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RESUMO

S4, R. W. M. Funcao dos astrocitos e ectonucleotidases na sinalizacao
purinérgica do nucleo paraventricular do hipotdlamo na hipertensdo induzida
por sal. [tese (Doutorado em Fisiologia Humana)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2020.

No presente estudo investigamos se a hipertensao neurogénica decorrente da
sobrecarga de sal (SS) estimula a liberacdo de ATP no PVN e quais mecanismos
seriam responsaveis por este fendbmeno. Duas hipoteses foram levantadas: (1) um
maior conteudo de ATP no PVN durante a SS é resultado de uma falha das
ectonucleotidases em metabolizar o ATP; e (2) a SS estimularia os astrécitos do PVN
a liberar ATP. Para testar nossas hipoteses utilizamos ratos Wistar pesando entre 290-
350 g (n = 12) para estudos in vivo de medida de presséo arterial por radiotelemetria
e analise de parametros da modulacdo autonémica do sistema cardiovascular e ratos
Sprague-Dawley com peso entre 290-350 g (n = 41) para os estudos in vitro com
utilizacdo de biossensores para deteccao de purinas e imunohistoquimica. Ambos
grupos foram divididos em um grupo SS que recebeu solucdo de NaCl 2% em
substituicdo a agua da torneira por 4 ou 7 dias e outro grupo controle que recebeu
agua. A progressao da hipertensdo em ratos acordados expostos a SS foi monitorada
por radiotelemetria ao longo de sete dias. A expressdo do RNAmM das
ectonucleotidases ecto-nucleotideo trifosfato difosfoidrolase (E-NTPD) 1, 2 e 3 e ecto-
5'-nucleotidase (E-5’-NT) no PVN foi analisada com a técnica RT- qPCR. Utilizando
biossensores amperométricos medimos a liberacdo de ATP e adenosina, bem como
a atividade das ectonucleotidases no PVN em fatias hipotalamicas. A funcdo dos
astrocitos do PVN foi avaliada por meio da interferéncia génica com o vetor AVV-
SGFAP-dnSNARE-EGFP. Os niveis de pressao arterial média (PAM) dos ratos SS
aumentaram progressivamente até ao 7° de exposicdo ao sal [PAM: 97 £ 4 mmHg (dia
0) vs 129 + 4 mmHg (dia 7) p<0,0001]. A poténcia da banda LF aumentou
progressivamente do dia 0 ao dia 7 em ratos SS [LF: 1,21 + 0,22 mmHg? (dia 0) vs
5,01 + 0,96 mmHg? (dia 6), p<0,0001]. Apenas o nivel de mRNA da E-NTPD3 foi maior
no grupo SS do que no controle no dia 7 [0,99 + 0,5 AACt (controle) vs. 3,09 + 0,5AACt
(SS) p = 0,0247]. O grupo de ratos SS apresentou aumento na liberacdo de ATP



(19,16 £ 6,9 uM, p<0,0001) quando comparado ao grupo controle (1,13 + 0,8 uM),
porém nédo na liberacdo de adenosina [1,19£ 0,6 uM (SS) vs 2,15 £ 0,9 uM (controle)].
A atividade das ectonucleotidases foi avaliada in vitro quantificando a produgéo
méaxima de adenosina em resposta a aplicacdo exdgena de ATP (50uM). Nenhuma
diferenca foi detectada comparando as respostas entre os dois grupos. A intensidade
da imunofluorescéncia da proteina glial fibrilar glial (GFAP) foi maior no PVN de ratos
SS do que nos controles [6,9 + 1,3 a.u. (controle) vs 27,2 £ 6,2 a.u. (SS)]. A transfecc¢éo
unilateral do PVN com vetor dnSNARE diminuiu a liberagdo de ATP nos ratos SS
guando comparado com o lado nao transfectado como controle [13,88 £ 0,07 uM (lado
nao transfectado) vs. 6,64 + 1,64 yM (lado transfectado). Em conclusdo, nossos
resultados mostram que a sobrecarga de sal com solugao hipertdnica de NaCl 2% néao
afeta a atividade das ectonucleotidases, enzimas que degradam o ATP, mas
potencialmente estimula os astrocitos do PVN a liberarem o trifosfato de adenosina
por via exocitética. Palavras-chave: ATP, adenosina, astrocitos, sal, hipertenséo

arterial.



ABSTRACT

S4, R. W. M. Role of astrocytes and ectonucleotidases in purinergic
signaling of the paraventricular nucleus of hypothalamus in salt-induced
hypertension. [Ph. D. thesis (Human Physiology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2020.

In the present study we investigated whether salt-load (SS) stimulates the
release of ATP in the PVN environment, and which mechanism would be responsible
for this phenomenon. Two hypotheses have been raised: (1) a higher content of ATP
in PVN during SS is a result of a failure of ectonucleotidases to metabolize ATP; and
(2) SS can stimulate PVN astrocytes to release ATP. Male Wistar rats 290-350 g (n =
12) were used for in vivo studies and Sprague Dawley rats 290-350 g (n = 41) for in
vitro. Animals were divided in 2 group: 1) SS: group that received hypertonic saline
solution (2% NacCl) in replacement of tap water for 4 or 7 days, and 2) control group. A
radiotelemetry system was used to measure the progression of hypertension in SS rats
over the seven days of salt loading. mMRNA expression of ecto-nucleotide triphosphate
diphosphohydrolase (E-NTPD) 1, 2 and 3 and ecto-5'-nucleotidase (E-5'-NT) in PVN
was analyzed by RT-qPCR. The release of ATP, adenosine and the activity of
ectonucleotidases were measured via amperometric biosensors overlaid on the PVN
region of hypothalamic slices. The function of PVN astrocytes was assessed by
interference with the AVV-sGFAP-dnSNARE-EGFP vector. Mean arterial pressure
(MAP) of SS rats increased progressively from day 2 to 7 [MAP: 97 £ 4 mmHg (day 0)
vs 129 + 4 mmHg (day 7), p<0.0001]. The power of the LF component increased
progressively from day 0 to day 7 in SS rats [LF: 1.21 + 0.22 mmHg2 (day 0) vs 5.01
+ 0.96 mmHg2 (day 6), p<0.0001]. E-NTPD3 mRNA expression was higher in the SS
group than in control [0.99 + 0.5 AACt (control) vs. 3.09 + 0.5AACt (SS) p = 0.0247].
SS rats showed an increase in ATP release [1.13 + 0.8 uM (control) vs. 19.16 + 6.9
MM (SS), p<0,0001], but not in adenosine [2.15 + 0.9 uM (control) vs. 1.19 + 0.6 yM
(SS)]. The activity of ectonucleotidases was tested in vitro by quantifying the maximum
production of adenosine in response to exogenous application of ATP (50uM). No
difference was detected when comparing the responses between the groups. PVN glial

fibrillar glial protein (GFAP) immunofluorescence intensity was higher in SS rats than



in control [6.9 = 1.3 a.u. (control) vs 27.2 £ 6.2 a.u. (SS)]. PVN unilateral transfection
with dn-SNARE vector decreased the release of ATP in SS rats when compared to the
non-transfected side as a control [13.88 + 0.07 pM (non-transfected side) vs. 6.64 +
1.64 uM (transfected side). In conclusion, our results showed that SS gradually
increases the BP as well as the sympathetic influence on the cardiovascular system
and stimulates the glial release of ATP in the PVN by exocytosis. As conclusion, our
results show that high salt intake of hypertonic NaCl solution (2%) does not affect
ectonucleotidases activity but stimulates PVN astrocytes to release ATP via exocytosis

mechanism.

Keywords: ATP, adenosine, astrocytes, salt, hypertension.
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1. INTRODUCAO

1.1 SAL E HIPERTENSAO ARTERIAL

Os altos niveis de presséao arterial (PA), conhecido, como hipertensao arterial
(HA), é a principal causa de doencgas cardiovasculares que é responsavel por mais de
18 milhdes de mortes por ano (Frieden and Jaffe 2018). A HA € degenerativa e de
etiologia multifatorial que pode ser agravada pelos maus habitos alimentares da
populacdo em geral, principalmente em grandes centros urbanos onde o consumo de
dietas hipercaloricas, ricas em gorduras e carboidratos, € elevado. Associado as
dietas hipercaléricas, ha também um grande vildo que ainda ndo aparece como
protagonista, mas que oferece sérios transtornos para o controle da pressao arterial:

o cloreto de sédio (NaCl), ou mais comumente chamado de sal!

A ingestdo de sal excede o nivel recomendado em quase todos os paises do
mundo (Powles, Fahimi et al. 2003). Em 2010, por exemplo, a ingestdo média global
de sal foi 10 g/dia, ou 4 g/dia de sodio (Na*), mais do que o dobro do limite
recomendado tanto pela American Heart Association quanto pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) figura 1A. Na Ameérica do Sul, a ingestdo média de sal
correspondeu a 7 g/dia, enquanto na América do Norte e em paises da Europa
ocidental, incluindo o Reino Unido, Franca, Alemanha e Grécia, os valores chegaram
a quase 9 g/dia. Na Asia, o consumo médio foi superior a 13 g/dia, equivalente a mais
de 5,5 g/dia de Na*.

Figura 1. Ingest&o global de sddio.
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1.1.1 HISTORICO

A hipertenséo causada pela alta ingestao de sal foi sistematicamente estudada
ao longo do ultimo século, sobretudo a partir dos estudos de Ambard e Beaujard em
1904 que demonstraram pela primeira vez na historia que hipertensos tendiam a reter

Na* quando ingeriam dieta com alto teor sal (apud MacGregor e Wardener 1998).

Ambard e Beaujard estudaram 6 pacientes com hipertenséo essencial por um
periodo de trés semanas, onde a quantidade de sal na dieta variava de 3 g/dia até 14
g/dia. Na primeira circunstancia, os pacientes apresentaram uma modesta queda dos
niveis de presséo arterial (PA) e a quantidade Na* excretada na urina superava a
guantidade ingerida, tornando o balan¢co de Na* positivo. A0 aumentarem a ingestéao
de sal para 14 g/dia, a PA tornou-se ainda maior do que o normal e a quantidade Na*
excretada na urina era menor do que a ingerida, sugerindo que parte do Na* ingerido

ficava retido no organismo dos pacientes.

A retencédo de sal passou a ser entdo admitida na comunidade cientifica como
uma das causas de edema e HA, e o consumo de dietas com restricdo severa de sal
(rice and fruit diet) passou a ser estimulado por médicos como tratamento da HA, até
a producado dos primeiros diuréticos a partir da década de 1950 (DiNicolantonio and
O’Keefe 2017).

Em 1947, o farmacologista britanico Ernest Basil Verney conduziu uma série
de experimentos na University College London (UCL) demonstrando que a injecéo
intracarotidea de solucdes hipertdnicas de cloreto de sodio (NaCl), mas ndo de uréia,
causava inibicao da diurese em cachorros, e esta resposta era diminuida em cerca de
90% apos a remocao do lobo posterior (Verney 1947). Verney sugeriu entdo que o
sistema circulatério dispunha de “osmossensores” que detectavam alteragbes na
pressado osmoética do sangue e regulavam a secre¢do do horménio antidiurético pela
neurohipdfise, conhecimento que serviu como base para todas as descobertas que
viriam adiante sobre a funcédo do sistema nervoso central (SNC) na regulacéo do

balanco hidrico e eletrolitico e subsequentemente no controle da PA.

Quase uma década apos a descoberta de Verney, surgiu um dos nomes mais
importantes na ciéncia relacionada aos estudos sobre o sal e seus efeitos no sistema

circulatério: Lewis K. Dahl. Médico e pesquisador do Laboratério Nacional
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Brookhaven (Upton, NY) Dahl publicou em 1960 o primeiro estudo populacional
demonstrando que a incidéncia da HA variava com a média de consumo diario de
NaCl em populagdes ao redor do mundo (Dahl 1960). Em populagbes mais primitivas
onde o0 acesso a alimentos com alto teor de sal era limitado, como no Alasca onde
vivem 0s esquima@s, raramente se encontrava individuos hipertensos. Ao passo que
no norte do Japao, onde o consumo de NaCl ultrapassava 25 gramas por dia, cerca

de 40% da populacéo apresentava HA.

A metodologia empregada por Dahl em seu estudo foi recebida com certo
ceticismo por parte da comunidade académica dada a subjetividade na classificacédo
do consumo diario de NaCl entre as populacdes estudadas, a propésito, o
levantamento preciso destes dados ainda naquela época seria bastante desafiador.
Tal desconfianca levou o grupo de estudo INTERSALT a publicar em 1988 uma nova
correlagcdo com base em dados de excrecdo urinaria de sédio de 24 horas que reflete
uma estimativa mais precisa da ingestdo deste ion (Intersalt 1988), j& que a
capacidade do organismo em reté-lo é definitivamente limitada no longo prazo (De
Luca Jr, Menani et al. 2013). No entanto, os resultados confirmaram o que
previamente fora demonstrado por Dahl de que em locais onde a excre¢ao urinaria de
sédio era maior, os niveis de presséao arterial sistdlica (PAS) também tendiam a ser

maiores.

Dahl também identificou que em todos locais havia individuos que consumiam
de forma consistente grandes quantidades de sal, mas que néo desenvolviam HA,
sugerindo que o background genético determinava a sensibilidade ao sal. Alguns anos
mais tarde, apOs observar que 0 mesmo acontecia em roedores, publicou um artigo
de duas péaginas na renomada revista britanica Nature, onde apresentava duas cepas
de animais experimentais criadas a partir de endo-cruzamentos de ratos Sprague-
Dawley: os ratos Dahl sal-sensiveis (Dahl-SS) que desenvolviam HA ap0s serem
submetidos a uma dieta hipersédica (NaCl a 8%) e os ratos Dahl sal-resistentes (Dahl-
SR) que permaneciam normotensos quando submetidos a mesma dieta hipersédica
(Dahl, Heine et al. 1962). Ambas as linhagens s&o modelos animais experimentais
utilizados até hoje na investigacdo dos mecanismos envolvidos na sensibilidade
genética ou na resisténcia a hipertensdo induzida por sal (Guo, Menga et al. 2015,
Hashmat, Rudemiller et al. 2016, Yoshimoto, Onishi et al. 2019).
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1.1.2 MECANISMOS FISIOLOGICOS DA HIPERTENSAO INDUZIDA DE SAL

A partir da década de 1960 comecgaram a surgir 0S primeiros experimentos que
examinaram os mecanismos fisiolégicos envolvidos com a HA induzida por sal. Dahl
et al (1967) uniram um rato Dahl-SR com rato Dahl-SS em experimentos de parabiose
e observaram que o rato Dahl-SR desenvolvia rapidamente HA quando era alimentado
com uma dieta rica em sal, enquanto que a hipertensdo no rato Dahl-SS era
moderada, sugerindo que mecanismos humorais contribuiam de maneira importante
para a hipertensdo induzida por sal e poderiam ser transmitidos experimentalmente

entre 0s sistemas circulatorios de ambas cepas (Dahl, Knudsen et al. 1967).

Em estudos subsequentes, Dahl et al (1972) transplantaram os rins de um rato
Dahl-SS em um rato Dahl-SR e observaram que cepa receptora desenvolvia HA
severa quando era alimentada com dieta hipersédica (NaCl a 8%) e concluiram que o
gendtipo dos rins também desempenhava uma funcdo decisiva na sensibilidade ao
sal (Dahl, Heine et al. 1972).

Estes achados estavam em sinergia com a visdo de que um aumento na
ingestdo de NaCl poderia assim, em um rim susceptivel, provocar HA. Os fisiologistas
Arthur C. Guyton e Thomas G. Coleman eram os principais apoiadores desta teoria, e
na década de 1970 publicaram um modelo matemético onde revisavam alguns
principios do funcionamento do sistema circulatorio, e projetavam a curva pressao-

natriurese e seu papel no controle a longo prazo da presséao arterial (Guyton 1980).

De acordo com este modelo, a HA pode resultar de um defeito na capacidade
renal de excretar Na*. Portanto, a PA se eleva para aumentar a taxa de filtracao
glomerular até que a excrecao urinaria de Na* seja aumentada de forma a reequilibrar
0 balanco entre a ingesta e a excrecao. A sensibilidade ao sal conferiria a esta curva
um descolamento para esquerda, enquanto a resisténcia ao sal a deslocaria para a

direita.

1.1.3 HIPERTENSAO NEUROGENICA

Ao final da década de 1970 surgiam os primeiros relatos contrapondo a visao
de que os rins exerciam de fato o protagonismo na génese da HA induzida por sal, ja

gue a dieta hipersédica aumentava o débito cardiaco nas linhagens Dahl-SS e Dahl-
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SR, mas produzia vasodilatacdo nos ratos Dahl-SR e vasoconstricdo nos ratos Dahl-
SS (Ganguli, Tobian et al. 1979).

Estudos subsequentes demonstraram que a simpatectomia quimica com 6-
hidroxidopamina ou a denervacdo da cadeia simpatica lombar minimizava o
desenvolvimento da hipertensao induzida por sal na cepa Dahl-SS (Takeshita, Mark
et al. 1979). Friedman et al 1979 demonstraram que a interrupcdo da funcao
adrenérgica periférica com inje¢cbes subcutdneas de guanetidina evitou o

desenvolvimento da HA em ratos Dahl-SS (Friedman, Tassinari et al. 1979).

Seguindo a mesma linha de evidéncias, Gordon et al., 1981 demonstraram que
ratos Dahl-SS apresentavam uma ligeira diminuicdo na sensibilidade do barorreflexo
e o bloqueio ganglionar da cadeia simpética promovido pela infusdo intravenosa de
20 mg/kg de clorisondamina normalizava a presséao arterial de ratos Dahl-SS e Dahl-
SR, sustentando a visdo que disturbios no sistema nervoso autbnomo, sobretudo na
subdivisdo simpdtica, estariam diretamente envolvidos na génese da HA durante a

alta ingestéo de sal (Gordon, Matsuguchi et al. 1981).

Ainda no final da década de 1970, outros estudos foram além ao demonstrar a
importancia de algumas regides cerebrais na regulacdo das respostas
cardiovasculares induzidas pela alta ingestdo de sal. Lesdes eletroliticas na regido
anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V) hipotalamico (Brody and Johnson 1979),
no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) (Goto, lkeda et al. 1981) ou no
hipotalamo anteromedial (Azar, Ernsberger et al. 1981) impediam ou minimizavam a

hipertenséo induzida por sal em ratos Dahl-SS.

A regido AV3V compreende duas estruturas interligadas: o nucleo predptico
mediano (MnPO) que apresenta formagdo completa de barreira hematoencefalica
(BHE), e o 6rgado vasculoso da lamina terminal (OVLT), onde essa estrutura é
fragmentada. A presenca de capilares fenestrados nesta Ultima estrutura bem como
no orgao subfornicial (SFO), localizado na por¢éao dorsal da lamina terminal, tornam a
BHE altamente permeavel ao ion Na* e expbe as membranas dos neurbnios e
astrocitos as variacdes de pressao osmotica sanguinea (Kinsman, Nation et al. 2017,
Nomura, Hiyama et al. 2019). Portanto, o OVLT e o SFO sao denominados 6rgdos
circumventriculares (CVOs) devido a localizacédo periventricular e funcionam como

duas estacdes sensoriais primarias do SNC que enviam os sinais decorrentes das
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alteracdes de osmolaridade sanguinea e outros fatores humorais (como angiotensina-
Il circulante) para outros nucleos hipotalamicos que controlam a atividade do sistema

nervoso autbnomo, dentre eles o PVN.

1.2 NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO (PVN)

Atualmente ja é bem compreendido que a alta ingestao de sal pode aumentar
tanto a osmolaridade quanto o conteddo de Na* plasmético (hipernatremia) e
desencadear resposta de sede, reducédo do apetite ao Na* e secrecédo de arginina
vasopressina (AVP) na corrente sanguinea, aumentando a PA e produzindo efeito
antidiurético (Gizowski and Bourque 2018). Também estimula uma reacdo nao
uniforme do sistema nervoso simpatico, definida como uma simpatoexcitacéo lombar
e adrenal e simpatoinibicdo renal, que em conjunto tendem a redistribuir o fluxo
sanguineo da circulacao sistémica para os rins, produzindo efeito natriurético como
feedback negativo e aumento da resisténcia vascular periférica e da PA (Weiss,
Claassen et al. 1996, Kinsman, Browning et al. 2017). Uma parcela importante dessas
reacdes € regulada por grupamentos neuronais do PVN que desempenham funcdes
essenciais no contexto fisiolégico de integracdo e processamento de informacdes

neuroenddcrinas e autondmicas.

Situado na porcao ventral do diencéfalo e adjacente ao terceiro ventriculo, o
PVN é composto de duas classes principais de neurbnios: os magnocelulares e
parvocelulares. Morfologicamente, os magnocelulares apresentam corpo celular
maior comparativamente aos parvocelulares e estéo localizados na porcgéao lateral do
PVN. Constituem o eixo hipotalamo-neurohipofisario e seus fenétipos podem ser
vasopressinérgicos ou oxitonérgicos. Suas terminacfes axonais se projetam para a
hipofise posterior e sdo responsaveis pela secrecdo de AVP e oxitocina (OT) na
corrente sanguinea. Uma subpopulacdo de neurdnios parvocelulares localizados na
porcdo medial do PVN, paralelamente a borda do terceiro ventriculo, se projeta para
eminéncia mediana e sdo responsaveis pela liberacdo do horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e do horménio liberador de tireotrofina (TRH). Estimulam a
hipdfise a secretar corticotrofina (ACTH) e tireotrofina (TSH), respectivamente
(Benarroch 2005).
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Ja os neurénios parvocelulares pré-autondmicos localizados na por¢ao ventral
e dorsal do PVN se projetam para uma série de regides no tronco cerebral e na medula
espinhal que exercem uma importante funcéo no controle neural da circulacéo, via
sistema nervoso autbnomo. Tais regides incluem o bulbo ventrolateral rostral (RVLM)
e caudal (CVLM), onde se localizam os neurbnios catecolaminérgicos C1 e Al, a
porcdo compacta do nucleo ambiguo (NAc), o nucleo do trato solitario (NTS), a area
pressora caudal (APC) e a coluna intermediolateral (IML) da medula espinhal
(Geerling, Shin et al. 2010). Sao neurdnios imunorreativos a AVP, OT, CRH, Tirosina

Hidroxilase (TH), angiotensina, entre outros (Geerling, Shin et al. 2010).

Figura 2. Nacleo Paraventricular do Hipotalamo.
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A esquerda: imunofluorescéncia de neuronios vasopressinérgicos (verde) e ocitocinérgicos
(vermelho) do PVN. A direita: representacdo esquematica das subpopula¢des neuronais do PVN,
adaptado de Kandel, Schwartz et al. 2000 e Ludwig e Leng, 2006.

Em um estudo publicado pelo nosso grupo de pesquisa foi demonstrado que a
integridade do PVN bem como das aferéncias que partem dos CVOs tem um papel
importante na resposta simpatoexcitoria durante elevagcdo da osmolaridade
plasmatica (Antunes, Yao et al. 2006). Subsequentemente foi avaliado a importancia
das projecdes vasopressinérgicas do PVN para a medula espinhal. Os resultados
demonstraram que a injecao intratecal de um antagonista do receptor Vla para

vasopressina deprimiu aproximadamente 25% a resposta de simpatoexcitatoria do
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nervo lombar estimulado por solucdo hiperténica de NaCl, indicando que a simpatico-
excitacdo causada pela hiperosmolaridade é mediada, em parte, por vias neuronais

vasopressinérgicas entre o PVN e a medula espinal.

Ao nivel sinaptico os microambiente neuronal do PVN é controlado por uma
série de inputs interoceptivos, humorais, limbicos e intrahipotalamicos que foram
sistemicamente revisados na literatura (Benarroch 2005). No que se refere aos
neurotransmissores e neuromoduladores que sao liberados no PVN durante a
hiperosmolaridade pode-se destacar a angiotensina-lIl (Chen and Toney 2001), o
glutamato (Antunes, Yao et al. 2006) e AVP (Ribeiro, Panizza et al. 2015). Mais
recentemente, estudos do nosso laboratorio identificou um novo candidato como
potencial neurotransmissor: o trifosfato de adenosina (ATP) (Ferreira-Neto, Ribeiro et
al. 2017)

1.3 NEUROTRANSMISSAO PURINERGICA

O ATP é uma molécula constituida por uma purina, a adenina, ligada a um
acucar, a ribose, conjugada com trés radicais fosfato. A hidrélise da ligac&o do altimo
radical fosfato libera cerca de 7 Kcal/mol de substancia que € entédo usado pela pelas
células para o cumprimento de suas funcdes vitais. No entanto, além de ser fonte
primaria de energia o ATP e seus derivados também foram identificados como
importantes moléculas de sinalizacdo extracelular. Essa concluséo partiu de estudos
demonstrando que o nucleotideo monofosfato de adenosina (AMP) e o nucleosideo
adenosina exerciam efeito cronotrépico negativo no coracdo e dilatador em vasos
coronarianos (Drury and Szent-Gyoérgyi 1929). Anos mais tarde, Pamela Horton
demonstrou que o ATP era liberado por nervos sensoriais na orelha de coelhos ao

serem estimulados de forma antidrémica (Holton 1959).

Mas somente alguns anos mais tarde que a ideia do ATP como
neurotransmissor comecgou a ser disseminada na literatura, sobretudo a partir das
publicacdes do neurocientista britanico Geoffrey Burnstock que foi presidente do
Centro de Neurociéncia Autonémica da Faculdade de Medicina da University College
London (UCL).

Em suas primeiras publicagcdes, Burnstock observou por meio de uma

preparacdo de musculo liso intestinal -taenia coli- que o estimulo elétrico transmural
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provocava hiperpolarizacéo e relaxamento do musculo liso. Além disso, notava-se que
a hiperpolarizacdo se cessava com a tetrodotoxina (TTX) que € uma a neurotoxina
gue bloqueia canais de Na* dependentes de voltagem e inibe a conducdo nervosa
sem afetar a atividade muscular lisa. Portanto, sugeria que que o estimulo transmural
ativava potenciais juncionais inibitérios de nervos que ndo eram nem adrenérgicos
nem colinérgicos (NANC), ja que o tecido tinha sido previamente incubado com 6-

hidroxidopamina e atropina (Burnstock, Campbell et al. 1963).

Em uma série de trabalhos subsequentes, Burnstock e seu grupo de pesquisa
observaram que o ATP satisfazia todos os critérios moleculares para a definicdo desta
purina como neurotransmissor, uma vez que era sintetizado e armazenado nos
terminais dos nervos NANC e sua liberagdo ocorria durante a estimulagédo nervosa
por um mecanismo dependente de Ca?*. Além disso, o ATP era inativado por
ectoenzimas e tinha sua sinalizacéo bloqueada por um antagonista e, portanto, estes
foram critérios que levaram Burnstock a cunhar o termo “sinalizagdo purinérgica”
(Burnstock, Campbell et al. 1970, Burnstock 1972). O grupo também demonstrou que
o ATP néo era apenas liberado pelos nervos NANC, mas também pelos terminais dos
nervos simpaticos que inervavam o musculo liso da taenia coli. Assim, foi estabelecido
que o ATP era co-liberado com a noradrenalina pelos nervos simpaticos (Burnstock
1990).

Ao longo dos anos varios estudos mostraram que diversos estimulos levam a
liberac@o de ATP por células de mamiferos, inclusive altera¢cdes no volume celular
(Hazama, Shimizu et al. 1999), estresse mecanico (Grygorczyk and Hanrahan 1997),
hipéxia/hipercapnia (Marina, Turovsky et al. 2017) ou em resposta ao cAMP
(Schwiebert, Egan et al. 1995). Uma vez liberado, o ATP interage com duas classes
principais de receptores purinérgicos: 0s ionotropicos P2X que apresentam dois
dominios transmembranares e 0s metabotropicos P2Y com 7 dominios
transmembranares (Stojilkovic 2009). Os primeiros sdo canais ibnicos permeaveis ao
Na*, K* e Ca?* e formam sete diferentes subtipos de receptores: P2X1 ao P2X7. Os
metabotropicos formam 8 subtipos: P2Y1, P2Y2, P2Ys, P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Y13,
P2Y14, sendo que os quatro primeiros estdo acoplados a proteina Gg e, portanto,
qguando estimulados ativam fosfolipase C (PLC) para produzirem inositol-trifosfato
(IP3) e mobilizar Ca?* a partir dos reticulos, e os P2Y12, P2Y13, P2Y14 se acoplam a
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diferentes proteinas G, incluindo a Gs, a Gi e a Gi/o, que ativam distintas cascatas de

sinalizacao intracelular (Stojilkovic 2009).

O ATP extracelular também pode ser metabolizado pelas ectonucleotidases

podendo levar em dltima instancia a formacéo do nucleosideo adenosina. A adenosina

também influencia a atividade celular por meio da sinalizacdo a receptores

purinérgicos P1. Estes se apresentam em quatro subtipos: Az, Aza, A2s € As. Os

receptores A1 e Az estdo acoplados a proteina Gi/o e exercem efeito inibitério,

enquanto os receptores Aza e Azs estdo acoplados a proteina Gs e, portanto, sao

excitatérios (Stojilkovic 2009). A adenosina no e eixo hipotalamo-neurohipofisario

parece exercer majoritariamente efeito inibitério por meio da sinalizacao de receptores
A1 (Stojilkovic 2009).

Tabela 1. Ectonucleotidases.

Afinidade (Km,

Familia Enzimas/gene Caracteristicas  Localizagdo no SNC Substratos M) Produtos
E-NTPDase 1 (CD39) Ancorada a Cortex Cerebral; NTP e NDP ATP: 17
E-NTPDase 2 (CD39/L1) membrana por Hipotdlamo; Bulbo NTP e NDP ATP: 70
E-NTPDase 3 (CD39/L3) dominios C Olfativo; Bulbo (por¢do NTP e NDP ATP: 75
E-NTPDases E-NTPDase 8 (COOH)eN ventral e dorsal};_ ATP: 81-226 NMP + Pi
E-NTPDase 4 (UDPase -hIALP70) Membrana Plasmatica NTP e NDP, UDP, GDP:200-500
E-NTPDase 5 (CD39/L4) Intracelular da Microglia; mas pouco GDP: 130
E-NTPDase 6 (CD39/L2) Microvasos Cerebrais; ATP e ADP
E-NTPDase 7 (LALP1) Parede Lateral do -
E-NPP 1 (PC-1) Ancorada a Cortex Cerebral; NTP e NDP ATP: 50-500 NMP + Pi + PPi
E-NPP 2 (Autotaxina) membrana por Hipotalamo; Bulbo ~ ADP-ribose 100 AMP + ribose-5-fosfato
Dominio N-  Olfativo; Bulb do Lisofosfatidil - -
E-NPP 3 (Gp130%15%) omm.lo ativo; Bulbo (porgdo Liso os' atidilc 200 Acido lisofosfatidico
Terminal ventral e dorsal); olina
E-NPPs
E-NPP 4
E-NPP 5 5
E-NPP 6 ' - - -
E-NPP 7
Prostati id
rostatic act TM-PAP (ACPP isoforma 1) Transmembrana  N3o expressada no ATP-AMP ? ADP-Adenosina
phosphatase SNC
sPAP (ACPP isoforma 2) Secretada ATP-AMP
Hipotdlamo; Talamo;
Fosfatase Alcalina o » Glicofosfatidilino  BUIP0 Ofativo; Bulbo . .
TNAP (Tecido ndo-especifico AP) . (porgdo ventral e ATP: 40 Nucleosidio + Pi
(AP) sitol , NMP
dorsal); Cortex
Cerebral;
) Glicofosfatidilino  Hipocampo; cértex L i
Ecto-5’-Nucleotidase (CD73) NMP AMP: 1-50 Nucleosidio + Pi

sitol

cingular; cerebelo

NMP: Nucleosidio Monofosfato; NDP: Nucleosidio Difosfato; NTP: Nucleosidio Trifosfato; Pi: Fosfato inorgénico; PPi: Pirofosfato inorganico. Referéncias: Langer

et al. (2008); Zimmmermann et al. (2009); Zimmmermann et al. (2012); Mathieu (2012); Morandini et al. (2014).



24

Como € apresentado na tabela 1, as ectonucleotidases abrangem varias
familias de enzimas que metabolizam o ATP em outros nucleotideos, como ADP e
AMP, e a adenosina. Existem ectonucleotidases pertencentes as familias
ectonucleosidio trifosfato difosfoidrolase (E-NTPD), ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), além da fosfatase alcalina (AP) e da ecto-5'-
nucleotidase (E-5’-NT) (Langer, Hammer et al. 2008). Alguns subtipos dentro das
familias E-NTPDases (NTPDase1,23e8) € E-NPP (E-NPP1e3) hidrolisam moléculas de
ATP e adenosina difosfato (ADP) em moléculas de adenosina monofosfato (AMP)
resultando em aumento da concentracdo extracelular de AMP e fosfato inorganico
(Zimmermann, Zebisch et al. 2012). A fosfatases alcalina e a ecto-5-nucleotidase
catalisam as reacdes de degradacdo de AMP em adenosina e ambas sédo ancoradas
a membrana celular por meio do glicosilfosfatidilinositol (Zimmermann, Zebisch et al.
2012).

Figura 3. Papel das E-NTPDs e E-5'-NT na sinalizagéo purinérgica.
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O ATP extracelular pode ser metabolizado pelas NTPDases (ou CD39) levando a formacédo dos
nucleotideos ADP e AMP. O AMP, por sua vez, pode ser transformado em adenosina pela Ecto-5'-
nucleotidase (ou CD735). O ATP e ADP interagem com receptores P2X e P2Y que sdo essencialmente
excitatérios, enquanto a adenosina interage com receptores pré-sinapticos que podem ser tanto excitatérios
(A2A e A2B) quanto inibitérios (Al e A3).Fonte: Menzies et al. (2017)
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Um outro componente importante que participa da sinalizagdo purinérgica sao
as células da glia e varias linhas de pesquisa sugerem que 0s astrocitos podem ser a
principal fonte de ATP no SNC (Anderson, Bergher et al. 2003, Coco, Calegari et al.
2003, Hamilton and Attwell 2010, Bohmbach, Schwarz et al. 2018). Este consenso
teve como base experimentos iniciais demonstrando que os astrécitos requerem ATP
nao apenas como substrato energético, mas também como um mensageiro paracrino
para a propagacdo das ondas de Ca?* intracelular (Guthrie, Knappenberger et al.
1999). Nesse contexto, um mecanismo provavel para a propagacdao intercelular de
Ca?* nos astrécitos seria a liberacdo de ATP através das conexinas ou hemicanais
(Stout, Costantin et al. 2002).

1.6 SINALIZACAO PURINERGICA EM ASTROCITOS

Os astrocitos formam a maioria das células da glia no SNC e de acordo com
suas caracteristicas morfolégicas e localizacdo podem ser classificados em duas
classes principais: 0s astrocitos protoplasméaticos, cujos processos citoplasméaticos
Sa0 mais espessos e numerosos e estao localizados na substancia cinzenta, e os
astrocitos fibrosos, que apresentam processos citoplasmaticos longos e estreitos e
sdo encontrados principalmente na substancia branca. Contudo, varios outros
subtipos foram identificados de acordo com a especificidade da regido cerebral,
incluindo glia de Bergmann, glia ependiméria, glia marginal, glia radial, glia

perivascular, glia velada e tanicitos (Kim, Park et al. 2019).

Estas células desempenham uma funcéo central na homeostase cerebral pois
estdo envolvidas com a regulacdo do fluxo sanguineo local, na constituicdo da barreira
hematoencefalica, dao suporte estrutural e metabdlico aos neurdnios e também séo
responsaveis pela captacdo de glutamato e potassio (K*) extracelular (Franke,
Verkhratsky et al. 2012, Yang, Gao et al. 2013). Além de estabelecerem um ambiente
neuroquimico apropriado, os astrocitos podem modular a atividade neuronal por um
mecanismo que se inicia com deflagracdo de ondas de Ca?* intracelular acarretando

na liberacdo de gliotransmissores (Hamilton and Attwell 2010).
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Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas e localizac@o dos astricitos protoplasmaticos e fibrosos.
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Os astrécitos protoplasmaticos, cujos processos citoplasmaticos sdo mais espessos € numerosos e estao
localizados na substancia cinzenta, e os astrécitos fibrosos, que apresentam processos citoplasmaticos
longos e estreitos e sdo encontrados principalmente na substancia branca. Disponivel em: http://what-when-

how.com/neuroscience/histology-of-the-nervous-system-the-neuron-part-2/.

Os astrécitos estdo ativamente envolvidos na modulacdo de sinalizacdo
neuronal. Essas células juntamente com os neurdnios formam a sinapse tripartite,
sendo que um Unico astrécito no cérebro humano pode, dentro de seu dominio,
acomodar até 2 milhdes de sinapses (Hol and Pekny 2015). A funcdo dos astrocitos
na liberacdo de gliotransmissores emergiu a partir de estudos demonstrando que o
glutamato podia evocar ondas de Ca?* intracelular em cultura in vitro de astrécitos
(Cornell-Bell, Finkbeiner et al. 1990) e que estas ondas podiam ser propagadas entre
0s astrocitos por meio de jungdes comunicantes, elevando inclusive a concentragéo

intracelular de Ca?* em neur6nios adjacentes (Nedergaard 1994).
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Estudos subsequentes demonstraram que o glutamato liberado por terminais
neuronais também evocava ondas de Ca?* em astrocitos que, por sua vez, estimulava
a liberacao glial de glutamato, como uma alca de feedback positivo que potencializa o
efeito excitatério deste transmissor (Porter and McCarthy 1996). Outros
gliotransmissores foram identificados ao longo dos anos incluindo a D-serina (Mothet,
Pollegioni et al. 2005), a taurina (Kimelberg, Goderie et al. 1990), o lactato (Tang, Lane
et al. 2014), o acido gama-aminobutirico (GABA) (Kozlov, Angulo et al. 2006), e o
ATP (Guthrie, Knappenberger et al. 1999).

Os mecanismos da liberacdo glial de ATP bem como de outros
gliotransmissores podem ser classificados em dois grupos: (1) mecanismos néao-
exocitéticos, que envolvem difusdo através de canais ibnicos regulados por volume
(VRAC), por hemicanais, através do receptor purinérgico P2X7 e por meio de
transportadores de aminodacidos excitatorios (EAATS); e (2) exocitotico, o qual envolve
o0 acumulo de ATP nas vesiculas sinapticas e subsequente inser¢cdo na membrana
plasmatica guiada pelas proteinas que formam o complexo SNARE (Hamilton and
Attwell 2010).

Um importante avanco nos estudos sobre a interacdo entre os neurdnios e a
glia no SNC ocorreu a partir da criagdo do modelo animal experimental com
camundongos transgénicos que expressam proteina vesicular SNARE dominante
negativa (dn-SNARE) (Pascual, Casper et al. 2005). Neste modelo experimental a
proteina dn-SNARE ¢é expressa no citosol dos astrdcitos e interfere na formacéao do
complexo SNARE entre a proteina sinaptobrevina (VAMP3), presente na membrana
vesicular, com as proteinas associadas a membrana plasmatica - sintaxina e
sinaptosomal (SNAP-23). A dn-SNARE se liga a sintaxina e a SNAP-23 competindo o
sitio de ligagdo com a VAMP3, impedindo a ancoragem e a fusdo de vesiculas

carregadas com gliotransmissores na membrana plasmatica dos astrocitos.

A interferéncia na formacdo do complexo SNARE e na fusdo de vesiculas na
membrana plasmatica de astrécitos passou a ser possivel inclusive em estudos
realizados em ratos (Sheikhbahaei, Turovsky et al. 2018). A possibilidade é dada pela
microinjecdo de vetores virais no SNC que direcionam a expressdo da proteina dn-
SNARE sobre o sitio promotor GFAP, tornando a expressao seletiva em astrécitos.

Esta abordagem, por sua vez, exerce uma vantagem sobre a transgenia por
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possibilitar o estudo da gliotransmissao em regides cerebrais especificas, e ndo no
SNC em sua totalidade. Este método foi utilizado recentemente em dois estudos que
demonstraram pela primeira vez que os astrdcitos localizados na superficie ventral do
bulbo liberam gliotransmissores, sobretudo o ATP, que exercem um papel importante
no controle da respiracdo (Sheikhbahaei, Turovsky et al. 2018), bem como na

regulacéo do fluxo sanguineo cerebral (Marina, Christie et al. 2020).

1.4 NEUROTRANSMISSAO PURINERGICA NO PVN

Nas ultimas cinco décadas a sinalizacao purinérgica se tornou um aspecto
importante na neurotransmissdao em muitos nucleos encefalicos envolvidos em
diferentes condi¢Bes fisiopatolégicas (Burnstock 2007), influenciando inclusive
respostas autondmicas e neuroenddcrinas ao nivel do PVN (Knott, Marrero et al. 2008,

Cruz, Bonagamba et al. 2010, Ferreira-Neto, Yao et al. 2013).

A contribuicdo do nosso laboratério comegou a partir de 2013 quando foi
demonstrado que a administracdo exdégena de ATP no PVN promovia aumento dose-
dependente da atividade do nervo simpatico lombar em ratos (Ferreira-Neto, Yao et
al. 2013). Curiosamente, o antagonismo local de tanto dos receptores purinérgicos do
tipo P2 (com administracdo de PPADS) bem como dos receptores ndo-NMDA
(AMPA/Kainato) para glutamato (com CNQX) atenuaram a simpato-excitacao,
sugerindo, portanto, a existéncia de uma interacdo purino-glutamatérgica (Ferreira-
Neto, Yao et al. 2013).

Posteriormente, estudos mais detalhados dos mecanismos ao nivel sinaptico
por meio da técnica de eletrofisiologia de registro neuronal whole-cell patch clamp foi
demonstrado que o ATP exdgeno elevava a frequéncia de potenciais de acdo dos
neurénios do PVN que se projetavam para o RVLM e, além disso, aumentava as
correntes de entrada mediadas via ativacéo dos receptores AMPA por um mecanismo
gue dependia de Ca?* intracelular (Ferreira-Neto, Antunes et al. 2015). Contudo, havia
ainda uma questao importante a ser respondida sobre em qual condicao fisiolégica

poderia envolver a liberagcdo endogena do ATP no microambiente neuronal do PVN?

Os autores notaram que os neurénios do PVN identificados com projecéo direta
ao RVLM, ao serem expostos em meio com solucéo hipertonica (manitol 1%) exibiam

um aumento similar da amplitude das correntes de entrada via ativacao dos receptores
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AMPA, e o PPADS normalizava este efeito (Ferreira-Neto, Antunes et al. 2015).
Surgia-se entdo o primeiro indicativo que o ATP poderia ser liberado no PVN durante
um desafio hiperosmaético e mais ainda, que esses neurénios hipotalamicos tinham
conexdes diretas com o tronco-encefalico, como parte de uma via integrativa neuronal

autondmica.

Na sequéncia dos estudos, experimentos mais recentes demonstraram que 0
estimulo hiperosmotico agudo com solucdo hipertdnica de NaCl (3M) ou manitol
(10%), injetadas intravenosamente em animais experimentais, promoveu uma intensa
ativacdo em neurénios do PVN, identificados pela imunomarcacao da proteina FOS e
grande parte desses neurbnios eram purinérgicos, pois expressavam receptores
P2X2. Além disso, no mesmo conjunto de experimentos foi demonstrado que a
simpatoexcitacdo decorrente do estimulo hiperosmaético foi significativamente
atenuada pelo antagonismo dos receptores P2 do PVN com o uso de PPADS
(Ferreira-Neto, Ribeiro et al. 2017).

Embora os estudos acima conectam diretamente a hiperosmolaridade com
ativacao de vias purinérgicas em neur6nios do PVN e respostas simpatoexcitérias, é
importante destacar que todos os experimentos até entdo foram feitos com desafio
osmético agudo, mas nenhum, que seja do nosso conhecimento, havia ainda
demonstrado se a sobrecarga de sal ao longo do tempo induziria de fato a liberacao
de ATP no PVN e se essa purina teria alguma funcdo importante na hipertenséo
induzida por sal. Ademais, uma pergunta relevante que norteou o desenvolvimento do
presente estudo foi sobre a origem e qual(s) mecanismo(s) envolvido(s) na liberacao

de ATP no ambiente neuronal do PVN na hipertensao induzida por sobrecarga de sal.

Dessa forma, aventamos em primeiro lugar a hipotese de que a sobrecarga de
sal poderia estimular o acumulo de ATP no PVN como resultado de uma falha das
ectonucleotidases em hidrolisar o ATP em adenosina. No entanto, alternativamente
seria possivel que a sobrecarga de sal também estimulasse os astrécitos do PVN a

liberarem ATP, levando como consequéncia a ativacéo dos neurdnios do PVN.

Para responder tais questdes, foi concedido pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) uma Bolsa Estagio de Pesquisa no
Exterior (BEPE) que nos possibilitou trabalhar em parceria com o Professor Alexander

V. Gourine, em seu laboratério no Departamento de Neurociéncia, Fisiologia e
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Farmacologia da University College London (UCL) entre outubro de 2018 a outubro
de 2019. Avaliamos em primeiro lugar a liberacédo glial de ATP e adenosina utilizando
biossensores que detectam em tempo real a presenca destas purinas em fatias
coronais do hipotalamo incluindo o PVN. Numa etapa subsequente investigamos se a
sobrecarga de sal ativaria os astrocitos do PVN bem como de outras regifes cerebrais,
como no cortex e no hipocampo. Por fim, também exploramos se as vias néo-
exocitoticas astrocitarias (como conexinas e receptores P2X7) bem como exocitoticas,
por meio da expressdao viral da proteina SNARE dominante negativa (dn-SNARE) no
citosol dos astrocitos do PVN, poderiam estar envolvidas com a liberacéo glial de ATP

nesse microambiente neuronal.
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2. OBJETIVO

Avaliar a participacéo da glia e das ectonucleotidases na regulacédo do ATP no
microambiente neuronal do PVN em resposta ao estimulo hiperosmaético com

sobrecarga de sal.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Monitorar os parametros cardiovasculares durante a sobrecarga de sal;

» Quantificar a liberagdo de ATP e adenosina no PVN em animais com sobrecarga
de sal e respectivos controles;

» Avaliar a funcéo da glia do PVN na liberacdo de ATP em resposta a sobrecarga de
sal;

» Avaliar a expressdo génica bem como a atividade das ectonucleotidases no PVN

de animais com sobrecarga de sal e controles;
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3. METODOLOGIA

3.1 ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Todos os procedimentos experimentais realizados no Brasil estiveram de
acordo com os Principios Eticos em Pesquisa Animal, exigidos pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
(ICB / USP) sob o protocolo 111-108/2011. Os procedimentos realizados no Reino
Unido também estiveram de acordo com a Diretrizes da Comissdo Europeia
2010/63/UE (European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for
Experimental and Other Scientific Purposes) e com UK Home Office (Scientific
Procedures) Act (1986) com a aprovacdo do projeto pelo Comité Institucional de
Cuidado e Uso de Animais da UCL.

3.2 ANIMAIS

Ratos Wistar 290-350 g (n = 12) foram utilizados nos experimentos conduzidos
no Brasil e Sprague Dawley 200-250 g (n = 41) para os experimentos realizados no
Reino Unido. Os ratos Wistar foram alocados em gaiolas individuais e distribuidos
aleatoriamente em: 1) grupo controle, mantido com dieta padréo e recebendo agua da
torneira; e 2) grupo com sobrecarga de sal (SS) que foi mantido em dieta padrédo e
recebeu solucédo de NaCl a 2% no lugar da agua da torneira por 7 dias. Uma parcela
destes animais foi direcionada para os experimentos com ciclos invertidos, em que as
luzes eram apagadas as 7:00 da manha. No Reino Unido, separamos 0s animais em
grupos controle e SS com 4 dias de exposi¢do a solucdo de NaCl a 2%. Os ratos
foram mantidos a uma temperatura constante de 22-24 °C a uma umidade relativa de
50-60% sob um ciclo claro-escuro controlado (12:12 h; luzes acesas as 7:00 da
manhda) com racdo normal e agua potavel (ou solucdo de NaCl 2%) ad libitum.

3.3 ANALISE HEMATOLOGICA E DO VOLUME DE INGESTAO DE LiQUIDOS

O consumo de liquidos (agua ou solucdo de NaCl 2%) e alimentar foi
monitorado diariamente de forma n&o cumulativa utilizando uma proveta e uma

balanca para pesagem dos pellets de racédo, respectivamente. Em animais
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profundamente anestesiados com overdose de anestésico (pentobarbital sédico, 200
mg kg-1, i.p.) amostras do liquido cefalorraquidiano foram obtidas a partir da sucgao
do conteldo da cisterna magna e amostras de sangue (por puncao intracardiaca), as
quais foram centrifugadas e congeladas a -20°C para posterior andlise da
concentracdo de Na* e K* por um fotbmetro de chama. Amostras de sangue também
foram coletadas por capilares de vidro e centrifugados para andlise imediata do

hematdcrito sanguineo.

3.4 RADIOTELEMETRIA

Os telémetros para monitoramento da PA e FC foram implantados entre 5 a 7
dias antes do inicio do registro dos parametros cardiovasculares. Para os
procedimentos cirdrgicos de implante dos telémetros os animais foram anestesiados
com isoflurano (5% para inducéo e 2,5 % para manutencao) (Cristalia, Sdo Paulo, SP,
Brasil) inspirado em O. medicinal (Oxilumen, Sdo Paulo, SP, Brasil). O nivel de
anestesia foi verificado com frequéncia, avaliando os reflexos de retirada dos

membros inferiores com pingamento interdigital.

Os animais foram posicionados supinamente em uma mesa cirdrgica e uma
incisdo foi realizada na linha média da parede abdominal com bisturi cirargico. Cerca
de 2 centimetros do fio do transmissor TRM54P (KAHA Science Ltd. Auckland, Nova
Zelandia) foi introduzido na aorta, caudal a raiz da artéria renal esquerda e fixado com
cola superbonder (Henkel Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). O telémetro foi posicionado
dentro da cavidade abdominal e suturado a parede ventral do masculo abdominal.
Todos o0s animais receberam antibiotico profilatico (penicilina/estreptomicina
1.200.000 Ul/mL, Fort Dodge, Brasil) e cetoprofeno (Biofen 1% - Biofarmaltda, Brasil)

por via subcutanea por 3 dias apos a cirurgia.

O programa de aquisi¢ao de dados (LabChart v.8, PowerLab, ADInstruments,
Australia) foi ajustado para realizar registros diarios de pressdo arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC) com duracdo de 20 minutos, com uma frequéncia de
amostragem de 2 KHz. Os registros foram agendados para os seguintes horarios:
9:00h, 13:00h, 17:00h, 21:00h, 1:00h e 5:00h.
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3.5 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE DA PRESSAO ARTERIAL
SISTOLICA E DO INTERVALO DE PULSO

Para a analise espectral da presséo arterial sistélica (PAS) e do intervalo de
pulso (IP), sequéncias de valores consecutivos de ambos parametros foram extraidos
de dois segmentos de no maximo 5 minutos cada do registro da PAP em cada dia (um
seguimento de 5 minutos do registro realizado as 09:00h e outro do registro realizado
as 21:00h) foram analisados pelo software CardioSeries v2., gentiimente concedido
por Daniel Penteado (disponivel em http://www.danielpenteado.com/cardioseries).
Séries temporais foram redimensionadas para 10 Hz, divididas em segmentos
continuos de 512 valores e sobrepostos a 50%. Os espectros da PAS e do IP foram
calculados usando o algoritmo transformada rapida de Fourier (FFT). Dois
componentes oscilatérios majoritarios foram observados a partir do espectro: bandas
de baixa frequéncia (LF; 0,20 a 0,75 Hz) referente a modulagdo simpatica para o
coracado (quando a andlise é do IP) ou para os vasos sanguineos (quando a andlise é
da PAS) e de alta frequéncia (HF; 0,75 a 3,00 Hz) referente a modulagéo
parassimpatica para o coracdo (apenas analise do IP foi considerada). As poténcias
das bandas LF e HF foram calculadas pela area sob a curva e comparadas entre 0s

grupos SS e controle (Gomes, Sa et al. 2017, Sa, Haibara et al. 2017).

3.6 ANALISE DO RNAm COM A TECNICA DE RT-gPCR

Iniciamos os estudos das ectonucleotidases a partir da investigacdo da
expressdo génica das isoformas E-NTPD 1, 2 e 3 no PVN que de acordo com a
literatura sdo amplamente expressas no SNC (tabela 1), incluindo no hipotadlamo, e
apresentam alta afinidade ao ATP, além de serem tipicas enzimas localizadas na
membrana celular e, portanto, presumivelmente regulam o ATP extracelular que atua
como transmissor. Também estudamos a E-5’-NT que esta envolvida com a producao
de adenosina a partir da catalise de AMP. Como ilustrado na figura 2, as E-NTPDs
convertem ATP em ADP e ADP em AMP, enquanto a E-5’-NT converte AMP em

adenosina.

Para tanto, findado os sete dias de ingestédo de solucdo de NaCl 2%, os animais
foram rapidamente decapitados sem uso de anestésico, os cérebros foram removidos

do cranio e colocados em uma matriz cerebral (Stainless Steel Rodent Brain Matrix,
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Adult Rat, Coronal Sections, Slice Width 1.0 mm, ASI Instruments® Inc., Ml, USA)
previamente imersa em gelo. Em seguida foi feita uma seccéo coronal de 1 mm de
espessura do hipotdlamo, contendo o PVN, e depositadas em uma placa de petri
resfriada. Os nucleos bilaterais do PVN foram cuidadosamente dissecados com a
ajuda visual de um estereomicroscopio (Leica, Alemanha) e um microbisturi (Fine
Science Tools, CA, USA). Para coleta do PVN utilizamos como referéncia neuro-
anatdmica visual o quiasma 0Optico. Os tecidos coletados foram mantidos em tubos de
centrifugagéo para subsequentes procedimentos de extragdo de RNAm. Coletamos
também amostras do tecido renal que foram armazenadas em freezer -80°C para
posterior quantificacdo em tempo real (RT-qPCR) para controle positivo da expressao

génica das ectonucleotidases.

O RNA total destas amostras foi extraido utilizando o kit lllustra RNAspin Mini
Kit da General Electric seguindo as instru¢cdes do fabricante. As amostras foram
quantificadas em espectrofotometro (“Nanodrop 3300” - Thermo scientific, Bremen,
Alemanha). A sintese de cDNA foi realizada com o kit da SuperScript® Il Reverse

Transcriptase (Invitrogen™) a partir de 1 ug de RNA total.

A reacgédo de amplificagédo foi realizada no Rotor Gene Q (Qiagen®) utilizando o
kit SYBR Green Jump Start Tag Ready Mix sem MgCI2 # S5193 400 RXN (Sigma-
Aldrich Co.®). Os valores de threshold (ACt) e de AACT foram determinados a partir
dos genes de referéncia 36B4 e HPRT. Sequéncias oligonucleotidicas (primers) para
rattus norvegicus foram construidas a partir do banco de dados GenBank (NLM/NCBI)
disponivel em https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank. Os primers forward (F) e reverse

(R) utilizados estéao listados na tabela 2 (Exxtend Cia; Campinas, Sao Paulo, Brasil).

Tabela 2. Primers forward (F) e reverse (R) para ectonucleotidases.

Genes Primers (56°'—>3")

ENTPD1 (CD39) AGTATGGGATTGTGCTGGATG (F) TCTGAGCGTATTTTGAGATTCCG (R)
ENTPD2 (CD39/L1) GATCCAGGCAACGAGGTTCA (F) GAAGCGATGGATCTGGAGGG (R)
ENTPD3 (CD39/L3) AGATAGGGCCCCACTCAACT (F) TCTCCCTCCGTATTCCTCCT (R)

E-5'-5NTE (CD73) CATTCGTGAAGATGCAGCCAT (F) GCGGAGCCATTCAGGTAGAC (R)
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3.7 ANALISE DE PURINAS COM BIOSSENSORES

A partir deste topico, os procedimentos descritos foram em sua maioria
conduzidos nos animais que ingeriram solugéo de NaCl a 2% por 4 dias, com excec¢éo
0s experimentos descritos no quinto paragrafo deste topico em que os animais ndo
ingeriram solucdo de NaCl a 2%. Portanto, findado os quatro dias de ingestao de NaCl
foi dado inicio a andlise da liberacdo de ATP e adenosina. Para este procedimento,
ratos SS foram anestesiados profundamente com overdose de isoflurano e
imediatamente decapitados. Os cérebros foram removidos e colocados em liquido
cefalorraquidiano artificial gelado (aCSF) contendo NaCl 120 mM, KCI 3 mM, NaH.PO.
1 mM, NaHCO; 22 mM, MgCl. 1 mM, CaCl. 2 mM e glicose 10 mM saturado com 95%
O. / 5% CO.. Fatias coronais hipotalamicas contendo PVN foram cortadas com
espessura de 350 uym usando um vibratomo (Campden Instruments 7000 smz;
Loughborough, Reino Unido) para posterior registro da liberacédo de ATP e adenosina

com biossensores.

Os biossensores de ATP e adenosina (Sarissa Biomedical Limited, Conventry,
Inglaterra) foram conectados a um potenciostato de dois canais (Whistonbrook
Techologies Ltd. Bedfordshire, Reino Unido) que permitiu o registro simultaneo de da
liberagcdo de ambas purinas. Para este fim, as fatias coronais hipotalamicas contendo
PVN foram imediatamente transferidas para a camara de registro, submersas em
aCSF e perfundidas a 6 ml/min (32°C). No inicio do experimento, a ponta do
biossensor foi dobrada e posicionada verticalmente na superficie de cada lado do
PVN, como demonstrado na figura 12 A. Em alguns experimentos, uma sonda
chamada de “nula” sem bicamada enzimatica foi usada para controlar interferentes

eletroativos inespecificos.

O biossensor de ATP € um microeletrodo de platina coberto com uma bicamada
ultrafina contendo duas enzimas, a glicerol quinase e a glicerol-3-fosfato oxidase. A
primeira enzima converte o ATP (na presenca de glicerol) em ADP e glicerol-3-fosfato;
esses produtos sao subsequentemente convertidos em fosfato de glicerona e H.O.

pela dltima enzima e o H.O.é detectado por oxidag&o do eletrodo.
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O sensor de adenosina € composto por trés enzimas: 1) adenosina desaminase
gue converte adenosina em inosina; 2) nucleosideo fosforilase que converte inosina
em hipoxantina e 3) xantina oxidase que converte hipoxantina em urato e H.O.. Da
mesma forma, o H.O. é detectado por meio da oxidag&o do eletrodo.

Em um grupo adicional de ratos Sprague-Dawley de 60 a 80g (n=5), em
condicdo de normohidratacdo, também analisamos os efeitos do estimulo
hiperosmotico agudo adicionando 25 mM NaCl a solucdo aCSF (elevando a
osmolaridade de 306 para 356 mOsmol/L) e avaliando a liberacdo de lactato. Este
altimo sensor é formado por apenas uma enzima: a L-lactato oxidase que converte L-

lactato em piruvato + H.O..

Os biossensores eram sempre calibrados para concentragdes conhecidas de
ATP, adenosina e lactato em aCSF antes de cada experimento. Para aumentar a
sensibilidade, os biossensores eram alternados de -500 mV a +500 mV a uma taxa de
100 mV/s por 10 ciclos. Os sensores foram polarizados a +600 mV em relagcdo a um

eletrodo de referéncia de potenciostato Ag/AgClI que foi colocado no banho.

3.8 ABORDAGENS MOLECULARES PARA BLOQUEIO DA SINALIZACAO
ASTROGLIAL

Para o estudo das vias exocitéticas de liberacdo glial de ATP utilizamos a
ferramenta de interferéncia génica com o vetor adenoviral associado (AVV-sGFAP-
dnSNARE-EGFP; titulagédo 3 x 101°) para direcionar a expressdo da proteina SNARE
dominante negativa (dnSnare) no citosol de astrocitos do PVN de ratos SS. Para tanto,
0os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina (60 mg/kg,
intramuscular, i.m.) e medetomidina (250 pg kg, i.m.) e colocados no aparelho
estereotaxico. Os astrocitos do PVN foram transfectados unilateralmente com o
adenovirus para direcionar a expressao da dn-SNARE sob o controle de um promotor
GFAP. A injecado do adenovirus foi realizada através de uma Unica microinjecdo de
250 nl no lado direito do PVN, usando as seguintes coordenadas: anteroposterior -1,8
mm (em relacdo ao bregma); lateral + 0,3 mm (em relacdo ao seio venoso) e
dorsoventral -7,5 mm (em relacdo a superficie craniana). Apds as microinjecoes, a

pele foi suturada e a anestesia foi revertida com atipamezol (1 mg/ kg, i.m.). Para



38

analgesia pos-operatoria, 0s animais receberam buprenorfina (0,05 mg/kg,

subcuténea) por 2 dias.

Apés 3 dias de recuperacdo do procedimento cirdrgico, 0s animais receberam
por quatro dias solucdo de NaCl 2% para que pudéssemos, ao final deste protocolo,
preparar fatias hipotalamicas e registrar a liberacdo de ATP. Neste experimento,
utilizamos dois biossensores para ATP, cada um posicionado verticalmente na
superficie de cada lado do PVN. A liberagcdo de ATP foi comparada do lado

transfectado com dn-Snare vs. lado ndo transfectado (controle).

As vias ndo-exocitoticas foram testadas farmacologicamente durante o registro
da liberacdo de ATP superfundindo os slices com o bloqueador de conexinas (NPPB,
50 uM, por 10 minutos), bem como o aCSF livre de Ca?* que estimula a abertura das
mesmas (também por 10 minutos). Também superfundimos as fatias com o
antagonista do receptor P2X7, o AZ10606120 na concentragdo de 1 puM por 10

minutos.

3.9 ANALISE DA LIBERACAO DE GLIOTRANSMISSORES E DA ATIVIDADE
ENZIMATICA DAS ECTONUCLEOTIDASES

A liberacdo de ATP, de adenosina e de lactato foi investigada quantificando a
resposta maxima da corrente (nA) a partir do momento em que as pontas dos
biossensores foram levemente tocadas na superficie do PVN. A concentracéo de cada
substancia em pM foi derivada da calibragéo inicial, quando os sensores foram
estimulados com uma concentracdo conhecida de ATP, adenosina e lactato. As
respostas aos farmacos ou solugbes foram quantificadas pela variacdo da corrente
imediatamente antes e logo apés os farmacos atingirem a fatia, somados a
concentragéo inicial. Essa analise nos permitiu eliminar o declinio natural da corrente

ao longo do tempo.

Para a avaliacdo da atividade enzimatica das ectonucleotidases mantivemos a
ponta do biossensor de adenosina em contato com a superficie do PVN e
superfundimos os slices com ATP nas concentracbes de 10 e 50 pM. Assim, a
resposta maxima causada na concentracdo de adenosina em decorréncia da
aplicacdo exodgena de ATP foi utilizada neste estudo como estimativa da atividade das

ectonucleotidases no PVN.
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3.10 FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS

Todos os farmacos utilizados nos protocolos experimentais foram diluidos em

aCSF e com pH ajustado. Utilizamos os seguintes farmacos:

e 5-nitro-2-(3-fenil-propilamino) acido benzdico (NPPB) (50 uM): bloqueador
de conexinas (Merck KGaA).

e AZ 10606120 di-hidrocloreto (1 uM): antagonista dos receptores purinérgicos
P2X7 (Tocris Bioscience).

e Adenosina 5'-trifosfato (ATP) hidrato de sal dissédico (10 e 50 uM) (Merck
KGaA).

e Adenosina (5 uM) (Merck KGaA).

e L-lactato de sédio (50 uM) (Merck KGaA).

3.11 PROCEDIMENTOS DE IMUNO-HISTOQUIMICA

A proteina acida fibrilar glial (GFAP) foi detectada pelo método de
imunofluorescéncia. Para esse fim, os ratos receberam uma overdose de anestésico
(pentobarbital sédico, 200 mg kg-1, i.p.) e imediatamente perfundidos através do
ventriculo cardiaco esquerdo com tampao fosfato (pH 7,4). Os cérebros foram
removidos e pos-fixados em paraformaldeido a 4% por 24 h e posteriormente
crioprotegidos em sacarose a 30% por mais 24 h. A regido hipotalamica foi cortada
em sec¢les transversais seriais (40 um) utilizando um criostato (Bright Instruments Ltd,
UK). As fatias cerebrais foram lavadas 3 vezes por 5 min em solugdo salina
tamponada com fosfato 0,1 M (PBS). Em seguida foram incubadas em tampéao de
blogueio (caseina 0,25% em Triton 0,1% em PBS) por 1 h, para minimizar a ligagéo
ndo especifica do anticorpo e para a permeabilizacdo da membrana celular. O tecido
foi incubado em anticorpos primarios (rabbit anti-GFAP; 1:500; DAKO), lavado 3 vezes
com PBS e subsequentemente incubado no anticorpo secundario durante 2h (Alexa
Fluor 488 Donkey anti-rabbit, 1:500 DAKO). ApGs 3 lavagens finais em PBS, o tecido
foi montado em laminas de vidro e cobertos com laminula para posterior analise de

microscopia.
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3.12 ANALISE DAS IMAGENS COM MICROSCOPIA

As imagens digitais foram capturadas usando um microscopio de fluorescéncia
Leica DM2000 (Leica Microsystems, Alemanha) acoplado a uma camera Retiga
3000C (Q Imaging, Canada). As imagens foram capturadas com a objetiva de 10X.
Todas as imagens foram capturadas pelo mesmo investigador durante a mesma
sessao e usando as mesmas configuracdes da camera. As imagens foram analisadas

pela intensidade média do valor de cinza no software WCIF ImageJ.,

3.13 ANALISE ESTATISTICA

A ingestéo de liquido (ml) e racéo (g); a pressao arterial (mmHg) e frequéncia
cardiaca (bpm) e os componentes espectrais LF da PAS (mmHg?) e LF e HF do IP
(ms?) foram comparados entre o grupo controle e SS por ANOVA de duas vias seguida

do teste post-hoc de Holm-Sidak.

A expressao génica relativa (AACt) das ectonucleotidases no PVN e a
intensidade da imunofluorescéncia (a.u.) da proteina &cida fibrilar glial (GFAP) foram

comparados entre o grupo controle e SS por ANOVA de uma via.

A concentracdo de Na* e K* (mmol/L), o hematécrito (%) e a liberacdo de ATP

e adenosina (uM) foram comparados entre o grupo controle e SS por teste t-Student.

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6.01 for
Windows. Os resultados foram representados como média + desvio padrdao (SE).
Diferencas entres pares de médias foram considerados estatisticamente significativas

[{Pe 1)

quando valores de “p” foram menores do que 5% (p<0.05).
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4. RESULTADOS

4.1 CONSUMO DE LiQUIDO E RACAO

Os resultados apresentados na figura 5 A demonstram que a quantidade diaria
de solucéo hipertbnica de NaCl (2%) ingerida pelos ratos SS foi maior que quantidade
de agua consumida pelo grupo controle entre o 3° e o 7° dia. Contudo, ndo foi
observado diferenca significativa na quantidade de racdo consumida entre os dois
grupos (figura 5 B). A maior diferenca no perfil de consumo hidrico entre os dois
grupos foi observada no dia 7 (controle: 40,5 + 6,2 ml/24h vs SS: 156,8 + 25 ml/24h
de solugao de NaCl 2%; p<0,05).

Figura 5. Consumo de liquido e racéo.
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*P<0,05 comparado com dia 1; 1P<0,05 comparado com grupo controle. ANOVA de duas
vias seguida do teste post-hoc de Holm-Sidak.
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4.2 CONTEUDO DE NA*/ K*e HEMATOCRITO

Amostras do plasma e liquido cefalorraquidiano foram coletadas ao final do
sétimo dia de ingestédo de solugdo de NaCl 2% para analise do conteudo de Na* e K*
e hematdcrito. Como é demonstrado na figura 6, diferenca significativa foi observada
apenas na concentracdo de Na* plasmatico no grupo SS em relacdo ao grupo controle
[134£2 mmol/L (controle) e 164+7 mmol/L (SS); P<0,05]. Experimentos anteriores do
nosso laboratorio ja demonstraram que 4 dias de SS foram suficientes para aumentar

a osmolaridade do plasma em 39 + 7 mOsmol/L (Ribeiro, Panizza et al. 2015).

Figura 6. Contetido de Na*/K* e hematdcrito.
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4.3 PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA DECORRENTES DA
SOBRECARGA DE SAL

Um sistema de radiotelemetria foi utilizado para determinar a progressao da
hipertensdo em ratos SS ao longo dos sete dias. Os tracados mesclados de pressao
arterial pulsatil (PAP) na figura 7 sdo representativos de um animal controle e outro

do grupo SS. Os dados médios estao representados na figura 8.

Os niveis de pressao arterial média (PAM) dos ratos SS aumentaram
progressivamente do dia 2 ao 7 (figura 8). A diferenca maxima foi observada na
comparacao entre o dia 7 e o dia 0: [PAM: 97 £ 4 mmHg (dia 0) vs 129 + 4 mmHg (dia
7) p <0,0001]. Comparando com o controle: [PAM: 104 = 3 mmHg (controle, dia 7) vs
129 + 4 mmHg (SS, dia 7) p <0,0001].

A mesma observacao pode ser feita para a pressao arterial sistélica (PAS):
[PAS 115 + 4 mmHg (dia 0) vs 151 + 4 mmHg (dia 7) p <0,0001]; vs controle: [PAS:
123 + 3 mmHg (controle, dia 7) vs 151 + 4 mmHg (SS, dia 7) p <0,0001] e para pressao
arterial diastdlica (PAD) [DBP 81 + 4 mmHg (dia 0) vs 108 + 3 mmHg (dia 7) p <0,0001];
vs controle: [PAD: 88 + 3 mmHg (controle, dia 7) vs 108 £ 3 mmHg (SS, dia 7) p
<0,0001]. A figura 8B mostra que a PAM do SS é maior na fase escura em comparacao
com a fase clara [PAM: 109 + 5 mmHg (SS, 17:00 h - dia 6) vs 141 + 2 mmHg (SS,

05: 00h - dia 7)]. Nenhuma mudanca foi observada no controle.

Figura 7. Pressdo arterial.
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4.4 ANALISE ESPECTRAL DA VARIABILIDADE DA PAS E IP

O espectro da PAS na figura 9A demonstra que a poténcia da banda LF
aumentou progressivamente do dia 0 ao dia 7 em ratos SS. Diferencas significativas
foram observadas nos dias 4, 6 e 7 (figura 9B). A diferenca maxima ocorreu entre 0s
dias 6 e 0, no periodo noturno: [LF: 1,21 £ 0,22 mmHg2 (dia 0) vs 5,01 £ 0,96 mmHg2
(dia 6), p <0,0001]. Comparando com o controle, as diferencas foram observadas
apenas nos dias 6 e 7: [LF: 2,20 £ 0,71 mmHg2 (controle, dia 6 N) vs 5,01 + 0,96
mmHg2 (SS, dia 6 N), p <0,0001].

Ao contrario do que € observado na variabilidade da PAS, a variabilidade do IP
é fortemente influenciada pelo ritmo circadiano em seus componentes LF e HF (figura
10). Diferencas significativas foram observadas nos dias 4 e 6: [LF: 0,89 £ 0,10 ms2
(controle, dia 6 N) vs 5,07 + 1,26 ms2 (SS, dia 6 N); p <0,0001] e [HF: 2,58 + 0,24 ms2
(controle, dia 6 N) vs 8,16 £ 1,75 ms2 (SS, dia 6 N); p <0,0001]. O balan¢o autonémico
cardiaco, dado pela razao entre LF/HF, foi maior no grupo SS que no controle apenas
no dia 6: [(0,34 + 0,02 (controle) vs 0,62 £+ 0,11 (SS); p = 0,002).
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Figura 9. Andlise espectral da variabilidade da pressao arterial sistolica (PAS).
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Em A: espectro da PAS; em B: area sob a curva da banda LF durante o dia (D) e a noite (N). * P <0.05
comparado com dia 0 em seu respectivo ciclo; T P <0.05 vs. controle. ANOVA de duas vias seguida do
teste post-hoc de Holm-Sidak.
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Figura 10. Analise espectral da variabilidade do intervalo de pulso (IP)
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post-hoc de Holm-Sidak.
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Os resultados da figura 11 mostram que o nivel de mRNA da E-NTPD3 & maior

no SS do que no controle no dia 7 durante o ciclo escuro [0,99 + 0,5 AACt (controle)
vs. 3,09 + 0,5ACt (SS) p = 0,0247], mas ndo durante o ciclo noturno [1 £ 0,1 AACt
(controle) vs. 1,09 £ 0,2 AACt (SS)]. Os niveis de MRNA da E-NTPD1, E-NTPD2 e E-

5'-NT néo foram diferentes entre os grupos.

Figura 11. Expressé&o génica das ectonucleotidases
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4.6 LIBERACAO DE ATP E ADENOSINA

Os dados da figura 12 mostram a liberagcdo maxima de ATP e adenosina no
PVN de ratos SS apdés 4 dias de ingestao de solucdo de NaCl 2%. Foi encontrada
diferencga no pico de liberagdo de ATP [1,13 = 0,8 uM (controle) vs. 19,16 £ 6,9 uM
(SS) p<0,0001], mas nao na liberagao de adenosina [2,15 £ 0,9 uM (controle) vs. 1,19
1 0,6 uM (SS)]. A liberacdo de ATP e adenosina também foi analisada ap6s aumentar
e diminuir a permeabilidade dos astrocitos com os seguintes moduladores de
conexinas: aCSF 0 Ca?* (que estimula a abertura das conexinas) e NPPB (50 uM)
(que produz o blogueio das mesmas) (figura 12 D e E), mas nenhuma diferenca foi

detectada.
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Figura 12. Liberacdo de ATP e adenosina.
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A atividade das ectucleotidases foi testada in vitro quantificando a produgéo

méaxima de adenosina em resposta a aplicacdo exdgena de ATP 10 e 50 uM (figura

13). Somente o ATP 50 uM evocou uma resposta detectavel, mas nenhuma diferenca

foi observada comparando as respostas do grupo controle [0,51 = 0,1 uM (acsf,
controle) vs. 1,33 + 0,3 uM (ATP 50 pM, controle)] e SS [0,77 £ 0,3 uM (acsf SS) vs.
1,82 £ 0,2 uM (ATP 50 uM, SS)].

Figura 13. Atividade das ectonucleotidases.

Adenosina (pM)

Adenosina (pM)

AN

159

109

Controle

|

][

SS

aCSF ATP 10 pM

aCSF ATP 10 puM

/

aCSF ATP 50 pM

aCSF ATP 50 pM

Atividade das ectonucleotidases medida indiretamente pela concentracdo de adenosina apés a
aplicacédo exodgena de ATP 10 (A) e 50 (B) puM.



52

4.8 IMUNOFLUORESCENCIA

A imunofluorescéncia da proteina &cida fibrilar glial (GFAP) também foi
quantificada em ratos SS apds 4 dias de ingestédo de solucdo de NaCl 2% (figura 14).
A diferenca na intensidade da imunofluorescéncia foi observada apenas no PVN: [6,9
+ 1,3 a.u. (controle) vs 27,2 £ 6,2 a.u. (SS) p = 0,0184].

Figura 14. Imunofluorescéncia.
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Intensidade da imunofluorescéncia da proteina &cida fibrilar glial (GFAP) no PVN (A), no cortex (B) e
no hipocampo (C). *P <0.05 vs controle. ANOVA de uma via.
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4.9 LIBERACAO GLIAL DE ATP POR EXOCITOSE

A injecdo unilateral do PVN do adenovirus dn-SNARE promoveu a diminui¢éo
na liberacdo de ATP em ratos SS ap0s 4 dias de ingestdo de solucao de NaCl 2%
(figura 15 B). A diferenca foi detectada comparando o lado transfectado com o lado
nao transfectado [13,88 + 0,07 uM (lado nao transfectado) vs. 6,64 + 1,64 uM (lado
transfectado) p = 0,0117]. N&o foi observada alteracdo com o antagonista P2X7 AZ

10606 1 uM (figura 15 C).

Figura 15. Liberacao glial de ATP por exocitose.
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Em A: a transfeccdo com o vetor viral AVV-sGFAP-dnSNARE-EGFP foi realizada através de uma Unica
microinjec@o de 250 nl no lado direito do PVN. Fatias hipotalamicas contendo o PVN foram preparadas para o
registro de ATP. Foi utilizado dois biossensores de ATP, cada um posicionado contralateralmente sobre o PVN.
Em B: corrente média (n=3) de ATP entre os lados transfectado (vermelho) e ndo-transfectado (verde). Em C:
efeito do antagonismo de receptores P2X7 com 0 AZ 10606 (1 uM) sobre a liberacao de ATP. *P<0,05 comparado
com lado nao transfectado por teste t de Student.
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4.10 ESTIMULO HIPEROSMOTICO NO PVN

Experimentos anteriores revelaram que a hipernatremia estimula os astrocitos
do OVLT a liberarem lactato através de transportadores de monocarboxilato (MCTSs),
gue em ultima instancia despolariza os neurdnios do OVLT que se projetam para o
PVN (Nomura, Hiyama et al. 2019). No presente estudo, para avaliarmos se
hipernatremia também estimula a liberacdo de lactato e ATP nos astrocitos do PVN
perfundimos os slices com solugédo aCSF hipertonica, com a adi¢do de 25 mM de NacCl
na solucédo (totalizando 145mM de NaCl), por 20 minutos. Para esta analise em
particular, é de fundamental importancia avaliar se a adicdo de NaCl na solucdo de

perfusdo per se alteraria a corrente dos biossensores de ATP e lactato.

Os resultados obtidos na figura 16 demostram que a adicdo de 25mM de NaCl
na solucdo aCSF néo alterou as curvas dose-respostas de ATP e lactato. No painel
inferior (figura 16 B), o estimulo hiperosmatico ndo alterou de forma significativa a
liberagdo de ATP [0 (aCSF) vs. 0,4 = 0,3 pM (+ 25mM de NacCl)], mas reduziu a
liberacao de lactato [56,3 + 9,8 uM (aCSF) vs. 44,4 + 8,6 uM (+ 25mM de NaCl)].



Figura 16. Estimulo hiperosmético no PVN.
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5. DISCUSSAO

Os principais achados apresentados nesta tese podem ser resumidos da

seguinte forma:

(1) a sobrecarga de sal dada pelo fornecimento de solugcao hipertonica de NaCl
2% em substituicdo a agua da torneira por 7 dias promoveu aumento gradual na

presséao arterial e no componente LF da variabilidade da PAS;

(2) quatro dias de ingestdo de solugdo de NaCl 2% foram suficientes para
estimular a liberacdo de ATP no PVN por um mecanismo envolvendo exocitose
astrocitica, visto que os ratos SS apresentaram uma ativacdo astroglial macica no
PVN.

(3) a expressdo unilateral da proteina dn-SNARE foi capaz de reduzir
aproximadamente 50% da liberagdo de ATP do PVN de animais submetidos a
sobrecarga de sal.

(4) diferentemente do que observamos no modelo SS, a estimulacao
hiperosmoética direta do PVN falhou em reproduzir a liberacédo de ATP, sugerindo que
a liberacdo astrocitica de ATP poderia ser dependente dos sinais osmossensoriais,

muito provavelmente provenientes dos CVOs para o PVN.

5.1 HIPERTENSAO E BALANCO AUTONOMICO

Os mecanismos que conectam a alta ingestao de sal e a HA sdo complexos e
foram objetos de intenso debate ao longo do dltimo século, sobretudo depois que
Ambard e Beaujard, em 1904, sugeriram que pacientes hipertensos tendem a reter
Na* apos algumas semanas alimentando-se com uma dieta rica em sal (MacGregor
and Wardener 1998). Essa observagdo seminal levou a comunidade cientifica a
admitir a retencédo de sal como uma das causas de edema e hipertenséo e inspirou
uma série de experimentos demonstrando que o fenétipo dos rins desempenharia um
papel central na determinacdo da hipertenséao sal-sensivel (Dahl, Heine et al. 1972,
Guyton, Coleman et al. 1972).

No entanto, achados conflitantes apareceram ao final da década de 1970 apés
a demonstracao de que a alta ingestédo de sal aumentava o débito cardiaco nas cepas

Dahl-Sal sensiveis (DS) e resistentes (DR), mas produzia vasodilatacdo em ratos DR
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e vasoconstricdo em ratos DS (Ganguli, Tobian et al. 1979). Estudos subsequentes
utilizando abordagens farmacologicas para produzir simpatectomia quimica com 6-
hidroxidopamina (Takeshita, Mark et al. 1979); ou interromper a fungcdo adrenérgica
periférica com guanetidina (Friedman, Tassinari et al. 1979) ou mesmo bloquear os
ganglios da cadeia simpatica com clorisondamina (Gordon, Matsuguchi et al. 1981)
revelaram a importancia central dos mecanismos neurais simpaticos na hipertensao

induzida pelo sal.

Corroborando os estudos acima, nosso laboratério demonstrou que ratos SS
apos quatro dias de ingestdo de solucdo de NaCl 2% apresentam um aumento
sustentado da atividade do nervo simpatico lombar e hipertensdo (Ribeiro, Panizza et
al. 2015). Além disso, em estudo recente do nosso laboratério demonstramos que
ablacdo seletiva dos neurbnios catecolaminérgicos Cl1 do RVLM preveniu o
desenvolvimento da hipertenséo arterial em ratos SS simultaneamente a atenuacéo

da influéncia simpética no sistema cardiovascular (Ribeiro, S& et al. 2020).

No presente estudo demonstramos, por meio da telemetria, que o aumento da
pressdo arterial de ratos SS foi mais notério durante os ciclos noturnos, como
observado também por outros autores (Nomura, Hiyama et al. 2019). Essas alteracdes
foram acompanhadas por um aumento gradual do componente LF da variabilidade da
PAS, sugerindo que a dominancia simpatica na hipertensédo a alta ingestao de sal
também é refletida no aumento da modulacdo do tdnus vasomotor, diferente do que é
observado por alguns autores na hipertensédo espontanea (SHR) (Abdala, McBryde
et al. 2012).

As ondas LF (comumente chamadas de ondas de Mayor) denotam o ritmo
espontaneo de 4 segundos na pressao sanguinea de ratos ou ao ritmo de 10-s na
pressédo sanguinea dos seres humanos que ocorrem em uma frequéncia menor que
a ventilagdo e geralmente sdo aumentados durante estados de ativacdo simpatica
(Parati, Saul et al. 1995, Julien 2006). O componente LF de um espectro da
variabilidade da PAS de rato é fortemente atenuado, ou mesmo abolido, apds bloqueio
agudo de receptores alfa-adrenérgicos (Japundzic, Grichois et al. 1990) ou apds o

blogueio ganglionar com hexameténio (Abdala, McBryde et al. 2012).

Uma explicacao plausivel para este resultado pode ser sustentada por estudos

gue mostraram que a alta ingestdo de sal interfere na resposta da neurotransmissao
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entre nucleos que fazem parte das vias integrativas do SNA (Simmonds, Lay et al.
2014). Neste estudo, os autores fizeram uma série de manipulacdes experimentais,
incluindo ativacdo dos aferentes ciaticos, estimulagdo do nervo depressor adrtico
(aferentes barorreceptores), ativagcdo dos aferentes do nervo vagal, expansdo do
volume sanguineo e elevacao volume do LCR, e observaram que, independente dos
niveis basais de PA, as respostas simpaticas desencadeadas por essas
manipulagbes eram significativamente maiores em ratos alimentados com ragao
hipersodica contendo 4% de NaCl (Simmonds, Lay et al. 2014). No entanto, quais
mecanismos estariam desencadeando todos esses disturbios modulatorios ainda nao

foram esclarecidos.

Mostramos também que a variabilidade do IP é fortemente influenciada pelo
ritmo circadiano em seus componentes LF e HF, que refletem respectivamente
aumento modulacdo simpatica e parassimpatica para o coracdo (Parati, Saul et al.
1995, Li, Rudiger et al. 2019). Embora o conjunto de dados que dispomos até o
momento ndo seja suficiente para interpretamos este fenbmeno com preciséo, é
possivel que a sobrecarga de sal também influencia a atividade dos neurénios do
ndcleo supraquiasmatico (SCN) que exibem atividade de marcapasso e controlam

funcdes neurovegetativas associadas ao ritmo circadiano.

Este raciocinio é baseado em estudos que demonstraram que durante o dia
neurdnios gabaérgicos do SCN inibem pré-sinapticamente os inputs excitatérios dos
neurbnios osmossensoriais do OVLT sobre os neurbnios magnocelulares
vasopressinérgicos do PVN e do nucleo supradptico (SON), e durante a noite esta
inibicdo é retirada para permitir o aumento da secrecédo de AVP durante a Ultima fase
do sono, ajudando a preservar a agua corpoérea (Colwell 2010, Trudel and Bourque
2010). Em nosso estudo, embora consideremos a analise espectral uma medida
subjetiva de avaliacdo do balan¢o autonémico, € possivel que os inputs gabaérgicos
do SCN também deprimam circuitos do PVN que influenciam a atividade do nervo
simpatico cardiaco e nervo vago, o que justificaria o “silenciamento” das bandas LF e
HF da variabilidade do intervalo de pulso nos ratos SS durante o dia.

Alternativamente, distirbios na sinalizagdo purinérgica no PVN também
poderiam justificar parte deste resultado, uma vez que o silenciamento das bandas LF

e HF da variabilidade do intervalo de pulso na fase clara ocorreu em paralelo a uma
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alta expressado génica da E-NTPD3 no PVN, que é uma das ectoenzimas com maior
afinidade ao ATP (Km ~ 75 uM) (Zimmermann, Zebisch et al. 2012). A E-NTPD3 esta
localizada na superficie celular e presumivelmente metaboliza o ATP (em ADP) que é
secretado pela célula como neurotransmissor. Sua funcdo se estende também a
metabolizacdo de ADP em AMP, que € o principal substrato usado pela E-5'-NT para
produzir adenosina (Zimmermann, Zebisch et al. 2012), cujo o efeito no e eixo
hipotalamo-neurohipofisario parece ser majoritariamente inibitério por meio da
sinalizacao de receptores A1 (Stojilkovic 2009). No entanto, ndo podemos confirmar
gue os padrdes circadianos da expressao génica da E-NTP3 no PVN poderiam de fato

ter algum papel relevante no balanco autonémico cardiaco de ratos SS.

5.2 A PRESENCA DE ATP NO PVN NAO DEPENDE DAS ECTONUCLEOTIDASES
OU CONEXINAS

Evidéncias anteriores demonstraram o envolvimento da sinalizag&o purinérgica
no hipotadlamo na regulacao da temperatura corporal (Gourine, Melenchuk et al. 2002)
e na secrecao de vasopressina (Mori, Tsushima et al. 1994). Especificamente no PVN,
a microinjecdo de ATP estimula a atividade nervosa simpatica (Ferreira-Neto, Yao et
al. 2013) bem como resposta pressora e taquicardica (Busnardo, Ferreira-Junior et al.
2013).

Sabe-se que o aumento agudo da osmolaridade plasmatica com injecao
periférica de manitol ou solucdo hipertonica de NaCl 2% ativa neurénios PVN que
expressam receptores P2X2 e produz ativacdo do nervo simpatico lombar em ratos
decorticados artificialmente perfundidos, um efeito que é atenuado pela microinjecéo
do antagonista de receptores purinérgicos P2 PPADS no PVN (Ferreira-Neto et al.,
2017). Apesar desta evidéncia de ativacao purinérgica no PVN apés o aumento agudo
da osmolaridade, ainda ndo se sabia se de fato na hipertenséo induzida por sal
existiria a liberacdo de ATP no PVN.

No presente estudo, demonstramos com 0 uso de biossensores em uma
abordagem in vitro que a sobrecarga de sal por quatro dias aumenta expressivamente
a liberacdo de ATP no PVN, mas sem afetar a concentracdo de adenosina. Este
fendbmeno parece nao ser justificado por uma falha das ectonucleotidases em

converter o ATP em adenosina, como nossa hipétese primaria predizia, porque a
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aplicacao exégena de ATP 50 uM na superficie do PVN resultou em uma resposta
semelhante na concentracdo de adenosina em ratos SS e controles. Esses resultados
nos levaram a estudar sistematicamente os mecanismos secretérios que poderiam

explicar a liberacdo de ATP no PVN.

Mostramos que a manipulacéo da permeabilidade das conexinas com o NPPB
e aCSF 0 Ca?* ndo teve efeito na liberacdo de ATP, sugerindo que essas estruturas
nao sao rotas importantes para o “leakage” de ATP no PVN durante a sobrecarga de
sal. Relatos também conflitantes forneceram fortes evidéncias de que a formacéo de
poros pelos receptores purinérgicos P2X7 (expressos em astricitos), mas nao
hemicanais, séo locais de liberacdo de ATP (Suadicani, Brosnan et al. 2006). No
entanto, em nosso estudo o antagonista de receptores P2X7 AZ 10606 também nao

foi capaz de interromper a liberacdo de ATP.

5.3 REATIVIDADE ASTROCITARIA E TRANSMISSAO PURINERGICA

A GFAP pertence a familia de filamentos intermediarios que juntamente com a
vimentina, microtubulos e filamentos de actina, constituem o citoesqueleto dos
astrocitos, estrutura que é de fundamental importancia para os processos de
transporte e metabolizacdo aminoéacidos, de glicose e outras moléculas (Li, Lundkvist
et al. 2008). Embora as implicacdes funcionais da expressdo desta proteina tenham
sido pouco compreendidas até hoje (Hol and Pekny 2015), estudos sugerem que
distarbios em sua expressdo podem determinar ndo apenas alteracées morfoldgicas,
mas também a funcdo dos astrécitos na liberacdo de (glio-) transmissores que
modulam a excitabilidade neuronal (Sheikhbahaei, Turovsky et al. 2018).

Nossos resultados revelaram que ratos SS apresentam alta expressdo de
GFAP no PVN sem nenhuma alteracéo no cértex ou hipocampo, regides que foram
usadas aqui como controles. Por razdes ainda ndo compreendidas, este resultado se
difere do que é observado na literatura relacionado a desidratacdo. Por exemplo,
estudos revelaram uma reducgéo importante na imunorreatividade de GFAP ao mesmo
tempo um aumento na imunorreatividade de VP no PVN e no SON de roedores da
familia Muridae (espécie adaptada a vida no deserto) quando submetidos a privagcéo
prolongada de 4gua (Gamrani, Elgot et al. 2011), o que é no entanto, uma reagao
integralmente normalizada apds um periodo de reidratacéo (Elgot, El Hiba et al. 2012).
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Evidéncias também em cultura primaria de astrdcitos hipotalamicos revelaram
que a exposicdo destas células em meio hipertdnico reduz significativamente a
imunorreatividade de GFAP bem como a capacidade dos astrécitos em recaptar
glutamato (Souza, Vechiato et al. 2020). Por fim, ratos Sprague-Dawley submetidos a
ingestdo de racdo contendo 4% de NaCl durante sete dias ndo apresentaram
alteracdes significativas na expressdo de GFAP no PVN (Moreira, Chaudhary et al.
2019).

O aumento da expressdo de GFAP € uma das principais caracteristicas que
definem o fenbmeno de reatividade astrocitaria, ou como alguns autores a definem
“astrogliose reativa”, que € geralmente causada por uma reacgéo glial a citocinas como
TGF-a, CNTF, IL-6, e LIF, cuja producdo é aumentada durante distarbios
neurolégicos, como neurotrauma, acidente vascular cerebral isquémico e doenca

neurodegenerativa (Hol and Pekny 2015).

Linhas de pesquisas mais recentes vém surgindo que a dieta rica em sal pode
ocasionar uma reducdo na perfusdo sanguinea cerebral e prejuizo cognitivo em
camundongos (Faraco, Brea et al. 2018, Schmidt-Pogoda, Strecker et al. 2018). A
reducdo do suprimento adequado de Oz cerebral, como observada também em SHR,
é de fato uma condi¢cdo que leva alta expressao de GFAP no tronco encefélico bem
como liberacdo glial de ATP e lactato nos circuitos reguladores da atividade nervosa
simpatica (Marina, Ang et al. 2015, Turlejski, Humoud et al. 2016). E proposto neste
contexto que o0s astrécitos sdo importantes sensores fisioloégicos da perfuséo
sanguinea cerebral (e também hipdxia e hipercapnia) e exibem um papel fundamental
na regulacdo da circulacdo cerebral e sistémica, via ativacdo purinérgica no bulbo
(Marina, Turovsky et al. 2017, Marina, Christie et al. 2020).

No presente estudo, mostramos que a microinjecao unilateral no PVN do
adenovirus dnSNARE que estimula a expressdao da proteina SNARE dominante
negativa seletivamente sob promotor GFAP foi capaz de reduzir aproximadamente em
50% a liberagcéao de ATP, comparando o lado transfectado vs nao transfectado do PVN.
Este resultado sugere que o ATP é liberado pelos astrocitos por via exocitotica
(SNARE-dependente) similar ao que ocorre no tronco encefalico em resposta a queda
na perfusdo sanguinea cerebral (Marina, Christie et al. 2020) ou durante a hipéxia e

hipercapnia (Sheikhbahaei, Turovsky et al. 2018). No entanto, ndo se pode
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desconsiderar a possibilidade que a interferéncia génica restringiria a liberacao glial
exocitética de outras classes de gliotransmissores os quais poderiam estimular os
neurénios do PVN a liberarem ATP. Neste caso, os astrécitos estariam envolvidos
com a liberacdo de ATP de forma indireta.

Estimulamos hiperosmoticamente as fatias hipotalamicas contendo o PVN com
aCSF hipertonico (com adicdo de 25 mM de NaCl em aCSF) e ndo observamos
liberacdo de ATP no PVN. Este resultado corrobora dados anteriores do nosso grupo
de pesquisa que a microinjecao de solucéo hiperosmotica no PVN (solucdo de Ringer
contendo 135 mM de NaCl) ndo resulta em ativacdo simpatica (Antunes, Yao et al.
2006). Assim, o estimulo para liberacdo de ATP nao parece ser resultado de um efeito
direto do Na* ou da hiperosmolaridade sobre o PVN, embora alguns estudos tenham
correlacionado o aumento da expressado de canais epiteliais de Na* ndo voltagem-
dependentes (ENaC) no hipotalamo no desenvolvimento da hipertenséo arterial em

ratos Dahl-Sal sensiveis (Sharma, Haque et al. 2017, Mills, Sharma et al. 2018).

O SFO e OVLT sao as duas mais importantes estacfes sensoriais que
detectam elevacdes na osmolaridade do plasma ou no LCR em situacdes de
desidratacdo ou alta ingestao de sal (Bourque 2008). ApoOs a observacédo que a injecdo
de solucdo de NaCl hipertbnica no terceiro ventriculo cerebral estimula a sede,
secrecdo de VP e atividade nervosa simpatica de forma mais intensa que a injecéao de
solucéo hiperténica equiosmolar de sacarose ou manitol levou-se a interpretacao da
existéncia de mecanismos distintos osmossensorias bem como Na*-sensoriais nestas

estruturas (McKinley, Denton et al. 1978, Kinsman, Browning et al. 2017)

Experimentos mais recentes revelaram que os neurénios do SFO e do OVLT
gue se projetam para o PVN (identificados por meio de injecdo de marcador retrégado
no PVN) sdo ambos ativados durante a alta ingestdo de sal, mas a contribuicdo na
deteccdo de Na* parece ser significativamente maior por parte do OVLT do que o SFO
primeiro porque a porcentagem de neurdnios FOS positivos no OVLT ap6s a alta
ingestéo de sal é relativamente maior, e a atividade do OVLT é atenuada em animais
knockout para um tipo de canal de Na* voltagem dependente (Nax) (Nomura, Hiyama
et al. 2019).

Os canais Nax (também conhecido com SCN7A) sdo majoritariamente

expressos em astrocitos e desempenham um papel fundamental na deteccéo de [Na*]
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no plasma e no LCR. A hipernatremia estimula a captacéo de glicose pelos astrécitos
do OVLT que levam a liberacdo de &acido latico e H* por transportadores de
monocarboxilato (MCTs) levando a acidificagdo do meio. Como consequéncia, ocorre
a abertura dos canais ibnicos sensiveis a &cido do tipo 1a (ASICla) expressos na
membrana dos neurénios do OVLT que se projetam para o PVN, levando a sua
despolarizacdo (Nomura, Hiyama et al. 2019). Ja as mudancas no volume celular
causados por alteragcbes da osmolaridade per se é percebida diretamente pelos
neurdnios que expressam receptores de potencial transitério vanildide (TRPV) do tipo
1 e 4 (Noda and Sakuta 2013, Sakuta, Nishihara et al. 2016).

No presente estudo, descobrimos que o estimulo hiperosmotico direto com a
exposicao das fatias hipotalamicas contendo o PVN ao aCSF hipertbnico diminui a
liberacao de lactato, sugerindo que os astrocitos do PVN e do OVLT exibem respostas
funcionais distintas quando sdo expostos ao Na*. No entanto, a relevancia fisiolégica
destas distintas carateristicas fenotipicas entre os astrécitos do PVN e do OVLT ainda

precisam ser examinas em experimentos futuros.

5.4 CONSIDERACOES SOBRE OS ASPECTOS TRANSLACIONAIS DA
SOBRECARGA DE SAL

O consumo excessivo de sal é historicamente considerado um importante fator
gue contribui para patogénese da HA (DiNicolantonio and O’Keefe 2017). Uma analise
sistematica realizada a partir de dados da excrecdo urinaria de Na* de 24h da
populacdo de 187 paises entre as décadas de 1990 e 2010 revelou que a ingestéo de
Na* excedeu neste periodo o dobro do que é recomendado pela OMS e American

Heart Association em quase todos paises analisados (Powles, Fahimi et al. 2013).

No Brasil, por exemplo, o consumo médio de Na* em 2010 foi de 4,11 g/dia (ou
10,2 g de NacCl), valor proximo ao registrado em 1990 de 3,89 g/dia. Estes numeros
estdo em linha com uma pesquisa mais recente realizada em uma amostra da
populacdo de Vitéria (ES) onde o consumo de Na* em 2015 foi de 4,16 g/d (ou 10,4 g
de NaCl), sendo que uma parcela significativa da populagdo ingeriria quantias
superiores a 15 g/dia de NaCl, trés vezes mais do que é recomendado pela OMS

(Rodrigues, Souza Junior et al. 2015).
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Do ponto de vista translacional, a reprodutibilidade da HA em ratos a partir de
modelos de sobrecarga de sal com mesmo espectro de consumo de Na* dos seres
humanos, isto é, ingesta de Na* em torno de 2 a 3 vezes mais do que é recomendado
pelas agéncias de salde, tem sido uma tarefa complexa no panorama experimental,
sobretudo por demandar um periodo relativamente grande para inducao da HA. Por
exemplo, considera-se um periodo minimo de 12 semanas a partir do desmame para
que ratos Wistar desenvolvam HA se ingerirem ragdo com teor moderado de sédio
(0,9% Na* ou 2% NacCl) que representa um pouco mais de 3 vezes o contetdo de Na*
de uma racdo comum para ratos (0,27% de Na*) (Gomes, Sa et al. 2017). Ratos SD
guando submetidos a ingestdo de dieta contendo 3,2% de Na* (8% NaCl),
ultrapassando 10 vezes o normal, demoram seis semanas para Se tornarem
hipertensos (Gu, Bailey et al. 2008). Um outro estudo com esta mesma linhagem de
animais demonstrou que a ingestéo de dieta moderada em sddio (0,9% de Na* ou 2%
NaCl) s6 produz aumentos significativos nos niveis pressoricos se acompanhado por

infusdo subcutanea crénica de angiotensina Il (King, Osborn et al. 2007).

Neste contexto, o fornecimento de solucdo de NaCl 2% em substituicdo a dgua
da torneira por 4 a 7 dias, como utilizado aqui e por outros autores (Choe, Han et al.
2015, Ribeiro, Panizza et al. 2015), tem sido uma alternativa eficaz para induzir HA ja
a partir do segundo dia de ingestao de solucdo de NaCl 2%, como nossos resultados
atuais demonstraram. Apesar do distanciamento da quantidade de Na* ingerida pelos
seres humanos, uma vez que a ingesta média de solucdo de NaCl 2%por parte dos
animais SS foi préxima de 100 ml por dia (ingestéo de sal aproximada de 2 g/dia), este
modelo garante a indugcédo da HA por mecanismos puramente sal-dependentes.

Limita-se, neste modelo, a chance do corpo do animal restaurar o set point
osmorregulatério devido a auséncia da bureta com agua de torneira, forcando um
desequilibrio entre o teor de e agua e sodio. De fato, experimentos anteriores do nosso
laboratério demonstraram que a ingestdo da solugdo de NaCl 2% por quatro dias
aumenta a osmolaridade plasmatica em aproximadamente 40 mOsmol/L (Ribeiro,
Panizza et al. 2015). Aqui, mostramos também que a concentracédo de Na* plasmatica
€ aumentada sem modificar o hematdcrito, sugerindo que ndo ha alteracbes

significativas de volume plasméatico neste modelo experimental.
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Demonstramos também que a HA nos animais SS ndo depende do aumento
da concentracdo de Na* no liquido cefalorraquidiano (LCR) como € sugerido
acontecer em animais Dahl-S, em animais espontaneamente hipertensos (SHR) sob
ingestdo de dieta hipersodica (8% NaCl) (Huang, Vliet et al. 2004), no protocolo
DOCA-sal (Nomura, Hiyama et al. 2019) bem como em ratos Wistar pos-desmame
submetidos a ingestao de racdo com teor moderado de sodio (0,9% de Na*) por doze
semanas (Gomes, Sa et al. 2017). E interessante notar que neste Gltimo estudo a HA
€ estabelecida mesmo sem alteracdo da concentracao plasmatica de Na* (Gomes, Sa
et al. 2017). Com base nesta evidéncia e em nossos resultados, € possivel que os
mecanismos adaptativos nos circuitos neurais que controlam a atividade nervosa
simpética cardiovascular sejam mais importantes para a manutenc¢édo da HA do que

um efeito tdnico da hipernatremia sobre as células osmo e Na*-sensiveis dos CVOs.

5.5 CONSIDERACOES FINAIS

A figura 17 é um desenho esquematico que resume as principais vias de
integracdo neuronal hipotalamica e tronco-encefélicas envolvidas na hipertenséo
neurogénica decorrente da sobrecarga de sal. Além disso, descreve em detalhes o
avanco que nosso laboratério tem feito nos estudos de mecanismos de

neuronstramiss@o envolvendo a sinalizagdo purinérgica ao nivel de hipotalamo.

O SFO, OVLT e o MnPO apresentam conexdes diretas e indiretas com a
subdivisdo parvocelular do PVN onde residem os neurbnios pré-autondmicos
simpéticos que se projetam para regides do tronco cerebral (como o ndcleo do trato
solitario [NTS] e bulbo ventrolateral rostral [RVLM]) e medula espinhal (Toney and
Stocker 2010).

No PVN, a combinacéo de PPADS e o antagonista de receptor ndo-NMDA para
glutamato CNQX atenuam a resposta simpatoexcitatéria evocada pelo ATP de uma
forma mais acentuada que o PPADS individualmente, aventando a hipétese de que o
ATP e glutamato séo co-liberados neste ambiente (Ferreira-Neto, Yao et al. 2013).
Dados subsequentes suportam a hipétese de um acoplamento funcional entre
receptores P2 e AMPA (provavelmente de localizacédo extrasinaptica) em neurdnios
PVN-RVLM, o qual estimula a atividade de neurbnios pré-autonémicos simpaticos do
PVN (Ferreira-Neto, Antunes et al. 2015).
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Nossos resultados atuais sugerem que na hipertensdo induzida por sal o ATP
é liberado pelos astrécitos do PVN por via exocitética (SNARE-dependente) e o
estimulo ndo parece ser resultado de um efeito direto do Na* ou da hiperosmolaridade
sobre os astrocitos do PVN, o que é natural considerando o fato que PVN é protegido
pela barreira hematoencefalica. Sugere-se entdo que inputs excitatorios dos CVOs
sobre o PVN poderiam promover mudancas morfofuncionais nos astrocitos o que
levaria subsequente liberacdo de ATP. Dados funcionais ja publicados anteriormente
complementam nossos achados de que a microinjecdo do antagonista de receptores
purinérgicos P2 no PVN atenua a resposta simpatoexcitatoria mediada por aumento

agudo da osmolaridade plasmatica (Ferreira-Neto, Ribeiro et al. 2017).

No RVLM estéo localizados os neurdnios catecolaminérgicos C1 que tém sido
amplamente estudados devido a sua capacidade de controlar o nivel de pressao
arterial, principalmente em situacdes de estresse homeostatico, conforme sugerido
por alguns autores, como “técnicos médicos de emergéncia do corpo” (Guyenet,
Stornetta et al. 2013). Recentemente demonstramos que ablacdo seletiva dos

neurénios catecolaminérgicos C1 do RVLM por meio inje¢cdes de anti-DEH-SAP no
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RVLM atenua a hipertenséo arterial em ratos SS, além de atenuar também a influéncia

simpatica no controle neural da circulacao (Ribeiro, S& et al. 2020).
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Figura 17. Papel dos astrécitos na liberac@o de ATP no PVN durante a sobrecarga de sal.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que a sobrecarga de sal dada pelo suprimento de
solucéo hipertdnica com NaCl 2% néo afeta a atividade das ectonucleotidases, mas

estimula os astrécitos do PVN a liberarem ATP por uma via exocitotica.
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