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RESUMO

Este estudo investigou a participacdo de 6xido nitrico (NO) e mondxido de carbono
(CO) na regulagéo da secrecdo de peptideo atrial natriurético (ANP), em condicdo basal ou
estimulada por variaces na osmolalidade dependente de sddio em explantes de bulbo
olfatério (BO) de rato in vitro. Foram utilizados ratos Wistar machos adultos pesando 220-
2509, mantidos sob condic¢des controladas de temperatura (23-25°C) e iluminagédo (12 h de
luz/12 h de escuro). Os animais foram decapitados, os BOs retirados e mantidos em solucao
de tampao fosfato (2 a 5 °C) até a pré-incubacdo (60 min) para padronizacdo da secrecdo
basal de ANP. Apos este tempo o meio foi trocado e nova incubagdo com as drogas teste
ocorreu por mais 30 min. A solugdo nutriente utilizada foi Krebs mantida em atmosfera de
02 (95%) e CO;, (5%) em pH 7,4 a 37 °C com agitacdo continua (50 ciclos/min) em banho
tipo Dubnoff. A concentracdo de ANP ou nitrato (metabolito exclusivo de NO) foi medida
em amostras de meio por técnica de radioimunoensaio por duplo anticorpo ou
quimiluminescéncia respectivamente. Medidas indiretas de atividade de NO sintase (NOS)
intracelular foram realizadas por técnica de cintilacdo liquida para **C-citrulina formada
(NO por estequiometria) a partir da captacdo pelo tecido de **C-L-arginina. Os resultados
expressos em média + erro padrdo da media foram comparados e as diferencas estatisticas
(95%) confirmadas por anélise de variancia e pds-teste de Neulman Keuls. Os resultados
mostraram que a secrecdo de ANP foi estimulada e a producdo de nitrato (NOs) inibida por
aumento da osmolalidade de 280 para 340 mOsm/Kg H,0. Efeito inverso foi observado
quando a osmolalidade foi diminuida de 280 para 240 mOsm/Kg H,O, indicando que o BO
pode responder com a ativagdo de vias inibidoras (ANPérgicas) de sede preferencial para
sodio quando for detectado o aumento da oferta desse ion. Similar aumento da secregéo de
ANP ocorreu apés a adicdo de I-nitroarginina metil éster (L-NAME), um inibidor da NOS,
e diminuicdo, ap0s tratamento com nitroprussiato de sddio (SNP) e cloreto de 3-
morpholinylsydnoneimine (SIN-1), doadores de NO, em condi¢do basal ou estimulada por
sodio hiperténico (340 mOsm/Kg H,0), sugerindo que o NO pode atuar de forma ténico-
inibitéria sobre a secrecdo basal de ANP e atenuar sua resposta secretora resultante a
incremento de concentracdo de sédio e osmolalidade no meio. Essa inibigdo nitrérgica pode
ocorrer via producdo de guanosina monofosfato ciclico (GMPc), desde que adi¢do de um
inibidor da guanilato ciclase soluvel (GCs), o 1H-[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]-quinoxalin-1-
one (ODQ) resultou em aumento da secre¢do de ANP inibida por SIN-1 na condigéo de iso
ou hiperosmolalidade. Individualmente, ODQ s6 estimulou a secrecdo de ANP em
condicdo basal, sugerindo que nessa condicéo a producdo de GMPc néo seja suficiente para
manter inibida a secre¢do de ANP. O monoxido de carbono (CO) poderia ser um fator
restritivo para a producdo de GMPc e NO, desde que a diminuigéo da producdo de CO por
por Zinco deuteroporfirina 2,4-bis glicol (ZNDPBG), um inibidor de Hemeoxigenase
(enzima de sintese de CO), resultou em diminuicdo da liberacdo de ANP e aumento da
producdo de C-citrulina, em condicfo iso ou hiperosmética. Concluindo, este estudo
retine evidéncias que confirmam a reatividade do BO em liberar ANP como resposta a
variacdes de osmolalidade dependente de sdédio, a qual, pode ser modulada de forma
inibitoria por NO via GMPc. Finalmente, que este mecanismo inibidor pode ser limitado
pela producdo de CO como consequiéncia da producédo de NO.



Palavras-chaves: peptideo natriuretico atrial, bulbo olfatério, oxido nitrico,
mondxido de carbono, osmolalidade, sédio.



ABSTRACT

This study was performed to investigate the role of nitric oxide (NO) and carbon
monoxide (CO) in the regulation of basal or hypertonic sodium-induced atrial natriuretic
peptide (ANP) secretion from in vitro olfactory bulb (OB) explants. Male adult rats
weighting 230-250 g were maintained under environmental controlled conditions of
temperature (23-25 °C) and illumination (12 h light/12 h dark). The rats were killed by
decapitation and OB extirpated and dissected under ice cold phosphate buffer solution (2-5
°C). The BOs were distributed into individual tubes and pre-incubated (60 min) into
Dubnoff bath immersed in Krebs salts solution under 95% O, and 5% CO, gaseous
atmosphere, 37 °C, pH 7,4 and continuous shake (50 cycles/min). Samples of medium were
collected and frozen at -70 °C for posterior measures of ANP by double antibody
radioimmunoassay, nitrate (metabolite of NO) by quimiluminescence and **C-citruline by
liquid scintillation beta emissions count techniques (indirect measure of NO sintase
activity). The data were presented as mediantSEM and difference between groups
compared by one way ANOVA and Newman Keuls applied as post test. The results
showed direct relation between ANP release and sodium-induced osmolality changes (280
to 340 mOsm/Kg H,O or 280 to 240 mOsm/Kg H,0). In opposition, inverse behavior
occurred to nitrate production after similar changes on sodium concentration in the medium
(0,15 to 0,19 or 0,15 to 0,13 M) suggesting that OB may to control increases in
extracellular sodium levels by stimulating ANP release or inhibiting NO production. In
fact, the use of donors as 0,3 mM sodium nitroprussiate (SNP) and 0,3 mM 3-
Morpholinylsydnoneimine Chloride (SIN-1) or the inhibitor of NOS 0,5 mM I-
nytroarginine methyl ester (L-NAME) induced decrease or increase, respectively, in ANP
release to the medium. These effects may be occurred via cyclic guanosine monophosphate
(cGMP) synthesis since that addition of 1H-[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]-quinoxalin-1-one
(ODQ), a inhibitor of soluble guanilate cyclase (sGC), induced a significant increase in
ANP release inhibited by SIN-1. ODQ individually only stimulated the basal ANP release
suggesting that under hypertonic sodium stimulated condition the endogenous cGMP
production follow the lower NO synthesis activity. These low NO production may depend
of high CO levels since that blockage of Hemeoxigenase (enzyme that synthesize CO) by
Zinco deuteroporfirina 2,4-bis glicol (ZNDPBG) induced decrease in ANP release and
increase in “*C-citruline production. This study showed evidences that confirm the ANP
neurosecretor osmoresponsivity may depend of NO inhibitory mechanism via cGMP. The
synthesis of NO and cGMP (indirectly), by your hand, may to depend of a negative
feedback activated by CO production.

Keywords: peptide atrial natriuretic, olfactory bulb, nitric oxide, carbon monoxide,
osmolality, sodium.
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1.1. Equilibrio hidrossalino

A manutencdo do equilibrio hidrossalino ou hidroeletrolitico depende de uma
precisa regulacdo da osmolalidade bem como de volume dos fluidos corporais que por sua
vez, dependem de rigoroso controle da oferta de sddio para o meio extracelular, visto que
este ion corresponde ao elemento de maior concentragao neste compartimento e, portanto, o

maior determinante da osmolalidade plasmatica (Antunes-Rodrigues e cols., 2004).

O equilibrio hidrossalino é imprescindivel para a sobrevivéncia do individuo e
prioritariamente € mantido pela regulacdo da ingestdo de &gua e sodio, bem como pela
excrecdo ou reabsorgdo, principalmente pelos rins, em casos de excessos ou perdas

fisioldgicas e patoldgicas destes dois componentes, respectivamente.

A perda hipotonica de sodio por vias excretoras (ex. glandulas sudoriparas) esta
associada a perda de volume intra e extracelular (hipovolemia) é detectada pelo sistema
nervoso central (SNC) e estimula respostas neuroenddcrinas que resultam em inducdo a
sede e ao apetite ao sodio ou diminui¢do da excrecdo de agua pelos rins moduladas pelo
ADH, hormoénio antidiurético liberado pela neurohipéfise a fim de poupar agua para
corrigir perda de volume. Em sentido contrario, 0 aumento da oferta hipertonica de sodio
reflete a transferéncia de volume celular para o compartimento extracelular a qual é
sinalizada por sede e inibicdo do apetite ao sodio (hiperosmoética), que invariavelmente

resulta em hipervolemia. Esta condi¢cdo também aumenta a liberacdo de ADH que agira

12



poupando agua e excretando sodio renal e assim diluindo o plasma (para revisdo

Fitzsimons, 1998).

Portanto, a sede € estimulada pela desidratacdo celular que pode ocorrer tanto pela
diminuicdo do volume sanguineo, denominada sede extracelular (por exemplo: hemorragia,
diarréia) quanto pelo aumento da osmolalidade plasmatica, denominada sede intracelular
(por exemplo: sobrecarga intravenosa de solucdo hipertdnica ou dieta hiper sddica). O
mecanismo de correcdo de hipertonicidade mostra-se bem eficiente, e sensivel, pois
aumentos de 1 a 2% da osmolalidade podem provocar respostas neuroenddcrina e indugao
da ingestdo de &gua, sendo que apenas uma reducdo de aproximadamente 10% de volume

plasmatico é capaz de gerar tal estimulo (Para revisdo, Antunes-Rodrigues e cols., 2004.).

Entdo, em condi¢bes de equilibrio dindmico (homeostase) limites alostaticos
(condigdes adaptativas funcionais) de balanco hidrossalino sdo regulados para garantir as
condigdes fisioldgicas. A perda de sodio resulta em perda de volume e na perda inevitavel
de agua nela dissolvidos. O equilibrio osmético entre os meios intra e extracelulares é,
portanto, a estratégia mais eficiente para garantir trocas de agua e outros solutos entre 0s

meios intra e extracelular.

Por fim, varia¢fes da concentracdo de sodio podem alterar a osmolalidade do liquido
extracelular, que no plasma corresponde a cerca de 280-290 mOsm/Kg de H,O, e
consequentemente, geram variacdes de volume no plasma que sdo rigorosamente
monitoradas e podem ser detectadas pelo SNC por osmorreceptores, neurdnios sensiveis a
fluxos bidirecionais de agua ou sodio através da membrana plasmaética. Estas células

informam as alteragdes no balango de ions e liquidos corporais ao hipotalamo e outras
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regides do SNC, envolvidas com a regulagdo do balanco hidroeletrolitico, cujo
processamento permite respostas reguladoras neuroenddcrinas integradas garantindo a
manuten¢do do balanco hidroeletrolitico por vias humorais ou neurais (Antunes-Rodrigues
e cols., 2004). Na regido anterior ao terceiro ventriculo, esses sensores detectam variagdes
de osmolalidade e concentracdo de sddio nos chamados 6rgdos circunventriculares (OCVs).
Estes neurbnios (osmorrreceptores) estdo conectados ao sistema renina-angiotensina
sistémico o qual veremos com mais detalhes a seguir. A sede pode ser induzida por
ativacdo destes neurdnios ou por ativagdo dos neur6nios angiotensinérgicos diretamente nos

OCVs ou AV3V como mostrado na Figura 1.

Hormonios
Circulantes (ANG I1
ou ANP) T

Hipertonicidade
Sistémica

Figura 1. Regulacdo da ingestdo de agua promovida pelo sistema angiotensinérgico
agindo sobre os érgdos circunventriculares. A sede eliciada pela hipertonicidade plasmatica
ou ANG Il é antagonizada por ANP. OVLT- 6rgdo vasculoso da lamina terminal; SFO-
orgao subfornicial; MnPO- nlcleo pré-dptico mediano; AV3V- area Antero-ventral do
terceiro ventriculo; AC- comissura anterior; OC- quiasma 6ptico. Mckinley & Johnson,
2004.
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Desde a década de 60 (Grossman, 1960 e 1969; Covian e Antunes-Rodrigues, 1963)
encontramos evidéncias que o hipotalamo € um importante ndcleo regulador deste balanco.
Atualmente, alguns estudos demonstram a existéncia de varios circuitos hipotaldmicos
integrativos que estimulam outras areas, integrando um circuito neural que participaria
desta regulacdo e, portanto, respondem a variagdes de volume e osmolalidade do plasma,

COMO veremos a seguir.

1.2 Circuitos hipotaldmicos e limbicos reguladores do balanc¢o hidrossalino.

Em meados da década de 30 (Richter, 1936) e 40 (Covian e cols., 1946), foi
demonstrado que a extirpacdo cirdrgica das adrenais resultava em um aumento acentuado
da ingestdo de sal, sugerindo um importante papel deste 6rgdo como um agente
intermediéario para poupar sodio, cuja auséncia poderia ativar mecanismos cerebrais
determinantes do apetite ao sddio. A conexdo que faltava ser estabelecida entre as adrenais
e o sistema nervoso central foi enfim concretizada com a descoberta de um peptideo que
age provocando aumento de pressdo por sua acdo vasoconstritora e pela retencdo indireta
de volume ao estimular a produgdo de mineralocorticdides adrenais, como a aldosterona.

Esse peptideo é a angiotensina Il (ANG Il), produzida a partir da conversdo da

angiotensina I (ANG 1), pela enzima conversora de angiotensina (ECA), principalmente nos
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pulmdes. Sendo que a diminuicdo da perfusdo (fluxo sanguineo) renal, que pode ser
causada por hipovolemia, é o principal estimulo para o aumento da ANGII circulante, pois
promove a liberagdo de renina pelas células justaglomerulares renais, esta enzima, por sua
vez promove a conversao do angiotensinogénio na corrente sangliinea em Angiotensina I.
A ANG I além de seus efeitos pressoricos também atua estimulando a ingestdo de dgua na

area septal e de sal e agua no hipotalamo (para revisdo ver Fitzsimons, 1998).

Outros estudos desenvolvidos por Covian e Antunes-Rodrigues (1963), viriam
demonstrar que lesdes de estruturas hipotalamicas comprometiam o controle estimulador da
regido antero-medial (onde hoje se identifica o nicleo paraventricular - PVN) e o controle

inibidor da por¢do medial e lateral do hipotalamo sobre a ingestéo de sodio.

A partir destes estudos novas areas foram caracterizadas como importantes centros de
controle do apetite seletivo para sddio ou agua. Por exemplo, o complexo amigdal6ide que
é uma area que possui conexdes com o hipotalamo foi investigado por Gentil e cols (1968)
e Cox e cols (1978), os quais demonstraram a existéncia de um controle antagbnico de
ingestdo de sdédio e estimulante para a ingestdo de agua, desde que lesdes bilaterais do
nacleo cértico-medial aumentaram a ingestdo de sddio e diminuiram a ingestdo de agua,
enquanto que lesdes do nucleo baso-lateral diminuiram preponderantemente a ingestdo de
sodio.

Por outro lado, lesGes da porcdo medial ou lateral da &rea septal, (que possuem
conexdes neurais tanto com o hipotadlamo como com o complexo amigdaldide) resultaram
na perda de um importante componente inibidor da ingestdo de sodio. Quando as lesbes
foram estendidas a regido como um todo, uma resultante diminuicdo da ingestdo de agua

ocorreu em oposicao a potenciagdo do estimulo de ingestdo de NaCl. (Gentil e cols., 1968;
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Chiaraviglio, 1969). E ainda les6es extensivas no bulbo olfatério (BO), também resultaram
em aumento da ingestdo de sddio, ou seja, perdia-se um componente inibidor da ingestdo de

sodio (Chiaraviglio, 1969).

Por fim, um circuito hipotético (figura 2) , no que diz respeito aos nucleos envolvidos
com a regulacdo da ingestdo de agua e sal, o hipotdlamo anterior apresenta uma regulacao
antagobnica, a estimulacdo da parte anterior medial (HAM), favoreceria a ingestdo de sal,
enquanto que a ativagdo da regido antero-lateral (HAL) inibiria a ingestdo. A partir de
conexBes com outras regides como a amigdala, que também parece conter nicleos com
acOes antagobnicas, pois a estimulacdo do complexo amigdaléide baso-lateral, reforcaria a
regulacdo exercida pelo hipotadlamo anterior medial, e a0 mesmo tempo inibiria a por¢ao
antero-lateral, a fim de aumentar a ingestao de sodio em situacGes de déficit deste elemento.
J& a regido cortico-medial realizaria regulacdo inversa, reforcaria a ativacdo da regido HAL
e inibiria (HAM), que resultaria em inibi¢do da ingestdo de sddio. E ainda a area septal e 0
bulbo olfatério, adicionalmente modulariam a regido inibidora da amigdala e do
hipotalamo, contribuindo com a resposta inibidora a ingestdo de sal exercida por essas

areas. (Antunes-Rodrigues, e cols. 2004).
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Figura 2. Circuito hipotético de regulacdo da ingestdo de sal, idealizado por Covian e
cols., 1975, envolve os nucleos hipotalamico anterior, complexo amigdaldide, que possuem
regides antagbnicas para regulacdo da ingestdo de sal. A area septal e bulbo olfatério
promovem modulacdo das regides inibitdrias, contribuindo para este efeito. Na balanca o
sinal negativo significa perdas e o positivo significa ganhos de sodio circulante. Entéo o
sistema tenta equilibrar a balanca ou estimulando (+) ou inibindo (-) a ingestdo de sddio

Inimeras investigacOes a partir de entdo foram realizadas com o intuito de desvendar
possiveis circuitos envolvidos no controle cerebral do comportamento de ingestdo seletiva
para sal e 4gua. Os primeiros estudos que determinaram ac¢Ges de transmissores sinapticos
nos circuitos que regulam a homeostase dos liquidos corporais foram publicados por
Grossman (1960, 1969) na década de 60. Estes estudos demonstraram que a estimulagdo
colinérgica e noradrenérgica de regides hipotalamicas e extra-hipotalamicas provocavam

um aumento na ingestdo de agua e alimento.
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Por outro lado, outras investigagdes mostraram que a estimulacdo colinérgica e
angiotensinérgica da regido antero-ventral do terceiro ventriculo (AV3V) causou um rapido
aumento na ingestdo de agua seguida de natriurese (aumento da excrecdo de sodio) em
animais saciados (Grossman 1969; Antunes-Rodrigues e McCann 1970; Fitzsimons 1970;

Fitzsimons e Stricker 1971).

Adicionalmente, evidenciou-se que a inje¢éo intracerebroventricular (icv) de carbacol
(um agonista colinérgico) resultou em dramaética natriurese e antidiurese, semelhante aos
efeitos observados com a injecdo central (icv) de solucéo salina hipertonica (Dorn e Porter
1970). Estes achados mostraram que é possivel mimetizar respostas fisiolégicas ao aumento
de osmolalidade no liquido extracelular com a ativagdo de receptores colinérgicos no
hipotadlamo, ou seja, significando que projecGes colinérgicas para esta regido poderiam

representar um circuito importante sinalizando para a regulacdo do desequilibrio osmético.

Estudos subsequientes mostraram que agonistas e antagonistas colinérgicos e alfa-
adrenérgicos administrados na &rea septal, AV3V ou terceiro ventriculo alteravam a
resposta natriurética e antidiurética estimulada por carbacol (Dorn e cols., 1970; Morris e
cols., 1976; Saad e cols. 1975 e 1976; Camargo e cols., 1976 e 1979; Franci e cols., 1980,
1983, Menani e cols., 1984; Rocha e cols., 1985, 1999). Em outras investigagdes observou-
se que a fentolamina, um antagonista alfa-adrenérgico, aboliu a natriurese estimulada por
microinjecdo de solugdo salina hipertonica, norepinefrina ou carbacol no terceiro
ventriculo. Adicionalmente, a administracdo de isoproterenol, um agonista beta
adrenérgico, resultou em reducdo da excrecdo renal de sodio e potassio, efeito inverso
obtido pela administragdo isolada de propanolol, um beta-bloqueador, que também

potenciou a resposta natriurética quando associado ao carbacol. O bloqueio colinérgico com
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atropina diminuiu a resposta a norepinefrina e suprimiu a natriurese resultante a injecéo de
solugéo salina hipertdnica (Morris e cols., 1976 e 1977; Perez e cols., 1984).

Estes dados sugerem que um importante eixo de informagdo pode depender da
atividade colinérgica hipotalamica e septal, a qual atuaria estimulando a ingestdo associada
a retencdo renal de 4gua com consequente aumento da natriurese e, que estas acoes podem
sofrer modulagdes inibitdrias de vias noradrenérgicas centrais, estabelecendo assim um
balanco de ganhos e perdas na manutencdo da oferta de sal e &4gua para organismo,
resultante a ag@o de dois sistemas classicamente antagonicos.

Por outro lado, o controle da ingestdo de sodio pode receber influéncia da acéo
periférica de sensores de sodio e sua relagdo com o sistema renina-angiotensina-
aldosterona. No hipotadlamo, os sensores que detectam variacbes de osmolalidade e
concentracdo de sodio estdo localizados, principalmente, em Orgdos circunventriculares
(OCVs). Estes neurdnios especializados estdo conectados ao sistema renina-angiotensina
central e podem ser modulados pelo sistema renina-angiotensina sistémico. A sede pode ser
eliciada por ativacdo destes neurdnios ou por ativacdo dos neurdnios angiotensinérgicos
diretamente. (Figura.l) (Geerling e Loewy, 2008; Fitzsimons, 1998)

Como vimos o hipotdlamo € um importante centro regulador do balango hidrossalino

entdo vamos detalhar alguns dos aspectos relevantes desta regulacéo.

1.3. O sistema hipotalamo-neurohipofisario e o controle da excrecdo de &gua e

NacCl.
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O aumento da concentracdo de sodio plasmatico pode ser detectado pelo OVLT ou
SFO via osmorreceptores (Jonhson e Gross, 1993), além de informacdes sobre pressdo
arterial, via tronco cerebral, oriundas da ativacdo de receptores sensiveis ao aumento de
volume do plasma (barorreceptores), podem ativar o sistema hipotalamo-neurohipé6fise
(Stricker e Verbalis, 1986, Antunes-Rodrigues e cols., 1992) gerando uma resposta
neuroenddcrina que resulta em correcdes da osmolalidade plasmatica pela perda renal de
sodio estimulada por peptideo natriurético atrial (ANP) (Rosenzweig, 1991), ocitocina (OT)
(Soares e cols., 1999), ou retengdo renal de 4gua induzida por ADH ou AVP (Arima e cols.

1999), ver figura 3. (para revisdo Antunes-Rodrigues e cols., 2004);

Hormonios
circulantes

Presséao Arterial

Aferéncias
Via barorreceptores

Osmolalidade
Plasmatica

OT - ANP - AVP

Figura 3 [Esquema representativo das interagdes a partir das informacgdes
recebidas (setas com sombra) sobre a osmolalidade plasmatica (aumento da
concentracdo de sodio), pressao arterial e hormdnios circulantes, as estruturas
da lamina terminal (OCVs, OVLT, MnPO e SFO) ativam ndcleos
hipotaldmicos PVN e SON responsaveis pela liberacdo de neurohormdnios
(OT, AVP e ANP) na hipofise posterior (neuro-hipéfise) afim de regular
essas variacOes detectadas. (adaptado de Antunes-Rodrigues)
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O sistema hipotalamo-neurohipofisario esta localizado na parte medial do hipotalamo
anterior e compreende o nucleo paraventricular (PVVN) em par, um de cada lado da parede
dorso-lateral do terceiro ventriculo e o Nucleo Supra-6ptico (SON), também pareado. Os
pericarios dos neur6nios magnocelulares responsaveis pela sintese e liberagdo de OT e
AVP estdo localizados em ambos os nicleos PVN e SON. O PVN contém neur6nios
preponderantemente ocitocinérgicos € o SON, vasopressinérgicos. Os axdnios desses
neurénios formam o trato hipotalamo-hipofisério, os quais se encerram na neurohipofise.
Alguns desses axdnios terminam na eminéncia mediana em justaposicdo aos capilares das
veias portais, mas, a maior parte projeta-se para o lobo neural (Brownstein e cols., 1980;
Renaud e Bourque, 1991; Armstrong, 1995; Hatton, 1997).

A AVP e OT liberadas na eminéncia mediana séo transportadas pelos vasos portais ao
lobo anterior da glandula pituitaria onde eles atuam estimulando a liberacdo de ACTH e
prolactina, respectivamente (McCann, 1957; McCann e cols., 1959; McCann, 1999). A OT
e AVP liberadas pelo lobo neural sdo transportadas, em parte, pelos vasos portais curtos ao
lobo anterior, e sdo conduzidas no sangue que parte de ambos os lobos pelas veias
hipofisarias, que retornam ao coracédo (Porter e cols., 1983).

A OT e AVP sdo sintetizadas e liberadas por neurdnios magnocelulares
neurosecretores classificados em subtipos produtores de AVP e OT. Algumas evidéncias
para experimentos qualitativos de RT-PCR em unidades celulares confirmaram o fato da
maioria dos neurdnios magnocelulares co-expressarem RNAs (RNAm) para ambos 0s
peptideos. Além disso, estas expressdes foram encontradas virtualmente em todos os
neurénios magnocelulares no SON do hipotalamo (Xi e cols., 1999). Mudancas no padrdo

de descarga e frequéncia de neurbnios magnocelulares em resposta a significativos
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estimulos fisioldgicos regulam os niveis circulantes de seus horménios secretados (Renaud
e Bourque, 1991; Grindstaff e cols., 2000).

Os perfis eletrofisioldgicos de neurdnios produtores de OT e AVP podem ser
distinguidos uns dos outros, e, daqueles da zona perinuclear imediatamente adjacente
(Armstrong e Stern, 1998). Neurdnios ocitocinérgicos possuem propriedades que
favorecem a producéo de salvas de pequenos potenciais, 0s quais sdo ampliados durante a
lactacdo (Stern e Armstrong, 1996; Lambert e cols., 1993). Em contraste, neur6nios
vasopressinérgicos no hipotalamo exibem atividade elétrica em fases que dependem de
propriedades intrinsecas de membrana e é influenciada por fatores extrinsecos como a

osmolalidade plasmatica, volume sangiiineo e pressdo (para revisao ver Armstrong, 1995).

O papel da OT na natriurese, e, na liberagdo de ANP estimulada por expansdo de
volume foi cuidadosamente investigada (Haanwinckel e cols., 1995). Em ratos submetidos
a sobrecarga hidrica e diurese continua, a OT induziu significativo aumento proporcional a
dose na excrecdo de sodio, na osmolalidade urinaria e diminui¢do no volume urinario. A
concentracdo de ANP plasmético aumentou significativamente ap0s a injecdo i.p. ou i.v. de
OT, a qual gerou uma intensa resposta natriurética. A expansdo de volume extracelular
(BVE) provocada por injeces intra-atriais de solucdo salina induziu um répido aumento da
concentragcdo de OT e ANP no plasma e concomitante diminui¢do nos niveis de AVP
plasmatica (Haanwinckel e cols., 1995). Quando uma expansao de volume hipert6nico foi
realizada com a injecdo de 0,3 M de NaCl, a qual provavelmente estimula osmoreceptores
ou receptores de sodio, somando-se aos barorreceptores, resultou em aumento da liberagéo
de ANP e OT semelhante aquele produzido por BVE isotdnica. Entretanto, ao contrario da

BVE isotbnica, a BVE hipertonica induziu um significante, mas transitério (5 min)
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aumento nos niveis de AVP plasmatico. A magnitude da resposta secretdria de OT foi tdo
intensa quanto o estimulo de succdo, um classico estimulo para a liberacdo de OT. No
entanto, a liberacdo de OT por suc¢do foi associada com um aumento do ANP plasmatico
que foi prevenido pela inje¢do (i.v.) prévia de um antagonista de OT, reforgando a hipotese
de que a acdo secretora de ANP pela OT é fisiologicamente significativa (Haanwinckel e

cols., 1995).

Por outro lado, inje¢Bes de um anticorpo anti-ANP ndo alteraram os niveis basais de
OT, mas bloquearam a secrecdo de OT estimulada por aumento de osmolalidade (Antunes-
Rodrigues e cols., 1993b). Portanto, foi demonstrado que o ANP hipotaldmico é necessario
para estimular a liberagcéo de OT na condigédo de hiperosmolalidade (Chriguer e col., 2001).
Estes resultados reunidos reforcam a hipotese de que a expansdo de volume isotdnico via
atividade barorreceptora aferente para o tronco cerebral estimula a liberacdo intra-
hipotaldmica de ANP, a qual provoca a liberagdo de OT pela neurohip6fise, esta OT circula

até o coracdo e induz a liberacdo de ANP. (Favareto e cols,. 1997)

Outros sistemas neurotransmissores podem atuar regulando o balango
hidroeletrolitico por acéo intermediada pelo ANP central. Algumas evidéncias implicaram
0 sistema colinérgico nesta regulagdo, como por exemplo, a estimulacdo por carbacol
aumentou a excre¢do de sodio, enquanto lesdes na regido AV3V diminuiram essa excre¢éo.
A natriurese induzida por estimulacdo colinérgica é acompanhada por um dramatico
aumento na concentragdo plasmatica de ANP e contetdo de ANP no hipotalamo médio-
basal, neurohipéfise e, particularmente, pituitaria anterior, mas sem provocar variagdes no
contetdo de ANP dos pulmdes ou dos atrios direito e esquerdo (Baldissera e cols., 1989). O

aumento marcante no conteddo de ANP no hipotalamo basal, neurohipéfise e
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adenohipdfise, sugerem que a natriurese resultante daquela estimulagdo é consequente, em

parte, da liberacdo de ANP do cérebro (Baldissera e cols., 1989).

A contribuicdo do sistema ANP cerebral para os niveis de ANP plasmético foi
demonstrado pela diminuicdo de ANP e da natriurese induzida por BVE apdés
imunoneutralizacdo central do ANP (Antunes-Rodrigues e cols., 1993b). Estes dados
confirmam resultados obtidos por experimentos similares em ovelhas por Charles e cols.,
(1991) e indicam que o ANP liberado a partir de neurdnios ANP hipotaldmicos é crucial

para 0 aumento da secrecdo de ANP pelo coracédo, o qual medeia a natriurese resultante.

O bloqueador de receptor colinérgico muscarinico sulfato de atropina, microinjetado
na regido AV3V ndo teve efeito sobre os niveis plasmaticos basais de ANP, mas,
diminuiram de forma significativa a liberacdo de ANP induzida por BVE. Semelhantes
resultados foram observados apds microinjecdo do alfa bloqueador fentolamina na regido
AV3V (Antunes-Rodrigues e cols., 1993a). Estes resultados sdo consistentes com a via de
controle fisiolégico da liberacdo de ANP, a qual estd relacionada a distensdo de
barorreceptores localizados no atrio direito, arco adrtico, seio carotideo e rins, os quais
alteram a atividade de neurdnios noradrenérgicos aferentes a partir do tronco cerebral cujos

axonios estdo direcionados para a regido AV3V (Gutkowska, e cols., 1997).

Por sua vez, a ANG Il e 0 ANP tém agdes opostas sobre a ingestdo e excrecdo de sal e
agua modulada por sistemas neurotransmissores como vimos na Figura 1. O aumento da
liberagdo de ANP por neurGnios que se conectam com neurOnios efetores do
comportamento de ingestdo inibiu a resposta estimuladora de ANG Il desde que a injecdo
prévia de fenilefrina (um agonista as-adrenérgico) ou clonidina (um agonista o-

adrenérgico) na regido AV3V reduziu significativamente a ingestdo de agua induzida por
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ANG II. A injecdo de agonista o-adrenérgico induziu um significante aumento na
concentracdo de ANP plasméatico e no contetdo de ANP no bulbo olfatério, AV3V,
hipotdlamo médio-basal e eminéncia mediana (Bastos e cols., 2001). Estes achados
mostram que o efeito inibitério de agonistas a-adrenérgicos sobre a ingestdo de agua
induzida por ANG Il pode ser explicada pelo aumento no conteldo e liberacdo de ANP a

partir destas estruturas cerebrais.

A presenca de um fator natriurético no SNC mediando a natriurese induzida por
manipulagdo do cérebro em diferentes modelos experimentais foi postulada por Sedlakova
e cols. (1969), os quais reportaram a purificacdo de um fator natriurético hipotaldmico que
eles acreditavam fosse um analogo da OT. Independentemente, Orias e McCann (1970a,
1970b, 1972a e 1972b) foram h&beis em demonstrar que AVP e OT tém atividade
natriurética em ratos com sobrecarga hidrica. A diurese induzida por distensdo do atrio
pode ser devida a ativacao reflexa do sistema neuroenddcrino, resultando na liberacdo de

ANP a partir da neurohipofise (Morris e cols., 1976).

O papel do ANP no controle do balango hidromineral foi investigado em ratos
estudando-se o efeito de lesGes da eminéncia mediana sobre respostas natriuréticas a salina
hiperténica, carbacol ou norepinefrina injetada no terceiro ventriculo. As lesGes de
eminéncia mediana induziram diabetes insipidus pela interrupcdo do trato supradptico
hipofiséario, e bloqueou a natriurese, caliurese e antidiurese seguida a injecdo de salina
hiperténica ou norepinefrina no terceiro ventriculo (Morris e cols., 1976, 1977). A
hipofisectomia ndo bloqueia estas respostas, o que descarta a participagédo dos horménios
da pituitéaria anterior (Dorn e cols., 1970). Além disso, a natriurese foi mantida em ratos

com diabetes insipidus hereditario, com auséncia de AVP (Orias e McCann 1972b),
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sugerindo que a AVP ndo é um componente essencial da resposta natriurética induzida pela
injecdo de solucdo salina hipertdnica no terceiro ventriculo. Adicionalmente, lesGes de
eminéncia mediana interromperam a secrecdo de horménio natriurético, outro que ndo
AVP, possivelmente OT, envolvida na natriurese induzida por estimulagdo do sistema

nervoso central.

1.4. Papel do ANP na inibi¢cdo da ingestdo de sodio e dgua.

O PVN e a eminéncia mediana (EM), estruturas envolvidas no controle da natriurese,
apresentam corpos celulares de neurdonios ANP (Palkovits e cols., 1987) e elas podem
responder a administracbes de ANP com uma inibigcdo proporcional a dose da ingestéo de
agua apods desidratacdo por 18 h ou por sede induzida por ANG Il em ratos (Antunes-
Rodrigues e cols., 1985; Masotto e Negro-Vilar, 1985; Nakamura e cols., 1985; Tarjan e
cols., 1988; Itoh e cols., 1988; Imura e cols., 1992; Zhu e Herbert 1996) ou em ovelhas
(Weisinger e cols., 1992). Além disso, doses inferiores aquelas efetivas em inibir a ingestdo
de agua, quando injetadas na AV3V reduziram a ingestdo de cloreto de sddio a 1,5% em
ratos conscientes depletados de sal (Antunes-Rodrigues e cols., 1986). O ANP também
suprimiu a ingestdo de sal e de &gua induzida por desidratacdo e administragdo de ANG Il

(Antunes-Rodrigues e cols., 1985).
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O ANP exerce seu efeito antidipsogénico (Katsuura e cols., 1986) por acdo direta
através da alta quantidade de receptores localizados no SFO (Gibson e cols., 1986), desde
que este 6rgdo circunventricular é também um sitio critico para a ingestdo induzida por

ANG Il (Figura 1). (Fitzsimons, 1998)

De fato, o pré-tratamento com vérias doses de ANP microinjetadas no SFO de ratos
reduziu a ingestdo de &gua estimulada por excitacdo neuronal no SFO (Hattori e cols.,

1988; Buranarugsa e Hubbard, 1988; Ehrlich e Fitts, 1990).

Estes estudos, em conjunto, mostraram que o hipotalamo detém um complexo sistema
de regulacdo integrada do volume e da osmolalidade dos fluidos corporais em sincronia
com areas adjacentes como a area septal e outras estruturas telencefalicas e prosencefalicas
no rato, como o bulbo olfatério e amigdala. A seguir veremos algumas evidéncias da

participacdo do bulbo olfatério nesta regulacao.

1.5 O bulbo olfatério e a regulacdo do homeostase hidrossalina

O sistema olfatorio ¢ dividido em duas regides: bulbo olfatério principal (BO) e bulbo
olfatério acessorio (BOA), com aparéncia de cortex primitivo formado por camadas
dispostas da parte proxima a superficie para parte mais interna em: camadas de células
glomerulares, circundada por células periglomerulares, geralmente formando circuito
inibitério, camada plexiforme externa, camada de células mitrais, camada plexiforme

interna e camada granular (Figura 4)
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Figura 4. Distribuicdo de camadas no bulbo olfatério principal (BO). A. corte coronal
de 500pm, em um aumento de 40x. B. Aumento de 100x, GL- Camada glomerular;
EPL- Camada plexiforme externa; Mi- Camada de células mitrais; IPL- camada
plexiforme interna e; GRL- camada de células granulares.

Algumas evidéncias sugerem a participacdo do bulbo olfatorio na regulacdo do
balanco de sddio em ratos. De fato, essa estrutura foi apontada como um componente
inibidor no controle da ingestdo de sal pelo SNC, desde que lesdes desta regido também
resultaram em aumento da ingestdo de sddio (Chiaraviglio, 1969). Mais recentemente foi
demonstrado que o conteudo de ANP no bulbo olfatério variou com a ingestdo de sodio

durante 24h, sendo que o aumento dos niveis de ANP nesta area foi associado a uma
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diminuicdo da ingestéo e vice-versa (Glass e cols., 1997). Estes achados sugerem que este
peptideo possa participar de correcdes inibitorias da reposicao de sodio exercidas por este a

partir do BO.

Existem ainda evidéncias de que ha uma conexdo importante entre BO e a regido
antero ventral do terceiro ventriculo (AV3V), e que é necessaria para manter 0s niveis de
ANP no BO, pois lesBes extensivas nesta regido provocaram uma diminuicdo do contetdo
de ANP no BO, sugerindo que a integridade da regido AV3V ¢é essencial para a modulacéo
dos niveis de ANP no BO (Baldissera e cols., 1989). Por outro lado, a camada plexiforme
externa do BO apresenta a co-localizacdo de ambos receptores de ANP e de ANG Il
(Mendelsohn e cols., 1987) sugerindo estreita relacdo reguladora entre estes mediadores

antagbnicos neste nicleo central.

Alta concentracdo de fibras varicosas imunoreativas para ANP, foram observadas na
camada glomerular (Kawata e cols., 1985). Estudos com hibridiza¢do in situ, mostraram
que ha RNAm para ANP em varias células dispersas na camada mitral e nas camadas
plexiforme interna e externa, entretanto, forte sinal de expressdo de RNAm foi encontrado
no peddnculo olfatério e em varias subdivisGes do nucleo anterior olfatério (NOA), com
abundante expressdo na parte posterior e ventral deste nicleo (Ryan e Gundlach, 1995).
Embora a concentracdo deste peptideo seja bem menor do que a encontrada no hipotalamo,
aproximadamente 4 vezes (Kawata e cols. 1985) e em quantidade de RNAm comparando

com o atrio cardiaco cerca de mil vezes menor (revisdo Gutkowska, 1996).

Quanto aos sitios de ligacdo para ANP, estudos usando auto-radiografia, mostraram
alta concentraco de sitios ligantes para “I-ANP no BOA e na camada plexiforme externa

do BO e moderada concentracdo de sitios no trato olfatério lateral (TOL) e em menor
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concentracdo na camadas granular e glomerular, bem como, no nervo olfatério (Gibson e
cols., 1986). Apesar da presenca de ANP, bem como seus receptores no BO, ainda ndo ha
uma melhor abordagem sobre o verdadeiro papel deste peptideo no BO, embora existam
evidéncias sobre ao envolvimento do BO e a homeostase hidrossalina como veremos a

seguir.

Adicionalmente, foi detectada a presenca de sitios de ligacdo para OT (3") e AVP
(3") em diferentes regides do BO (Barberis e Audigier, 1985) sugerindo um possivel papel
regulador destes neurohormdnios sobre a atividade hidrossalina nesta regido. Segundo
Yoshimura e cols., (1993), existem mRNA para receptor de OT (R-OT) no BO, nas células
periglomerulares, nas células mitrais e nas células granulares, e intensa expressao de
RNAm para R-OT no nicleo anterior olfatério. Outros achados mostraram uma efetiva
acdo da ocitocina (OT), um neurohormdnio que também inibe a ingestdo hidroeletrolitica,
inibindo correntes expontaneas de acido gama aminobutirico (GABA) em cultura de células
mitrais (Osako e cols., 2000) e aumentando a ocorréncia de potenciais excitatorios pré e
pos-sinapticos glutamatérgicos em cultura de neurénios isolados de bulbo olfatorio de rato
(Osako e cols., 2001). Estas evidéncias mostram que a OT pode exercer uma atividade
tonica estimulatoria sobre aferéncias do bulbo olfatério carreadoras de atividade sensorial

olfativa possivelmente envolvida com o controle da ingestéo de sal.

Atualmente, varios achados demonstram que a liberagdo de neuro-horménios como:
ANP, OT e AVP podem ser modulados por um mensageiro atipico o 6xido nitrico (NO),

que também possui sua enzima de sintese no BO (Ventura e cols., 2002).
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1.6. O oxido nitrico na modulacéo da liberagéo de neurohorménios hipotalamicos.

O o6xido nitrico (NO) pode ser sintetizado por sintases de Oxido nitrico (NOS),
pertencentes a familia das citocromo P450, a qual catalisa a oxidacdo sequencial do
grupamento guanidina do aminoacido L-arginina produzindo quantidades eqiimolares de
L- citrulina e NO (Bush e cols., 1992), num processo que envolve cinco elétrons e é
dependente de O, e NADPH, além de cofatores FAD, FMN e tetrabiopterina. (Alderton e
cols., 2001).

Existem trés isoformas de NOS: duas sdo constitutivas, cuja atividade depende da
presenca do complexo Ca?* - Calmodulina (CaM), que sdo a isorforma 1 (neuronal ou
nNos) e a isoforma 3 (endotelial ou eNOS) e uma isoforma tipo 2 (iNOS) que é ativada em
situacOes de estresse celular (MacMicking e cols., 1997). Embora n&o pareca depender de
aumentos da concentracdo de Ca?* citoplasmético esta enzima, parece depender de ligagdo
com a CaM (CHO e cols., 1992). Na figura.5. (abaixo) observamos, de forma resumida, a

ativacdo da via de producéo de NO neuronal.
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Figura 5. Producéo de NO a partir da ativagcdo por neurotransmissor (NT) e via canal
de Ca”*". PIP,- fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, IPs- Inositoltrifosfato, DAG- diacilglicerol,
R- receptor, PLC-fosfolipase C, PG- proteina G, CAM - camodulina, L-Arg- L- arginina,
RE- reticulo endoplasmaético, NOS- sintase de éxido nitrico, GCs- guanilato ciclase soluvel,
GTP- guanosina trifosfato, GMPc- guanosina monofosfato ciclico.

Apesar de uma meia-vida curta (5-10 s), o NO difunde-se livremente através da
membrana celular podendo agir como um fator pardcrino. Como produtos de seu
metabolismo o ion nitrito (NO) e nitrato (NO3") sdo utilizados como indicadores indiretos
de sua producédo (Marletta, 1989)

A presenca de NOS foi detectada em varias estruturas do sistema nervoso central,
incluindo estruturas envolvidas no controle do balanco de fluidos corporais como: SON e

PVN (Dawson, e cols., 1991, Kadowaki e cols., 1994, Rodrigo e cols., 1994; Bhat, e cols.,

1995), neurohipdfise (NH) e SFO (Rodrigo e cols, 1994), no nucleo pré-6ptico mediano
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(MnPQO) e OVLT (Bhat, e cols., 1995), apontam para uma possivel participacdo do sistema
nitrérgico na regulacdo hidrossalina. Inclusive segundo Bredt e cols.(1990) a NOS também
esta presente na camada de células granulares do BO.

Aumento significativo da atividade de NOS no hipotadlamo e neurohip6fise foi
observado em ratos submetidos a dieta aditiva de NaCl a 0,3M (7 dias) como unico
alimento liquido disponivel (Ventura e cols., 2002) sugerindo que a sintese de NO esta
ativa na condicdo de estresse hiperosmolar. Interessantes resultados demonstraram que o
papel da ANG Il na inducdo de sede via SFO pode em parte depender da ativacdo da
producdo de NO no SNC, desde que administragdo de L-NAME (NG-nitro-L-arginine
methyl ester), um inibidor da sintase de 6xido nitrico, no ventriculo lateral atenuou a
ingestdo de agua estimulada por ANG Il ou desidratacdo (Saad e cols., 1999).

De fato, algumas evidéncias reforcam esta hipotese desde que a administracdo
intracerebroventricular de L-NAME, elevou os niveis de OT e AVP no plasma (Liu e cols.,
1997), indicando que o NO inibe tonicamente a secrecdo basal destes hormoénios em
condigdes isosmoticas e isovolémicas. Por outro lado, o L-NAME ndo foi eficiente em
alterar a secrecdo de OT e ANP, mas, diminuiu a secrecdo de AVP apds expansdo
hipertonica de volume (BVE- Hiper) (Ventura e cols., 2002). Em contraste, em ratos
privados de H,O por 24h (desidratados) a administracdo de L-NAME ou L-NMMA (NG-
monomethyl-L-arginine monoacetate), ambos inibidores da NOS aumentam os niveis de
OT, mas ndao de AVP no plasma (Summy-Long e cols., 1993), sugerindo uma maior
eficiéncia inibidora do NO sobre a secrecdo de AVP na BVE e OT na desidratagéo
possivelmente relacionado a regulagdo de volume do liquido extracelular.

Em contrapartida, a administracdo de cloreto de 3-morfolinilsidnoneimina (SIN-1) e

nitroprussiato de sddio (SNP), doadores de NO, inibiram a liberacdo de ANP estimulada
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por aumento da osmolalidade relacionada ao sddio em preparacdo de hipotdlamo médio-
basal in vitro (Gomes e cols., 2004). Neste estudo foi verificada a influéncia de outro gas o
mondxido de carbono (CO) sobre a modulagédo nitrérgica da liberacdo de ANP.

O NO parece ter uma estreita relagdo com o CO, que tem sido apontado por inimeros
trabalhos como um mensageiro neuronal (Dawson e Snyder, 1994; Artinian e cols., 2001).
O CO ¢ produzido a partir da clivagem da molécula heme pela enzima heme oxigenase
(HO), que resulta em quantidades equimolares de CO, biliverdina e ferro (Marks e cols.,
1991). Ambas as isoformas da enzima HO1 and HO2 estdo presentes no PVN e SON
(Vincent e cols., 1994). Tanto as vias heme-HO como L-arginine—-NOS interagem a
estreitos niveis de relacdo regulando multiplas fun¢bes neuroenddcrinas (Brann e cols.,
1997). Outra evidéncia importante para nossa investigacdo é a presenca de HO-2 nas
células mitrais do BO (Verma e cols.,1993)

Recentes investigacGes demonstraram que o CO pode inibir a atividade da NOS em
estudos in vitro (Gomes e cols., 2004; Griscavage e cols., 1994). Estes achados configuram
uma importante participacdo do NO mediando negativamente a liberacdo de hormonios
inibidores da sede sugerindo sua participagdo em mecanismos dipsogénicos de acordo com
variagoes do volume extracelular e que estes efeitos podem ser contrapostos por mediacéo
do CO.

Adicionalmente, o fato de o ANP atuar como modulador inibitério central do
comportamento de ingestdo de sal e dgua, e de estar presente no bulbo olfatdrio, assim
como ambas as enzimas produtoras de CO e NO priorizamos investigar isoladamente esta
area a fim de verificar se ha alteracdo da liberacdo de ANP a partir do BO frente a variacdes

da concentragdo de sddio do meio e se esta liberagdo é regulada por NO e CO.
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2 - OBJETIVOS



2.1. Objetivo geral:
Estudar a participacdo do BO na regulacdo da homeostase de sodio com énfase em
mecanismos nitrérgicos de regulacdo da liberacdo de ANP em resposta a alteragdes de

osmolalidade no liquido extracelular.

2.2. Objetivos especificos:
e Estudar a relacdo entre variacbes da osmolalidade, liberacdo de ANP e

atividade nitrérgica em explantes de BO.

e Estudar o papel do NO na regulacdo da liberacdo de ANP basal ou

estimulada por hipertonicidade salina (NaCl 0,3M) em explantes de BO.

e Estudar a influéncia do mondxido de carbono (CO) sobre a sintese de NO e

liberacdo de ANP basal ou estimulada por hipertonicidade salina em

explantes de BO..
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3—- MATERIAL E METODOS



3.1 Animais:

Ratos Wistar, machos, adultos (220-250g), obtidos junto ao Biotério Central do
Campus de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo (Ribeirdo Preto, SP), foram
mantidos em gaiolas individuais sob condicdes controladas de temperatura (24-26°C) e

iluminacédo (12 h de claro/12 h de escuro), com livre acesso a alimento.

3.2. Preparacéo de Explantes de Bulbo Olfatdrio

Apos decapitacdo, os cérebros foram cuidadosamente removidos e o BO
imediatamente extraido (até seu ponto de insercdo nos hemisférios cerebrais) e
transferido, para tubos de ensaio contendo 0,5 ml de Solugéo de Krebs — Tampao
Bicarbonato (118.46 mM NaCl, 5 mM KCI, 2.5 mM CaCl,, 1.18 mM NaH;PO,, 1.18
mM MgSQq,, 24.88 mM, NaHCOg3, pH 7.4, 280 mOsm/kg H20) com 1% de glicose, e
pré-incubado em banho Maria, tipo Dubnoff a 50 ciclos/min em uma temperatura de
37°C durante 60 min, com 95% de O, e 5% de CO,. Depois do periodo de pré-
incubagdo, o meio foi cuidadosamente aspirado e reposto com a solucdo de Krebs —
Tampdo Bicarbonato isosmético (280 mOsm/kg H,O) ou hiperosmético (340

mOsm/kg H,O) com ou sem as substéncias a serem testadas e re-incubados durante
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30 min. A viabilidade do tecido foi testada usando KCI 56mM para examinar o efeito
da despolarizacdo celular. O meio de incubagédo foi retirado de cada incubacéo e
armazenado em freezer a -70°C para quantificacdo de ANP e Nitrato, de acordo com

esquema experimental abaixo:

Incubagao do BO - Krebs (280 ou 340 mOsm/Kg
Krebs (280 mOsm/Kg H,0) H,0) com as solugdes teste.
‘l \
1min 60 30 min

l | ' l

ol —

f estabilizacao T
decapitacdo

Coleta de meio para dosagem

e homogenizacao do tecido
para dosar proteinas.

Esquema 1. Desenho experimental da incubagdo in vitro de explantes de BO,

estabilizacdo das dosagens (1h) e tempo de incubacdo apds estimulos 30min.
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3.3. Técnicas:

3.3.1. Radioimunoensaio (RIE) para ANP.

A quantificacio de ANP foi realizada por radioimunoensaio com duplo
anticorpo especifico, no Laboratorio de Neuroendocrinologia — FMRP — USP (Ribeirdo
Preto). Amostras de tecido (BO) foram coletadas, homogeneizadas, centrifugadas a 10.000
rpm e armazenadas em freezer —70°C e o sobrenadante foi coletado e diluido em acido
acético 0,1 N para quantificacdo do peptideo (Gutkowska, e cols., 1984) .

O radioimunoensaio consiste na preparacdo de uma curva-padréo, feita ensaiando-se
100 pul de padrdes ANF com diluigdo seriada de 0.76 a 195.3 pg/tubo (1-28- Peninsula® ),
100ul de tampdo ANP [ NaHPO,. 7 H,O - Monosfosfato bibasico de sddio
heptahidratado, 134.04 g/l (Dindmica Reagentes®); NaH,PO, .H,O - Fosfato de sodio
monobésico monohidratado, 69 g/l (Dindmica Reagentes®); NaCl - Cloreto de sodio,
2.92g/l (Dindmica Reagentes®); Albumina Bovina Fragdo V, 1.0 g/l (SIGMA® A-8022);
Triton X-100, 1.0ml (SIGMA® T-8787); Polietilenoglicol, 6,25% (PEG PM 6000-
REAGEN®) e NaN; — Azida de Sddio, 0.01% (SIGMA® S-8032)]; 100ul de anticorpo
primario (ANF de coelha anti-rata, antigamaglobulina de rata produzida em coelha- rabbit
anti-rat alpha ANF, diluicdo 1:60.000- conseguido por imunizacdo na FMRP/USP),
diluido com soro de coelho normal 1%, 100ul de hormdnio marcado (**1- ANF (1-28)) e a

reagdo foi completada com 100ul de segundo anticorpo (ANF de cabra anti-coelho,
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antigamaglobulina de coelha produzida em cabra, diluicdo de 1: 20.000- fabricada por
imunizacdo na FMRP/USP), seguido de incubagdo “overnight’” de 4 dias a 4 °C. Ao final
adicionou-se 1 ml de polietilenoglicol, 6,25'% (PEG PM 6000- REAGEN®) refrigerado
para acelerar a precipitacdo do complexo formado. Centrifugou-se em centrifuga
refrigerada 4 °C (Mod. 3 K10- SIGMA®), por 25min a 3.000 rpm e o sobrenadante foi
aspirado e a radioatividade do precipitado foi contada em cpm no contador Gama (Cobra
5002-PACKARD®) com eficiéncia de contagem maior que 72%.

As concentragdes de ANP nas amostras foram obtidas a partir desta curva-padréo
anteriormente descrita. Amostras de mesmo grupo foram quantificadas em um Unico ensaio
para evitar variacOes interensaios. As amostras foram quantificadas em duplicata e
utilizaram se duas curvas-padrdo, sendo uma lida no inicio e outra no final da leitura do
ensaio, para controle de pipetagem. Esses dois procedimentos, também sdo importantes
para o controle intra-ensaio.

Devido a realizagdo de diferentes ensaios, obtivemos diferentes valores de dose efetiva
50% (EDsp) afim, de corrigir essas diferencas inter-ensaios geradas sobre os valores
médios basais, realizamos uma normalizacdo, usando um fator de correcdo resultante da

razdo entre a EDsp mais sensivel (6.9 pg/tubo) e cada EDsy do ensaio seguinte.

3.3.2. Atividade da enzima sintase de 6xido nitrico (NOS).
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A determinacdo da atividade da NOS no bulbo olfatério foi realizada por meio
de uma modificacdo do método descrito por Bredt e Snyder (1989). Apds a extirpagdo dos
bulbos olfatorios estes foram homogeneizados em 200 pl de solugdo contendo: 320 mM
Sacarose, 50 mM TRIS, 1 mM EDTA, 1 mM DTT (dithiothreitol), 10 ng/ml Leupeptin, 10
pug/ml Soybean Trypsin Inhibitor, 2 pg/ml Aprotin, I mM PMSF (phenyl methyl sulfonyl
fluoride), pH 7,4 e, entdo, centrifugados a 10.000 g por 10 min, a 4 °C. Quarenta
microlitros (40 pl) do sobrenadante foi retirado e colocado em outro tubo de ensaio sendo a
seguir adicionado a este 100 ul de HEPES 20 mM (pH 7.4) contendo 1,25 mM CaCl2 , 1
mM TT e 100 mM BH4 (Tetrahydrobiopterin), 120 pM de NADPH (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) e 100,000 cpm de [*C]-L-arginina (270 pCi/mmol).
Imediatamente ap0s, o tecido foi incubando por um periodo de 15 min em incubadora
metabdlica (Dubnoff, 50 ciclos por minuto, sob uma atmosfera de 95% 0,/5% CO, a 37°
C). No final deste periodo foi imediatamente adicionado aos tubos 1 ml de Resina Dowex
AG 50W-X8 (200 mesh, sodium form) e centrifugado a 10.000 g por 10 min, 4°C.
Quatrocentos microlitros (400 pl) do sobrenadante foi retirado e colocado em um novo tudo
contendo 3 ml de liquido de cintilacdo, e posterior determinacdo da quantidade de [*H]
citrulina em contador de cintilacdo beta (Contador b. LS 6500, Beckamn Instruments, Inc.,

USA).

3.3.3 Quantificacgéo de nitrato (NOs).
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A determinagdo da concentracdo de nitrato no BO foi realizada por técnica de
quimioluminescéncia, através de um analisador de 6xido nitrico (Nitric Oxide Analyser,
modelo: NOA™ 280, Siervers Instruments — USA). Esta técnica é utilizada para medir
nitrito ou nitrato em fluidos bioldgicos

Apobs o protocolo experimental aliquotas 5 pl de meio de incubacdo foram
injetados na cAmara de reacdo onde o nitrato reage com o cloreto de vanadio formando NO,
0 qual, por sua vez reage com o O3 formando di6xido de nitrogénio (NO;). O NO;”
apresenta-se numa forma instavel e tem a capacidade de emitir fotons que se chocam contra
uma superficie foto-sensivel de uma célula fotomultiplicadora. 1sso gera uma corrente de
elétrons que é captada, amplificada e processada por um transdutor analdgico digital, dando
origem ao tracado gréfico. A area contida no tracado € entdo demarcada e quantificada pelo
programa NOAnalysis™ Software (version 3.00PNE) de funcionamento exclusivo do
sistema de analise. O coeficiente de correlagdo para as curvas padrdes variou entre 0,98 a

1,0 e a dose minima detectavel foi de 0,5 uM. (Hampl, e cols., 1996)

3.3.4 Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método descrito por Bradford
(1976) utilizando-se albumina sérica bovina (Sigma) como padrdo. A leitura foi feita em
leitor de placas num comprimento de onda de 595nm.

Essa técnica consistiu na realizacdo de uma curva padrdo com albumina de
2000 pg/ml - 31,2pg/ml - (7 diluicBes seriadas 1:2), apos a realizacdo da curva padrdo com
quantidades conhecidas de proteina, pipetou-se 10ul destas dilui¢des na placa de Elisa. As

amostras de tecido (10 ul) foram pipetadas em duplicata, e em seguida diluiu-se 0 corante
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(Bio-Rad Protein Assay- Cat.500-006) em H20 Millig (1:5), essa solucédo foi filtrada e o
volume de 200 pl foi pipetado em todos os pogos da placa, reservou-se por 5 min e apos
este periodo foi realizada a quantificagdo das proteinas em leitor de microplaca- Elisa
(Espectra-Max-250- Soft Max-Pro).

3.4. Andlise estatistica dos resultados:

Estatistica descritiva: Os resultados estdo apresentados como média * erro
padrdo da média (EPM). Estatistica comparativa: O teste estatistico realizado foi ANOVA
seguido de teste Newman-Keuls, para comparagdes entres grupos. A determinacdo das
diferencas estatisticamente significantes levam em conta p<0,05 (5% de probabilidade para
a igualdade) sendo * p < 0,05, ** p<0,01 para compara¢cdes com 0 grupo controle e +
p<0,05, ++ p<0,01 para comparacOes entre grupos tratados. O teste T, foi utilizado para

andlise de tratamentos com apenas 2 grupos, também com p<0,05.
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4 — RESULTADOS



4.1 Efeitos de variagdes de osmolalidade sobre a liberacdo de ANP e nitrato

Uma relacdo direta entre a secrecdo de ANP ou inversa entre a sintese de nitrato e
variagoes de osmolalidade do meio foi observada, sendo que a diferenca mais significativa

foi favordvel a diminuicdo (42%) em detrimento do aumento (23 %) para ANP e

relativamente equilibrada para NO (Figura 6).
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Figura 6. Efeitos de variagdo de osmolalidade sobre a liberacdo de ANP e
nitrato. Os dados sdo apresentados como médiaxtEPM. *p < 0,05, ***p <
0,001 para comparagdes entre os grupos 280 versus 240 ou 340 mOsm/Kg

H20.
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4.2. Efeito do aumento da osmolalidade sobre a atividade da sintase de oxido

nitrico

O aumento da osmolalidade provocou uma diminuigdo na atividade da NOS (18%)
no BO in vitro, verificada através da medida de citrulina marcada que reflete producéao

equimolar de NO (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do aumento da osmolalidade (340 mOsm/ Kg de H,0)
sodio dependente sobre a atividade da sintase de 6xido nitrico no bulbo
olfatério. *** P<0,001 em Teste dos estudantes (test T)
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4.3. Efeito de doadores de NO

Diminuigdo da liberacdo de ANP foi observada apds a adicdo dos doadores de

NO: Nitroprussiato de Sédio (SNP) e Cloreto de 3-Morpholinylsydnoneimine (SIN-1),

ndo havendo diferencas de poténcia de efeito entre as concentragdes testadas (Figura 8

e 9, respectivamente).

4009 3280 mOsm/Kg H,O
= 1 HE 340 mOsm/Kg H,0
S 300
(@]
e b ++
S 2004
=
D- 1 — —
<Z,: 100+ =

1 9 7 11
0
0
SNP (mM)
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16
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.

0,3

Figura 8. Efeitos de SNP (0,1 ou 0,3 mM) sobre a liberagdo de ANP basal
ou estimulada por hipertonicidade salina. Os dados sdo apresentados como
médiatEPM. ** p<0,01 para comparacGes entre 0 grupo tratado versus
controle. ++ p<0,01 para comparacGes entre os grupos 280 versus 340
mOsm/Kg H-0.
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Figura 9. Efeitos de SIN-1 (0,1 ou 0,3 mM) sobre a liberagédo de ANP basal
ou estimulada por hipertonicidade salina. Os dados séo apresentados como
média £ EPM. * p<0,05 ou ** p<0,01 para comparagdes entre 0 grupo
tratado versus controle. ++ p<0,01 para comparag0es entre 0s grupos 280
versus 340 mOsm/Kg H,0.

Devido o SIN-1 causar um aumento na producdo de radicais superdxido e, por este
motivo, produzir efeitos inespecificos sobre a secrecdo de ANP, administramos superdxido
dismutase para neutralizar qualquer efeito toxico resultante da formacéo desses radicais
livres. Nenhuma interferéncia significativa foi observada sobre os efeitos induzidos por

SIN-1 em ambas as condic6es (Figura 10 A — basal, 10 B- hiperosmotica).
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Figura 10 Efeitos de SOD (10 U/ml) sobre a liberacdo de ANP basal (A) ou
estimulada por hipertonicidade salina (B). Os dados sdo apresentados como
médiat EPM. * p<0,05 ou ** p<0,01 para compara¢fes entre 0 grupo

tratado versus controle.
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4.4 Efeitos de Inibidor da Guanilato Ciclase (GC) associado a doador de NO

A Condicdo Isosmodtica
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Figura 11. Efeitos de ODQ (50 uM) ou sua associa¢do com SIN-1 (0,3 mM)
sobre a liberacdo de ANP basal (A) ou estimulada por hipertonicidade salina
(B). Os dados sdo apresentados como médiaxtEPM. ** p<0,01. *** p<0,001
para comparacles entre o grupo tratado versus controle. #p<0,01. ###
p<0,001 para comparagdes entre os grupos ODQ versus SIN-1+0ODQ.

Um inibidor especifico de GC solavel, (1H-[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]-quinoxalin-1-

one) ODQ (50uM), blogueou a inibi¢do induzida por SIN-1 (0,3 mM) sobre a liberagéo de
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ANP nas duas condigdes experimentais (Figura 11. A — condigdo basal; B- condicdo

estimulada).

4.5. Efeitos de Inibidor de NOS

Estimulacéo significativa da secrecdo de ANP foi obtida apo6s adi¢do de inibidor

inespecifico da NOS, NG-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), em ambas as condi¢fes

experimentais (Figura 12).
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Figura 12. Efeitos de do L-NAME (0,1 ou 0,5 mM). Os dados sdo
apresentados como médiazEPM. * p<0,05. ** p<0,01 para comparacdes
entre o grupo tratado versus controle (0). ++p<0,01 para comparagdes entre
280 versus 340 mOsm/Kg H-0.
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4.6. Efeitos de Inibidor da Enzima Heme-Oxigenase

Diminuicéo da liberagdo de ANP e o aumento da producgéo de citrulina ocorreram em

ambas as condic¢des experimentais apds adicdo de ZNDPBG, um inibidor da atividade da

enzima heme oxigenase que sintetiza CO (Figura 13 e 14).
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Figura 13. Efeitos do ZNDPBG (10uM e 100uM) sobre a liberagdo de ANP
a partir do BO. * p<0,05. ** p<0,01 para comparacGes entre 0 grupo tratado
versus controle. ++p< 0,01 entre 0s basais.
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Figura 14. Efeitos de ZNDPBG (10 ou 100 uM) sobre contetdo tecidual de
Y€ citrulina. Os dados sdo apresentados como média+EPM. * p<0,01. para
comparagdes entre o grupo tratado versus controle (0). ++p<0,01 para
comparagdes entre os tratamentos 280 (basal) versus 340 (hiperosmotico)
mOsm/Kg H-0.
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5 - DISCUSSAO



Este estudo mostrou relagdo direta entre variagdes na concentragdo de sodio (0,13,
0,15 e 0,19 M) que se refletiu em variacdes de osmolalidade (240, 280 ou 340 mOsm/ Kg
H20) e liberagdo de ANP a partir de explantes de BO in vitro (figura 6), sendo que a
diferenca mais significativa foi favoravel a diminuicdo (42%) em detrimento do aumento
(23 %), sugerindo uma maior sensibilidade ao controle inibitério para liberagdo de ANP em
déficits da oferta de sodio, o que facilitaria a atividade de circuitos extrabulbares
eliciadores de ingestdo seletiva para sodio.

Essas consideracdes preliminares sdo reforcadas por estudos in vivo que
evidenciaram ingestdo exacerbada de solucdo de NaCl hipertbnico em animais
(normohidratados ou privados de agua e alimento por 24 h) que sofreram lesGes
eletroliticas em diversas regibes do BO (Chiaraviglio, 1969). A acdo tbnica inibidora do
BO sobre a ingestdo preferencial de sodio pode resultar da atividade aumentada de
neurdnios secretores de ANP, como demonstrado em estudos com linhagem de ratos
hipernatriéfagos (que ingerem espontaneamente mais sodio), 0os quais mostraram relacdo
inversa entre o contetdo de ANP no BO e ingestdo exacerbada de sédio, curiosamente ndo
observado em outras estruturas hipotalamicas e hipofisarias classicas reguladoras do
balanco de sddio (Glass e cols., 1997). Considerando que estes neurénios ANPérgicos
atuam reconhecidamente como inibidores da ingestdo de agua e/ou sodio (Antunes-
Rodrigues e cols., 1985 e 1986), seria plausivel propor que a modulacéo inibidora bulbo
olfativa dependeria, em parte, da sinalizagdo ANPérgica em resposta a incrementos de
concentracdo de sodio no liquido extracelular.

Outras evidéncias sugerem a interferéncia de OT, outro neuropeptideo inibidor da
ingestdo de sddio, a qual atuaria inibindo neurotransmissdo aferente a partir do BO. A

estimulacdo elétrica no PVN provocou liberacdo de OT no BO, que bloqueou atividade
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originaria em células mitrais e amplificou a atividade gerada em células granulares,
resultando em diminuigéo da transmisséo eferente a partir do BO (Yu e cols. 1996). A OT,
por conseguinte, teria um papel de selecionar ativagdo de vias inibidoras para fora do BO,
desde que células mitrais podem funcionar como o tronco de informacéo de saida do BO e
sofrer retro-inibicdo de células granulares.

Nosso estudo mostrou que a liberagdo de ANP a partir do BO € sensivel a variaces
da concentragdo de sddio in vitro, assim como ocorreu no hipotalamo anterior (Gomes, e
cols. 2004) e no coracdo (Jin, e cols. 2004), sugerindo que informagdes sobre aumentos da
oferta de sodio por ingestdo ou por incrementos na osmolalidade do liquido extracelular
seriam processadas no BO e ali receberiam reforco inibitorio para corre¢des locais ou em
areas supra-olfativas.

O aumento da liberacdo de ANP para 0 meio em resposta ao aumento da
concentracdo extracelular de sodio e, por consequéncia, da osmolalidade, confirma estudos
in vivo e contribuem para validar nossa abordagem in vitro como alternativa viavel para o
estudo de mecanismos relacionados a regulacdo da secrecdo de ANP em resposta a
incrementos da concentragdo extracelular de sddio e consequentes reflexos sobre a
tonicidade do meio.

Nossos resultados mostraram também que a producdo de NO variou em resposta a
alteracbes da osmolalidade dependente sodio, sendo que de forma inversamente
proporcional, refletindo uma regulacdo nitrérgica em contraposicdo aquela observada para
o ANP (figura 6), confirmando uma tendéncia ja demonstrada para outras regifes que
operam com circuitos ANPérgicos modulados por NO em modelos in vivo (Carnio, e cols.,
2004; Gomes e cols., 2004). Idem para similar preparacdo com explantes de hipotalamo

medial, quando demonstrou que o sistema nitrérgico pode manter uma inibic&o tonica sobre
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a liberagdo de ANP na condicdo de hipertonicidade do meio (Gomes, e cols. 2004), mas
ndo na condigdo isosmotica, diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, que
mostrou efeitos moduladores nitrérgicos igualmente significativos.

Uma idéia atraente considera a possibilidade de essas diferencas regulatorias
refletirem o papel modulador limitante do BO para a ingestdo excessiva de sodio, o qual
deve ser eficientemente desativado na preméncia da reposicdo em condicdes de déficit de
sodio. Logo, em contraposicdo a um possivel tdnus inibidor resultante a atividade
anpérgica continua, tonus inibidor nitrérgico sobre essa atividade, ndo sO limitaria os
efeitos da saciedade, prejudicial a perda continua de agua e eletrélitos, como permitiria que
sua atividade adicional na condicgdo de privacdo desses elementos resultasse em retirada do
“freio bulbolfativo” liberando &reas eliciadoras da sede, as quais teriam agora suas agdes
amplificadas.

Como exemplo, na condicdo de desidratagdo resultante a transudagéo e/ou
evaporacdo, a hipertonicidade do liquido extracelular ativa osmoreceptores ou sensores de
sodio que sinalizam para a correcdo da osmolalidade com sede hipotdnica e num segundo
momento com sede hipertonica (ou busca por sal). A secrecdo aumentada de ANP em
resposta a esta hipertonicidade funcionaria como uma inibigdo temporéria e competitiva
com acgdes dipsogénicas disparadas pelo hipotdlamo e outras regifes reguladoras da
reposicao de agua livre até a corregcdo da osmolalidade aumentada. A producéo adicional de
NO resultaria em inibi¢do adicional da liberagdo de ANP, liberando circuitos seletivos para
reposicdo de sodio adicional a reposicdo de agua, em condicBes de isosmolalidade, mas
com déficit de massa total de sodio ndo corrigida pela reposicdo hipotdnica anterior,

equilibrando assim as perdas ocorridas pela desidratacao.
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De fato, significativo aumento da liberagdo de ANP para o meio foi observado ap6s
0 uso de L-NAME, um inibidor especifico para NOS. Em contrapartida, diminui¢cdo da
liberacdo de ANP ocorreu apds tratamento com SNP ou SIN-1, ambos doadores para a
sintese de NO, confirmando no BO a acéo efetora inibitéria do NO sobre a liberacdo de
ANP em condigdo basal ou estimulada por hipertonicidade salina. Estes resultados
mostraram que a simples inibicdo da sintese de NO é capaz de estimular a liberacdo de
ANP sugerindo um mecanismo tonico inibidor do NO sobre a liberacdo basal ou
estimulada de ANP. E pertinente ressaltar, no entanto, que o efeito da inibigio da sintese de
NO foi mais eficaz na condicdo isosmdtica, confirmando que a disponibilidade de NO esta
menor, como mostrado para os niveis diminuidos de nitrato, sugerindo que algum
mecanismo inibidor deva estar limitando a produgdo de NO. Adicionalmente, é possivel
que o freio inibidor de ANP, proposto como mecanismo efetor para a agéo inibidora do BO
sobre a ingestdo seletiva de sodio, dependa pelo menos de forma parcial da liberacdo do
freio inibidor exercido pelo NO para ocorrer.

O mecanismo utilizado pelo NO para produzir esse efeito inibidor pode depender da
sintese de GMPc via ativacdo da enzima guanilato ciclase soluvel a partir do GTP
disponibilizado no citoplasma, que por sua vez pode agir diminuindo os niveis de célcio
livre no citoplasma (Those, e cols. 1995), como demonstrado pelo aumento da liberacdo de
ANP resultante a adicdo de ODQ, um inibidor especifico dessa enzima. O GMPc regula
preponderantemente de forma inibitoria o metabolismo celular por interferir negativamente
em sinalizages estimuladoras cuja resultante é o aumento da concentragdo do ion calcio
livre no citoplasma (Domek-Lopacinska & Strosznajder, 2005). Portanto, a atividade de
vias neuronais excitatorias pode induzir no neurdnio poés-sinaptico a sintese de NO como

um mecanismo de excitoprotecdo neuronal (Bardnano, e cols.,, 2001) por limitar a
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hiperestimulacéo e estresse metabdlico resultante da elevada atividade neurotransmissora.
Esse mecanismo intrinseco neuronal, aparentemente inespecifico para sistemas reguladores
extracelulares, pode ser recrutado por aumento da concentracdo de ions célcio proveniente
do meio extracelular, via canais dependentes de voltagem (tipo L) ativados por aumento da
concentracdo intersticial de sodio (Those e cols., 1995). Em células sensiveis a pequenos
aumentos da concentracdo de sddio como neurbnios angiotensinérgicos dos 6rgéos
circunventriculares da lamina terminal, a resultante é ativacdo de neur6nios pos-sindpticos
eliciadores de comportamento de ingestdo hidrica (Fitzsimons, 1998). Nesse caso, a
sinalizacdo neuronal opera com um circuito reforgcador e se sobrepdem a acdo nitrérgica
intrinseca a atividade celular, se houver (se expressar NOS). A alternativa favoravel seria
um relevante refor¢o provocado por inibicdo nitrérgica sobre a liberacdo de ANP (via
inibidora da sede).

Outras evidéncias reforcam a presenca de NADPH- diaforase em células granulares
do BOA, sugerindo o NO pode ser produzido a partir destas células (Nakamura, e cols.
1999). De fato, em outro estudo em desenvolvimento por nosso grupo, observamos que a
administracdo de L-NOARG, um inibidor inespecifico da NOS, inibiu e SNP estimulou a
sede seletiva para sddio em ratos privados por 36 h apds sua administracdo no (BOA),
confirmando a participacdo do NO como um possivel mecanismo facilitador da ingestéo
seletiva de sodio a partir de estruturas bulbo olfativas (dados ndo publicados do grupo).

O aumento da disponibilidade de GMPc no citoplasma € suficiente para inibir a
liberacdo de ANP, desde que a administragdo de 8-bromo GMPc, um anélogo que permeia
a membrana celular, induziu diminuicdo da liberacdo de ANP em coragdo perfundido
isolado in vitro (Favareto, e cols. 1997), sugerindo que a liberacdo de ANP pode ser

influenciada por mecanismos que ativem a sintese de GMPc independentemente da
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interferéncia nitrérgica. Caso especifico de efeitos do préprio ANP no BO, desde que esse
horménio pode atuar via ativagdo de uma guanilato ciclase ligada a membrana e
independente da producdo de NO (Rosenzweig, 1991). De fato algumas evidéncias
mostraram menor disponibilidade associado ao aumento de afinidade de receptores de ANP
(ANP-A) e da sintese de GMPc no BO de animais espontaneamente hipertensos (SHR)
comparados a animais normotensos, sugerindo que alteragcdes nas propriedades e funcdes
de receptores de ANP nessas areas poderia contribuir em parte para a génese da hipertensdo
nesses animais, desde que essa atividade aumentada no BO poderia significar retirada da
inibicdo bulbo olfativa sobre outras &reas eliciadoras de sede salina. (Woodard e cols.,
2003)

Por outro lado, a acdo do NO pode ser limitada por outro mediador gasoso, o CO,
que também pode ser produzido no BO, a partir de sua enzima de sintese HO-2 que esta
presente em células mitrais (Verma e cols., 1993), o qual pode modular a agdo nitrérgica
por inibir a atividade de NOS (Turcanu e cols., 1998; Gomes, e cols., 2004) ou a interagédo
do NO com a GCs, resultando em diminuigédo da produgdo de GMPc induzida por NO (Ingi
e cols., 1996), pois o CO também pode se ligar a GCs, embora a poténcia de ativacdo da
GCs pelo CO seja cerca de 30 vezes menor comparada com o NO (Stone & Marlleta,
1994). A interacdo desses dois moduladores € muito interessante visto um aumento da
inibicdo de NO estimula, por sua vez um aumento da atividade HO (Willis, e cols., 1995),
demonstrando uma acdo inibidora reciproca dependendo da localizacéo, essa caracteristica
pode ser de suma importancia devido a manutengdo da via GCs- GMPc. Embora exista
uma diminui¢do da producdo de GMPc, desta enzimas ou das interrelagders celulares a
acdo do CO pode ser disparada pelo proprio NO que ativa a HO, a enzima de sintese do

CO, sugerindo um efeito autolimitante para a regulacéo nitrérgica.
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Em celulas granulares do cerebelo a inibicdo da producdo de CO, também
promoveu um aumento da geracdo de GMPc induzida por NO e por outro lado a adicdo de
CO promoveu um bloqueio desta geracdo de GMPc (Ingi e cols, 1999). Nosso estudo
mostrou que essa a¢do do CO pode estar ocorrendo para a regulacdo nitrérgica da liberacdo
de ANP desde que a adicdo de um inibidor da heme oxigenase, 0 ZNDPBG, inibiu a
liberacdo de ANP para 0 meio associada & inibicdo da atividade de NOS (Figura 13 e 14).
A0 que parece esses achados estdo de acordo com os estudos de Gomes e cols, 2004, os
quais mostraram agdes antagonistas entre esses gases neuromoduladores sobre a liberagéo
de ANP hipotalamico.

Por fim, podemos sugerir que a secrecdo de ANP a partir do BO pode responder a
variagdes da concentracdo de sodio, possivelmente para gerar saciedade & ingestdo desse
fon via inibigdo de outras regides extra bulbolfativas eliciadoras da ingestdo preferencial de
sodio. Essa resposta secretora de ANP, por sua vez, parece sofrer regulacdo do sistema
nitrérgico, que manteria um ténus inibidor basal ou responderia a hipertonicidade salina
causando diminuicdo da liberacdo de ANP via GMPc como segundo mensageiro. O limite
para esses efeitos nitrérgicos sobre a liberacdo de ANP pode depender da acdo antagdnica
do CO sobre a sintese de GMPc.

O balanco final determinante para a liberacdo de ANP de origem bulbo olfativa a
partir dos resultados obtidos por este estudo, pode depender de pelo menos 3 fatores: A
condigéo de tonicidade do meio; a atividade da NOS e NO produzido; a ativagdo da HO e
CO produzido. No entanto, novas abordagens experimentais deverdo ser conduzidas
visando avaliar com mais profundidade essa relacdo de dependéncia ou co-regulacdo entre

esses mensageiros gasosos e seu papel na regulagcdo de ANP no BO.
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6 - CONCLUSAO



O estudo realizado nos levou as seguintes conclusoes:

1. A liberacdo de ANP estd relacionada a diminuicdo da producdo de NO em
resposta ao aumento da concentragdo de sédio no meio.

2. O NO regula de forma inibitéria e dependente da ativacdo de GCs/GMPc a
liberacdo de ANP na condicdo basal ou estimulada por aumento da concentracdo de sodio
no meio.

3. O CO pode estimular a liberagdo de ANP ao inibir a sintese de NO, na condicao

basal ou estimulada por aumento da concentragdo de sédio no meio.
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