdes da ANSL e da
pressdo de perfusdo observadas apés o antagonismo dos receptores Vl1a no PVN
de ratos submetidos a estimulo osmotico, seriam de fato, resultado da agédo da VP
liberada endogenamente nestes animais em resposta ao estresse osmatico.

Os animais foram mantidos nas mesmas condicfes de alojamento e oferta
hidrica que os animais dos outros grupos experimentais, exceto o grupo que foi
submetido ao estimulo osmético, e perfundidos com uma solucéo de perfusdo ACSF
isosmatica.

ApOs completa estabilizacdo dos registros eletroneurograficos, uma
micropipeta foi direcionada até o PVN, seguindo as coordenadas estereotaxicas ja
descritas e realizou-se um teste funcional de localizagcdo do PVN com microinjecéo
de ATP (25 mM, 100 nL). Aos 15 min apoés a identificacdo do PVN o antagonista de
receptor V1a de VP [B-mercapto-B, B-cyclopentamethylene-propionlyll, O-Me-Tyr 2,
Arg 8-vasopressin (1mg/kg)] foi microinjetado bilateralmente no PVN no volume de
100 nL de cada lado. As variagdes na ANSL e na pressdo de perfusdo foram
monitoradas e analisadas no mesmo padrdo temporal dos outros protocolos com

microinje¢des no PVN.
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6 RESULTADOS

6.1 Validacao dos registros eletroneurograficos e padronizagcdo do uso de L-

NAME como agente vasoativo na DAP

A figura 3 apresenta o tragado representativo de dois animais com registro da
ANSL e pressao de perfusdo em preparacdes nas quais foram utilizados o L-NAME
(10 mM, painel A) e VP (5 uM, painel B) como agentes vasoativos. A andlise
comparativa dos registros demonstra que o uso do L-NAME na solucéo de perfusao
resultou em elevacdo do tdnus do nervo simpatico (A) em relacdo as preparacdes
DAP que utilizaram VP como agente vasoativo. Além disso, podemos observar que
apos a adicdo de hexametbnio a solucdo de perfusdo a queda da ANSL foi mais
proeminente em preparacgdes utilizando-se L-NAME (A) quando comparada com as
preparacdes utilizando-se VP (B).

Figura 2 - Registros representativos da atividade simpatica lombar (ANSL, V)
original e integrada (ANSL |) e da pressédo de perfusdo (Pper, mmHg) em
preparacdes com o uso de L-NAME (A) e VP (B) como agentes

vasoativos.
A
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A gqueda dos parametros representados pode ser observada ap6s a adicdo de hexametdnio
(seta).

A figura 4 demonstra que a variagdo percentual da ANSL apos o bloqueio
ganglionar foi significativamente maior (-35,5+1,4%) em preparagdes DAP utilizando

o L-NAME como agente vasoativo quando comparado a VP (13.2 * 2,4%).

Figura 3 - AlteracBes percentuais na ANSL apos adicao de hexametdnio na solugéo

de perfusédo em preparacdes que utilizaram o L-NAME ou VP como
agentes vasoativos.
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*Diferente em relagcédo ao basal p<0.05, (n=5).
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6.2 Efeitos centrais e periféricos da VP (0,5 mM) sobre a ANSL

Observadas as alteracdes do tbnus simpético causadas pelo uso de L-NAME,
optamos por substituir seu uso como droga vasoativa pela VP. Logo, os protocolos
de microinjecdo bilateral no PVN e adicdo de VP ao perfusato foram executados
com o uso de VP, na concentracédo de 5 UM como droga vasoativa de escolha.

A figura 5 traz um tragado representativo da ANSL e presséo de perfuséo de
um animal do grupo de animais que receberam a microinjecao bilateral de VP no
PVN na concentracdo de 0,5 mM (A) (n=5) e um animal em que a mesma dose de

VP foi adicionada a solucao de perfusdo ACSF (B) (n=5).

Figura 4 - Tracados representativos do efeito da injecéo bilateral de VP no PVN e da
adicdo ao perfusado, na concentracdo de 0,5 mM sobre a ANSL original e
integrada (ANSL/) e sobre a press&o perfusdo (Pper)
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As setas representam o momento da microinjecao.

Na figura 6 pode-se observar a variagao percentual da ANSL (A) e da pressao
de perfusdo (B) em animais onde a VP (0,5 mM) foi microinjetada bilateralmente no

PVN ou adicionada ao ACSF. Observa-se que aos 5 minutos ap0s a injecao
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bilateral de VP no PVN (indicada pela flecha) ha um aumento da ANSL (8 + 4%) com
consequente queda que se segue até os 15 minutos (-3 + 1%) e retorno aos valores
basais 20 minutos ap6s a microinjecdo. Ja a adicdo da VP ao ACSF, na mesma
concentracdo nao foi capaz de causar qualquer alteracdo na ANSL. Em relacédo a
pressédo de perfusédo, nos experimentos com microinjecao bilateral de VP no PVN a
mesma permaneceu estavel durante todo o periodo analisado, enquanto que nos
experimentos em que a VP foi adicionada ao ACSF observou-se sua queda, que foi
significantivamente diferente a partir dos 15 ( -10 + 2%) e prosseguindo até os 20

minutos (-16 + 2%) apos a adicao.

Figura 5 - Efeitos da VP (0,5 mM) microinjetada bilateralmente no PVN e adicionada
a solucéo de perfusdo, sobre a ANSL (A) e presséao de perfusao (B).
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O tempo O (zero) representa o valor basal e o0 momento da aplicacdo de VP (seta).
*Diferente em relagé@o ao basal p<0.05.

6.3 Efeitos centrais e periféricos da VP (1.0 mM) sobre a ANSL

Na figura 7 observar-se tracados representativos da ANSL e pressédo de
perfusdo de um animal que recebeu a microinjecéo bilateral de VP no PVN (n=7) e
um animal experimental em que a VP foi adicionada ao perfusato (n=5), nos dois

casos a concentracao de VP utilizada foi a de 1,0 mM.
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Figura 6 - Registros representativos das alteracdes promovidas na ANSL original e
integrada (ANSL/)) e na pressédo perfusdo (Pper) apés a microinjecao
bilateral de VP 1,0 mM no PVN (A) e adigdo ao ACSF (B).
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As setas representam o momento da microinjegao.

A andlise percentual das alteracdes da ANSL e da pressdo de perfusédo
demonstrou que aos 5 minutos apos a microinjecdo de VP 1,0 mM no PVN teve
inicio um aumento da ANSL que foi significativamente diferente ao basal aos 15
minutos (19 + 5%), com consequente queda aos 20 minutos (12 + 5%) apos a
microinjecdo; ja a adicdo de VP, na mesma concentragdo, ao ACSF gerou um
aumento menos proeminente e nao significante da ANSL a partir dos 15 minutos (4 +
3%) apos a adicdo. Por outro lado, a pressdo de perfusdo demonstrou um
comportamento parecido nos dois grupos experimentais com um pico de elevacgao
10 minutos apos a microinjecdo de VP no PVN (20 + 7%) ou apOs sua adicdo ao
ACSF (19 + 7%).
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Figura 7 - Alteragcbes da ANSL (A) e da pressao de perfusdo (B) resultantes da
microinjecao bilateral de VP 1,0 mM no PVN e da adicéo & solucéo de. O
tempo O (seta) indica 0 momento da microinjecao e da adigéo.
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*Diferente em relagé@o ao basal p<0.05.

6.4 Comparativo entre as alteracdes ANSL causadas pela microinjecédo de
diferentes doses de VP no PVN

A figura 9 apresenta os registros representativos e uma analise comparativa
da variacdo percentual da ANSL em animais que receberam a microinjecdo bilateral
de VP no PVN na concentracdo de 0,5mM (n=5) e 1,0 mM (n=7). Em A e B
encontra-se tracados da resposta evocada na ANSL ap6s a microinjecao bilateral de
VP 0,5 mM e 1 Mm no PVN, respectivamente. J4 em C observa-se as alteracdes no
decurso temporal analisado, aonde a VP microinjetada na concentracdo de 0,5 mM
elevou, de forma nao significativa, a ANSL aos 5 minutos; enquanto a microinjecao
de VP no PVN, na concentracdo de 1,0 mM, evocou o aumento da variavel
investigada também a partir dos 5 minutos, porém de forma mais gradual e mantida,
tornando-se significativamente diferente ao basal aos 15 minutos apos a
microinjecdo. E em B encontra-se representada a variagdo percentual no pico
maximo de resposta apos a microinjecdo de VP no PVN nas duas concentracdes

estudadas.
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Figura 8 - Tragados representativos das alteragdes na ANSL apds a microinjecéo de
VP 0,5 (A) e 1,0 mM (B) e variacao percentual no decurso temporal (C) e
no pico maximo de resposta (D) da ANSL, resultante da microinjecdo
bilateral de VP 1,0 mM e 0,5 mM no PVN.
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*Diferente em relag@o ao basal p<0.05. #Diferente em relagcéo a VP 0,5 p<0.05.

6.5 Alteracbes na ANSL decorrentes da microinjecdo de antagonista Vla de VP

no PVN de animais submetidos a sobrecarga de sal e normohidratados

A figura 10 apresenta registros representativos das alteracdes da ANSL e
pressdo de perfusédo decorrentes do antagonismo de receptores vasopressinérgicos

Vla no PVN de ratos submetidos ao estimulo osmotico (n=4) (A) e animais
normohidratados (n=3) (B).
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Figura 9 - Registros representativos das alteragcdes promovidas na ANSL original e
integrada (ANSLJ]) e na pressdo perfusdo (Pper) ap6s a microinjecdo

bilateral de VPant no PVN de animais submetidos a estimulo osmotico(A)
e normohidratados (B).
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Registros representativos das alteracdes promovidas na ANSL original e integrada (ANSL/)
e na pressao perfuséo (Pper) apds a microinjecdo bilateral de VPant no PVN de animais
submetidos a estimulo osmotico(A) e normohidratados (B). As setas representam o
momento da microinje¢do. FONTE: RIBEIRO, N. (2013)

200s

A observagdo das alteragbes percentuais demonstra que em animais
submetidos ao estimulo osmotico, através da oferta exclusiva de salina 2% durante
4 dias, a microinjecao bilateral de VPant no PVN causa a queda da ANSL, com pico
de queda aos 15 minutos (-14 + 5%) apOs a microinjecdo, enquanto o antagonismo
de receptores vasopressinérgicos no PVN de ratos normohidratados desencadeia
uma sutil elevacdo da ANSL, possivelmente decorrente da queda observada na
presséo de perfusédo destes ratos. Em relagcéo a pressao de perfusao os dois grupos
experimentais demonstraram um comportamento parecido, com queda deste

parametro em todo o decurso temporal analisado.]
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Figura 10 - Alteracbes da ANSL (A) e da pressao de perfusédo (B) resultantes da
microinjecdo bilateral de antagonista Vla de VP no PVN de ratos
submetidos a sobrecarga de sal e normohidratados.
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O tempo O (seta) indica 0 momento da microinjecdo. *Diferente em relagdo ao basal p<0.05.

Embora em todos os animais submetidos a sobrecarga de sal a microinjecéo
bilateral de VPant no PVN tenha causado queda da ANSL, o comportamento
temporal desta queda diferiu muito em cada um destes animais; alguns animais
demonstraram alteracdes logo nos primeiros 5 minutos apds a microinjecdo, com
retorno aos 20 minutos enquanto outros apresentaram uma queda mais tardia e
prolongada da ANSL, com retorno a valores proximos aos basais além dos 25
minutos. Desta forma, na figura 12 encontra-se tracados representativos das
alteracdes na ANSL em ratos que foram submetidos ao estimulo osmoético, apos a
microinjecao bilateral de VPant no PVN (A) e em ratos normohidratados que
receberam a microinjecao (B). Além disso, observa-se as alteracdes da ANSL antes
da microinjecdo de VPant no PVN de animais submetidos a estimulo osmotico, no
pico da resposta observada (-20 + 6%) e no retorno a valores proOximos aos basais
(-7 + 4%).
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Figura 11 - Tracados representativos das alteracbes na ANSL ap6s a microinjecédo
de VPant no PVN de ratos submetidos a estimulo osmoético (A) e
normohidratados (B) e variagcdo da ANSL apds a microinjecdo de VPant

no PVN no pico maximo de resposta e ap0s o retorno proximos a valores
basais, em ratos submetidos a estimulo osmético (C)
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*Diferente em relagdo ao basal p<0.05. FONTE: RIBEIRO, N. (2013)

6.6 Fotomicrografia do sitio de microinje¢cédo no PVN

A figura 13 apresenta uma fotomicrografia de um corte histolégico coronal do
encéfalo de um animal mostrando o sitio de microinjecdo bilateral no PVN. Foram
considerados na analise dos resultados da acdo da VP microinjetada no PVN

somente 0s animais que tiveram as injecdes localizadas bilateralmente neste nucleo.



Figura 12 - Fotomicrografia de uma seccéo coronal do hipotalamo mostrando o
centro da microinjecao bilateral no PVN

PVN (cabeca de seta). 3V: terceiro ventriculo.
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7 DISCUSSAO

O conjunto de dados apresentado neste trabalho nos permite concluir: 1) O L-
NAME utilizado na preparagdo DAP é capaz de afetar a atividade basal do nervo
simpético lombar, inviabilizando o uso desta droga em experimentos que visem
investigar o comportamento deste nervo em diferentes situacdes; 2) a VP
microinjetada bilateralmente no PVN € capaz de alterar significantemente a ANSL na
dose de 1,0 mM, porém ndo na menor dose estudada, de 0,5 Mm); 3) os efeitos
sistémicos da adicdo de VP ao perfusato ndo alteram a ANSL, visto que sua adicéo
ao ACSF nao causou qualquer alteracdo desta variavel; 5) o bloqueio bilateral dos
receptores V1a no PVN promoveu alteracdes da ANSL, em animais submetidos a
estimulo osmético, que demonstraram uma queda na atividade simpatica nao

observada em animais normohidratados.

7.1 O L-NAME afeta a ANSL na preparacdo DAP

O aprendizado do método experimental de registros eletroneurogréaficos em
preparacdes DAP foi uma etapa desafiadora deste projeto de pesquisa. A execucao
perfeita desta técnica compreendeu um passo limitante para o desenvolvimento dos
protocolos propostos, visto que somente em condicfes ideais 0s mesmos poderiam
ser executados. A complexidade do método em questdo se deve ao fato de seu
sucesso depender de uma série de etapas que necessitam ser minuciosamente
executadas a fim de se manter a viabilidade da preparacdo em condigbes muito
adversas. Tais etapas compreendem cirurgias, decorticagdo, disseccdo de vasos,
nervos, manutencédo de uma pressao de perfusédo 6tima, temperatura e oxigenagao
adequadas e uma série de ajustes necessarios para a aquisicdo de registros
eletrofisiolégicos de boa qualidade. Sendo assim, foram necessarias diversas
tentativas até que cada uma dessas etapas fossem aprendidas e superadas e o
experimento pudesse ser desenvolvido integralmente com sucesso. Finalmente, o
éxito foi atingido apés meses de experimentos e quando os padrdo de sinais
eletroneurogréficos apresentaram uma alta relagdo sinal-ruido, como observados

nas figuras 2B, C e D com resposta tipica de simpato-inibicdo e simpato-excitacao
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decorrente da ativacdo dos reflexos cardiovasculares, tais como baro e
quimiorreflexo, respectivamente.

Vencida a etapa de aprendizado, ao estudar os efeitos centrais da VP
microinjetada no PVN optamos por utilizar uma substancia vasoativa diferente da
VP, que comumente é adicionada a solucdo de perfusdo na preparacao DAP, e
assim afastarmos a possibilidade de seu uso interferir nos resultados observados.
Neste sentido, escolhemos utilizar o L-NAME, um inibidor da enzima Oxido nitrico
sintase, a fim de manter a pressdo de perfusdo em niveis ideais para a realizacdo
dos experimentos. No entanto, o uso desta droga se mostrou ineficaz para o fim
desejado apresentando diversos efeitos sobre os resultados experimentais.

Primeiramente comegamos a notar que a ANSL nos parecia com um tonus
basal muito exacerbado quando comparada a experimentos realizados em nosso
laboratério em que a VP era a droga vasoativa de escolha. Este fenbmeno se
confirmava quando faziamos o teste funcional de localizacgdo do PVN com
microinjecdes de ATP ou L-glutamato, cujos efeitos se caracterizam por um aumento
rapido e muito aparente da ANSL, fato que ndo era tdo evidente quando a
preparacao era realizada com L-NAME. Além disso, notamos também que o padrao
da ANSL ndo se mantinha estavel durante todo o experimento, ou seja, havia um
aumento progressivo e em rampa da ANSL ao longo do tempo. Deste modo, para
confirmar nossa hip6tese de que a adicdo de L-NAME no perfusato poderia causar
uma alteracdo na ANSL basal, fizemos a andlise comparativa da atividade simpéatica
tbnica basal entre preparacfes de animais no quais foram utilizados L-NAME e
vasopressina como agentes vasoativos. O bloqueio ganglionar com hexamet6nio no
grupo de animais com L-NAME no perfusato apresentou uma queda muita mais
expressiva na ANSL e estatisticamente diferente da queda ocasionada em
preparacdes onde se utilizou a VP. Desta forma, os resultados confirmaram nossa
hipotese de que realmente o fato de utilizar L-NAME na solugéo de perfuséo altera a
atividade simpética basal, a qual se mantém elevada em relacédo as preparacdes
DAP que se utiliza a VP.

Estudos da literatura demonstram que o 6xido nitrico (NO), atuando no
sistema nervoso central, afeta diretamente a atividade neuronal, principalmente

relacionado com as vias do neurotransmissor inibitorio GABA, ou seja, facilitando a
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liberacdo deste aminoacido inibitério principalmente em nudcleos diretamente
envolvidos no controle da atividade simpatica (Kishi et al., 2001; Ludwig, 2001;
Stern; Li et al., 2003). Desta forma, sugerimos que a inibicdo na NO sintase, com L-
NAME, poderia diminuir a disponibilidade de NO em nucleos relacionados ao
controle da atividade simpéatica, tais como PVN e RVLM e, consequentemente
diminuir a neurotransmissdo gabaérgica nestes nucleos fazendo com que ANSL
basal se elevasse, como observado em nossos experimentos. Estes efeitos do L-
NAME na solugédo de perfusdao em aumentar ANSL basal colocou em xeque os
protocolos experimentais com utilizacdo desta substancia como agente vasoativo
nas preparacdes DAP, visto seu potencial em causar diversas alteracdes nos
circuitos neurais. Além disso, o aumento progressivo da ANSL basal durante o
experimento com o uso do L-NAME dificultava a andlise das alteragbes causadas
exclusivamente pela microinjecdo de VP no PVN. Desta forma optamos por nao
mais utilizar o L-NAME na realizacdo de experimentos e passamos a utilizar a VP
como agente vasoativo. A decisdo de se usar VP nos demais protocolos
experimentais, a fim de manter a pressao de perfusdo e, consequentemente a
viabilidade do experimento se deu, como foi descrito, pela necessidade de afastar a
possibilidade do L-NAME, por meio de seus efeitos centrais, interferir sobre os

efeitos observados na ANSL decorrentes da microinje¢éo de VP no PVN

7.2 A VP é capaz de evocar simpatoexcitacao através de sua acdo no PVN

Primeiramente, nos questionamos se o0 uso da VP como droga vasoativa na
preparacdo DAP poderia exercer algum efeito sobre a atividade simpatica e assim,
influenciar os resultados observados em decorréncia da microinjecdo desta mesma
droga no PVN. Embora no cérebro a re-entrada da VP secretada no sangue seja
limitada pela barreira hematoencefalica (Ludwig, Leng, 2006); ndo sabiamos ao
certo como estaria esta barreira no modelo experimetal utilizado, que apresenta uma
alta pressdo de perfusdo e estresse de cisalhamento. Desta forma, caso a VP
tivesse acesso a seus receptores centrais poderia ndo sO afetar a atividade
simpatica, como dessensibilizar estes receptores, comprometendo nosso estudo.

Nossos resultados, no entanto, demonstraram que quando a VP nas duas
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concentracdes investigadas (0,5 e 1,0 mM) foi adicionda a solucdo de perfusao
ACSF, que ja continha essa mesma droga na concentragdo de 5 pM, para a
manutengao da pressédo de perfusdo; ndo se observou alteragdes significativas da
ANSL, embora tenha ocorrido um pequeno aumento desta variavel quando a
concentracdo adicionada ao ACSF foi a de 1,0Mm (Fig 6A e 8A). Tendo em vista
que a adicdo de VP a solucéo de perfusdo ndo causou alteracfes significativas da
ANSL e mais, que os efeitos da sua adi¢gdo foram bastante diferentes aos causados
pela microinjecao direta no PVN, pudemos afastar a possibilidadade dos resultados
observados serem decorrentes do uso da VP na manutencdo da pressao de
perfusdo. Além disso, uma outra duvida era se a VP microinjetada no PVN néao
poderia extravasar através do terceiro ventriculo e exercer efeitos periféricos que
afetassem nossas observacoes; neste sentido, os protocolos de adicdo ao ACSF
também demonstraram ndo ser este 0 mecanismo envolvido no aumento da ANSL
observada pela microinjecéo de VP no PVN.

Para investigar se a VP agindo no PVN poderia alterar a ANSL
desenvolvemos um protocolo de microinjecéo bilateral desta droga no PVN em duas
concentracbes: 0,5 mM e 1,0mM, sempre na dose de 200 nL. A primeira
concentracdo utilizada, de 0,5 mM, se mostrou ineficaz em alterar de forma
significativa a ANSL, embora tenha causado um pequeno aumento desta atividade
aos 5 (8 + 4%) minutos apds a microinjecao (Fig 6A). A auséncia de efeitos sobre a
ANSL causada pela microinjecdo de VP no PVN na concentracdo de 0,5 mM pode
significar que esta seja uma concentragdo muito pequena para exercer efeitos
suficientes para desencadear alteracbes na atividade simpatica; estudos
demonstram que a concentracdo de VP no fluido extracelular do SON é 100 a 1000
vezes maior que a concentracdo no sangue, 0 gue sugere que talvez elevadas
concentracbes de VP sejam requeridas para a ativacdo neuronal neste nucleo
(Ludwig, Leng, 2006). Além disso, a preparacdo DAP apresenta uma rapida lavagem
dos tecidos, o que poderia diminuir o tempo de interacao da VP com seus receptores
inviabilizando o desencadeamento de qualquer alteracdo. De fato, estudos no nosso
laboratorio demonstraram que, em animais acordados, a microinjecao unilateral de

VP no PVN é capaz de elevar a pressao arterial em concentra¢cdes micromolares.
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Ja na concentracdo de 1,0 mM a microinjecao bilateral de VP no PVN foi
capaz de gerar alteracfes significativas da ANSL (Fig 8A). Aos 5 (4 £ 2%) minutos
ap0s a microinjecdo observamos um aumento da variavel investigada que
prosseguiu até os 15 minutos (19 + 5%), quando se tornou significativamente
diferente da atividade basal, com posterior queda aos 20 ( 12 +5%) minutos apos a
microinjecao.

Os resultados encontrados entdo em consonancia com outros achados, que
demonstraram o aumento dose-dependente da atividade do nervo simpatico renal
(ANSR) apds a microinjecédo de VP no PVN (Son et al., 2013). A elevacdo da ANSR
desencadeada pela microinjecdo de VP no PVN ja havia sido demonstrada por
outros autores; estes, no entanto, observaram uma resposta mais rapida do que a
demosntrada no nosso trabalho, com aumento e queda da ANSR logo apds a
microinjecao (Rossi, Maliszewska, 2008). Os motivos desta diferenca podem incluir
desde as diferencas na concentracdo de VP utilizada, como a existéncia de uma
modulacdo diferenciada para os diferentes territérios simpéticos. Neste sentido,
trabalhos de Stocker et al. (2004b) mostraram que a inibicdo bilateral do PVN por
meio de agonista GABAa (muscimol) foi capaz de diminuir a ANSL em ratos privados
de agua por 24 e 48 horas. Por outro lado, a diminuicdo da ANSR s6 ocorreu em
ratos desidratados por 48 horas, e apresentou magnitude muito menor do que a
observada para o nervo simpatico lombar, apontando uma regulacéo diferenciada do
PVN sobre os diferentes territérios simpaticos em resposta a hiperosmolaridade.

Em nossos resultados podemos notar que as alteracdes da ANSL decorrentes
da acao central da VP apresentam um perfil prolongado, o qual difere das respostas
rapidas e intensas na atividade simpatica quando da microinjecdo de agonistas de
neurotransmissores excitatorios no PVN (Antunes et al., 2006). Como ja descrito, a
VP é um neuropeptideo e sua agdo se da por meio da ativagdo de receptores
metabotropicos. Além disso, a meia-vida deste neuropeptideo no cérebro é de
aproximadamente 20 minutos; estas caracteristicas moleculares possibilitam que,
assim como outros neuropeptidios, a VP interaja com as sinapses vizinhas (Ludwig,
Leng, 2006). De fato, Son et al. (2013), demonstraram que a estimulacdo de
neurdnios vasopressinergicos no PVN resulta na despolarizagdo de membrana e

aumento dos disparos dos neurdnios pré- sinapticos vizinhos.
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Visto a capacidade da VP em afetar a atividade simpética através de sua
acdo no PVN nos perguntamos qual seria a importancia fisiologica do aumento da
ANSL frente a hiperosmolaridade. A VP pode ser liberada ndo somente frente ao
aumento da osmolaridade como também em resposta a diminuicdo do volume
circulante; neste ultimo caso a simpatoexcitacdo, com consequente aumento da
resisténcia periférica total, seria benéfica para o reestabelecimento da pressao
arterial diminuida pela perda de volume. Contudo; o papel funcional do aumento da
ANSL evocado pela hiperosmolaridade nao parece claro. Neste sentido, propomos
gue o aumento da osmolaridade, principalmente crénico, possa gerar a perda do
balanco da acdo central da VP levando a alteragbes que desencadeiem a
simpatoexcitagao.

Diversos estudos suportam a idéia de que a VP pode influenciar as interaces
neuronais de uma forma muito refinada e complexa. Ja é bem estabelecido o papel
autorregulador da VP controlando a atividade dos neurénios magnocelulares e até
mesmo sua propria liberagdo por esses neur6nios (Gouzénes, 1998; Wotjak et al.,
1994). Além disso, estudos evidenciaram que a resposta dos neurdnios
magnocelulares do nucleo supradptico frente a estimulo osmético depende da
ativacdo tanto de vias inibitérias quanto excitatérias (Leng et al.,, 2001), o que
poderia contar com a participacdo da VP, visto seu papel paradoxal jA demonstrado,
em inibir por meio de mecanismos de retroalimentacdo negativa, 0s neurdnios
magnocelulares (Brown, Bourque, 2004 ) e ativar células vasopressinérgicas
quiescentes (Gouzeénes et al.,, 1998). Considerando este potencial em promover
respostas tanto excitatorias quanto inibitérias, podemos imaginar que a quebra do
balanco entre estas respostas poderia desencadear efeitos como o aumento da
ANSL.

Toney, Stocker (2010) discutem que nos tempos modernos as dietas ricas em
sédio vém promovendo alteracdes cronicas da osmolaridade plasmatica.
Coincidentemente ha um aumento dramatico da prevaléncia de doencas sal-
sensiveis, como a hipertenséo e a insuficiéncia cardiaca. Além disso, ha evidencias
crescentes da associagdo entre doencas cardiovasculares que levam a retencdo de
sal e 0 aumento da atividade simpatica (Adams, 2004; Brooks et al. 2005; DiBona,

Sawin, 1991; Weinberger, 1996). Desta forma, o aumento mantido da osmolaridade
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poderia gerar alterac6es funcionais e/ou estruturais em nucleos centrais envolvidos
com o controle da presséao arterial, como o PVN que, neste caso poderiam ser
desencadeadas ou mantidas por alteracdes na liberacao e agéo da VP.

7.3 O antagonismo de receptores vasopressinergicos V1a diminui a ANSL em

ratos submetidos a estimulo osmatico

Ja é bem estabelecido na literatura cientifica que o aumento crénico da
osmolaridade é capaz de suportar um aumento mantido da atividade simpatica e
causar diversas alteracdes estruturais e sinapticas em nucleos centrais, entre eles
0S nucleos envolvidos com a producdo e liberagdo de VP (Di, Tasker, 2004;
Boudaba et al., 2003; Perlmutter et al., 1985; Toney, Stocker, 2010). Desta forma,
propusemos avaliar se em condicbes em que a homeostase organica da
osmolaridade fosse desafiada pela sobrecarga de sal, a VP liberada endogenamente
no microambiente neuronal do PVN poderia desempenhar um papel expressivo no
controle da atividade simpatica. Para isso, desenvolvemos um protocolo em que o
antagonista de receptores vasopressinérgicos Vl1a foi injetado bilateralmente no
PVN de ratos com sobrecarga de sal durante 4 dias.

A observacdo de nossos resultados comprova que 0 antagonismo de
receptores vasopressinergicos V1a no PVN de ratos submetidos ao estimulo
osmatico diminui significantemente a ANSL no pico maximo da resposta, quando
comparada a valores basais (-20 + 6%) (Fig 12). Além disso, para testarmos a
possibilidade dos efeitos observado pela microinjecdo de VPant no PVN n&o serem
causados por alteracdes centrais promovidas pela VP em decorréncia da
hiperomosmolaridade e sim um efeito secundario a propria microinjegcdo do
antagosnista; realizamos o mesmo protocolo de antagonismo no PVN de ratos
normohidratados, nos quais a microinjecdo de VPant ndo causou alteracdes
significativas da ANSL (Fig 11).

Novamente nossos resultados estdo de acordo com os achados de Son et al.
(2003) que observaram que a estimulacdo dos neurdnios vasopressinérgicos do
PVN desencadeia a liberacdo de VP e que esta € capaz de se difundir e modular de

forma continua os neurdnios pré sinapticos deste mesmo nucleo. Estes autores
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demonstraram ainda, em estudos in vivo, que a microinjecdo bilateral prévia de
antagonista vasopressinérgico no PVN atenuou o aumento da ANSL causado pela
infuséo intra carotidea de salina hiperténica. Confirmando, desta maneira, o papel
simpatoexitatorio central da VP em resposta a estimulos osmaticos.

O fato dos animais submetidos ao estimulo osmotico apresentarem respostas
temporais diferenciadas na queda da ANSL pode sugerir diferentes niveis de
sensibilidade a hiperosmolaridade nestes animais. A elevacdo mantida da
osmolaridade é capaz de causar diversas alteracdes centrais, entre elas 0 aumento
dendo-dentritico da superficie de contato das membranas celulares do SON, a
facilitacdo da liberacdo de glutamato e diminuicdo da liberacdo de GABA, e mesmo
a alteracdo da atividade inibitéria GABAérgica (Di, Tasker, 2004; Kim et al., 2011,
Perimutter et al., 1985); além disso, como jéa foi discutido, a propria VP pode interagir
com as sinapses e com o comportamento funcional dos neurbnios dos nucleos
centrais. Desta forma, as respostas diferenciadas podem significar que tais
alteracbes possam ter ocorrido em magnitudes diferentes nos animais submetidos a
sobrecarga de sal, porém em todos a VP estaria envolvida na manutencdo de um
tbnus simpatico aumentado.

Este Ultimo protocolo permite concluir a relevancia fisiolégica da VP
modulando a atividade simpdtica, visto que sua prépria liberacdo endogena
estimulada pela sobrecarga de sal gerou um aumento sustentado da ANSL.
Concluindo, o conjunto de nossos resultados nos permite afirmar que a VP liberada
dendriticamente no PVN exerce uma acdo sobre neurbnios parvocelulares deste
ndcleo, desempenhando um importante papel na geracdo da resposta
simpatoexcitatoria desencadeada pelo aumento da osmolaridade.
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8 CONCLUSAO

Os nossos resultados demonstram a relevancia fisiologica da VP na
modulacdo da atividade simpatica, visto que sua propria liberacdo enddgena
estimulada pela sobrecarga de sal gerou um aumento sustentado da ANSL.
Podemos concluir que a VP, possivelmente liberada dendriticamente no
microambiente neuronal do PVN, exerca uma acdo modulatéria importante sobre
neurdnios parvocelulares deste nucleo, influenciando a manutencdo do ténus

simpético que se encontra alterado em condigdes de aumento da osmolaridade
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