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RESUMO

O ganglio cervical superior, bem como os outros géanglios paravertebrais, se
constituem na etapa simpatica mais distal da rota de processamento das
informacdes para o controle simpatico das fun¢des organicas. Esse fato confere
muita importancia as alteragbes do funcionamento dos seus neurdnios, que
apresentam grande probabilidade de se refletir na funcéo do efetor. Por essa
razdo investigamos os efeitos da ouabaina, em concentracdes proximas aquelas
encontradas fisioldgicamente, sobre parametros eletrofisioldgicos relacionados a
excitabilidade neuronal do géanglio cervical superior. Ceélulas agudamente
dissociadas deste génglio foram, logo apos cultivadas th em L15 sem (controle)
ou com concentragao fisioldgica (10nM) de ouabaina, superfundidas com solugéo
de Locke contendo 4,7 mM de [K'] e entdo determinadas suas propriedades
passivas: resisténcias de entrada de membrana (R;), potencial fransmembrana de
repouso em presenga de clampeamento continuo de corrente (Enp), corrente de
clampeamento basal (ly), limiar de corrente (I (limiar de corrente para
desencadeamento de um potencial de a¢do)). Avaliaram-se também as mudancas
na excitabilidade neuronal, através do numero de potenciais de acéo produzidos
pela célula estimulada com rampa de 0,4 nA de amplitude e duracdo de 800 ms
(nAP.mp) € uma onda quadrada de corrente, de duracdo de 400 ms e de
amplitudes, duas vezes o limiar (NAPoqn) € trés vezes o limiar (nAPayy). Nestas
celulas foram observadas diferengas significativas na corrente de clampeamento
de voltagem de 30 + 6 (n=10) para 19 £ 0,15 nA (n=11) (p = 0,007) e um aumento
da excitabilidade, quando estimuladas com pulsos nAP,, de 1,7 + 0,21 para 4,6
+ 0,54 (p < 0,0001) e com nAPay, de 2,3 £ 0,40 para 6,5+ 0,73 (p < 0,0001), em
relacdo ao controle. Ao serem cultivadas em MEM, e submetidas aos mesmos
protocolos de estimulagdo e superfundidas com Locke contendo 4,7 mM de K,
observamos que as propriedades passivas se mantiveram inalteradas enquanto
que a excitabilidade se apresentou estatisticamente diferente: nAP.y, foi
incrementado de 1,75 + 0.80 (controle) (n=12) para 6,77 + 2,60 (n=9) (p=0,050),
NAPynde 1,4 + 0.19 para 39 £ 1 (p= 0,012 ), € nAP3un € 1,5 £ 0,194 para 4,8 +
1,5 (p= 0,012). Quando células agudamente dissociadas de ganglio cervical
superior (GCS) foram s&o cultivadas em MEM e estimuladas em diferentes
concentragdes de Potassio 5,6 mM (n=18) e 4,7 mM (n=12) observamos que essa
diferenca nas concentragdes de potassio (0,90 mM), ndo provocou alteragbes
significativas na excitabilidade neuronal, nem nas propriedades passivas e na
excitabilidade. As células expostas a ouabaina e superfundidas com essas
diferentes concentracdes de potassio, (5,6 mM e 4,7 mM), contudo ndo mostraram
diferencas nas propriedades passivas, mas demonstraram nas ativas: a
excitabilidade. Nas células cultivadas com 5,6mM (n=14) de potassio, nAPyu, foi
1,86 £ 0,39 que se alterou para 3,9 = 1potenciais em células superfundidas com
potassio 4,7mM (n=9) (p= 0.042). Células cultivadas em MEM, superfundidas com
Locke 5,6mM(n=21), expostas por 1hora a ouabaina 10nM (n=12), quando
comparadas com o seu controle (células ndo expostas a ouabaina), apresentaram
alteracOes da excitabilidade ao serem estimuladas, com nAP,u passando de 1,1
+ 0,1 (controle) para 2 + 0,4 (p=0,044) e nAPay, de 1,19 + 0,80 para 2,5 + 0,74
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(p=0,040). Entretanto, ao expormos estas células cultivadas em MEM, por um
periodo  de 1 hora, a concentragbes de 1mM de ouabaina observamos uma
alteragdes na resisténcia de membrana, que passou de 70,7 + 6,2 MQ para 119 +
10 MO ( p= 0,002) e da corrente de clampeamento que sofreu decréscimo de 118
+ 26nA (n=27) para 80 * 2nA (n=29) (p= 0,0008). Houve o aumento na
excitabilidade neuronal: nas células estimuladas, nAPamp, aumentou de 2,8 + 0,52
( controle) (n=27) para 9,9 + 1,2 (p= 0,000001), nAP2u, de 1,6 + 0,74 para 3,9 +
0,4 (p= 0,000002) e nAPau, de 1,89 = 0,187 para 5,44 + 0,53 (p= 0,000006). A
exposicdo dos neurdnios agudamente dissociados a dihidroouabaina (10nM) (n=4)
e a Raminose (10nM) (n=7) promoveu no caso da dihidroouabaina um aumento
da resisténcia de 70,7 £ 6,2 (p < 0,05) enquanto a excitabilidade aumentou, na
nAPamp para 14,8 + 3 (0,0001 ), nAPom para 4 0,7 e (0.0001) nAPgayn 7,5 £ 0,96
(0,001). Os dados demonstram que a ouabaina em concentragdes fisiologicas
(10nM) aumenta a excitabilidade de neurdnios do GCS agudamente dissociados e
que este efeito pode ser modulado por alteragdes nas concentragbes de potassio
extracelulares. Os dados demonstram também que este efeito ndo € produzido
pela Raminose na mesma concentracao.



1 INTRODUCAO

Ha na literatura registros de uma gama de 6rgdos localizados ao longo
das vias envolvidas no controle neural da pressao arterial, cujos parametros de
comportamento fisiologico estéo alterados, em relagdo aos seus controles. Estes
fato esta documentado por varios autores, em modelos de ratos espontaneamente
hipertensos (REH) (BUNAG & EFERAKEYA, 1976; YAMORI & OKAMOTO, 1969;
EILAM. et al. 1991). Uma estrutura é o hipotalamo de rato espontaneamente
hipertenso (REH) (BUNAG, et al. 1915; YAMORI & OKAMOTO, 1969; BUNAG &
EFERAKEYA, 1976; SASAKI. et al. 1986;), cuja frequéncia de disparo se encontra
aumentada do valor médio de 2.07 + 0.18 Hz para 4.09 + 0.26 Hz, em 52% dos
neurdnios hipotalamicos estudados. Outra estrutura, neste percurso sdo os
ganglios cervicais superiores (GCS) de animais espontaneamente hipertensos
(REH), cujc; neurdnios também apresentam alteragdes, que se caracteriza com a
perda de acomodacao em relacdo aos seus controles, normotensos os ratos
Wistar-Kyoto (WKY) (JUBELIN & KANNAN, 1990; MAGEE & SCHOFIELD, 1992).
Portanto, entender o mecanismo destas alteracbes e determinar os compostos
que "a provocam, como o aumento da excitabilidade, evidenciada no aumento da
frequéncia de disparo dos neurdnios hipotalamicos, descritos acima, e a perda da
acomodacao dos neurdnios destes efetores finais, os ganglios paravertebrais,
implica em entender como a informacao é tratada pelo Sistema Nervoso Central
(SNC), e como esta participa dos processos fisioldgicos e patoldgicos desde a sua
instalagdo até a manutencdo (JUBELIN & KANNAN, 1990; MAGEE &
SCHOFIELD, 1992).

Nesta busca para estudar o mecanismo destes fenbmenos, bem como
as alteracoes apresentadas por estas estruturas, encontramos na abordagem

eletrofisiolégica uma ferramenta poderosa, uma vez que a perda de acomodacao



de ganglios cervicais superiores (GCS) isolados de animais espontaneamente
hipertensos (REH), € um achado caracteristicos nestes animais (YAROWSKY &
WEINREICH, 1985), e que acredita-se estar relacionado com a hiperexcitabilidade

simpatica, também evidenciada nestes animais.

Os ganglios autondémicos podem ser divididos, nos mamiferos, em
ganglios paravertebrais e a pré-vertebrais. Os neurdnios destes ganglios se
originam de um progenitor comum (LANDIS & PATTERSON, 1981), e que com o
desenvolvimento, eles assumem funcdes diferentes e exercem propriedades
diferentes. Uma fracdo significante de neurbnios nos ganglios pré-vertebrais
recebem projegbes sinapticas originadas dos sistemas nervoso periférico (SNP) e
central (SNC) (McLCHLAN & MECKLER, 1989; CROWCROFT, HOLMAN &
SZURSZEWSKI, 1971). Estes neurbnios agem como centros integrados que
controlam o tdnus simpatico para a vascularizacao e sistema nervoso entérico do
trato gastrointestinal (TGl) (SZURSZEWSKI, 1981; SIMMONS, 1985), além de
mediar diretamente alguns reflexos gastrointestinais. Esta capacidade é mantida
guando isolados dos estimulos do sistema nervoso simpatico (SNS), permitindo
assim o estudo dos mesmos em preparacdes isoladas (KUNTZ & SACCOMANNO,
1944; SEMBA, 1954). Ao contrario, a maioria dos ganglios paravertebrais, que
transmitem informagdes da medula espinhal para os 6rgdos alvos, sem integracéo
com outras fontes de informagbdes, muito embora haja uma consideravel
convergéncia de “inputs” (SKOK, 1973). A natureza dos inputs sinapticos nos
ganglios pré e paravertebrais sdo importantes para o estudo dos seus papeis

funcionais no sistema nervoso periférico simpatico.

Embora existam varias maneiras para se classificar estas populacdes
de neurdnios simpaticos, ao nivel celular, a sistematica mais utilizada, (CLARK &
MCLACHLAN, 1987; KING & SZURSZEWSKI, 1988), se baseia em dividi-los em
tonicos, que respondem com uma saraivada de potenciais de acéo, e os fasicos,
0s quais foram inicialmente descrito por Pitts & Bronk em 1942, que respondem
com um periodo de acomodagao, ap6s serem estimulados com um pulso
despolarizante de duas e trés vezes o seu limiar de excitacéo. Os fasicos recebem

estimulos subliminares dos neurénios motores preganglionares localizado na



medula espinhal (SKOK & IVANOV, 1983; HIRST & MCLACHLAN, 1986),
assumindo uma funcdo primaria de filtrar e retransmitir o sinal, conectando o
Sistema Nervoso Central (SNC) aos o6rgaos periféricos. Os neurdnios tdnicos
recebem numerosos e pequenos estimulos subliminares, originados de neurdnios
espinhais preganglibnicos e neurbnios sensoriais localizados na periferia.
(CROWCROFT et al,, 1971, SZURSZEWSKI, 1981). Esses estimulos devem ser
somados para disparar a célula (CROWCROFT et al., 1971, MCLACHLAN &
MECKER, 1989) Um aspecto importante a salientar, é que este comportamento
frentes a um estimulo despolarizante, tém sido conservados filogenéticamente
entre as espécies de mamiferos (WEEMS & SZURSZEWSKI, 1978; GRIFFTH,
GALLAGHER & - SHINNICK, 1980; DECKTOR & WEEMS, 1983, JULE &
SZURSZEWSKI, 1983, CASSEL, CLARK & MCLACHLAN, 1986, KING &
SZURSZEWSKI, 1988). E possivel inclusive identificar diferentes porcentagens
destas populagdes de neurbnios nos ganglios paravertebrais, como o ganglio
cervical superior (GCS), ganglios caudais e lombares, sdo quase exclusivamente
fasicos (95%), enquanto que os ganglios pré-vertebrais sdo uma mistura de
neurdnios fasicos e tdnicos (WEEMS & SZURSZEWSKI, 1978, GALVAN &
SEDLMEIR, 1984; CASSELL et al., 1986). Estudos recentes sugerem que a
frequéncia de disparos de potenciais de acdo (ABELES & PRUT, 1996: BAIR &
KOCH, 1996) e a correlagao entre os padrdes de disparos entre diferentes tipos de
neurénios (GRAY et al., 1989; ROELFSEMA et al., 1997) estédo envolvidos no
processo de transmisséo e processamento das informagbes (GRAY et al., 1989;
ABELES & PRUT, 1996; BAIR & KOCH, 1996; ROELFSEMA et al., 1997).

Entretanto, muito ainda necessita ser desvendado para o entendimento
da relacdo entre as caracteristicas dos disparos com o comportamento dos
neurdnios dentro da rede neurcnal (SHADLEN & NEWSOME, 1994), existe um
consenso de que a elucidagdo deste codigo é importante para entender o
relacionamento entre os neurdnios dentro do sistema nervoso (SN) (VAADIA et al.,
1995; RIEHLE et al., 1997).

Alguns estudos procuram relacionar este comportamento com as
correntes expressada por estas estruturas como o gaénglio mesentérico inferior

(GMI) de cobaio onde as diferentes expressbes das correntes A (I4) de potassio



(CASSELL et al, 1986) e M (ly) estdo relacionadas com as diferentes
propriedades de disparo (BROWN & ADAMS, 1980; BROWN, 1988; YAMADA’,
KOCH & ADAMS, 1989), reforgando assim a importancia do estudo
eletrofisiologico como ferramenta para a elucidagédo deste processo de elaboragao

de informacoes.
1.1 Controle Nervoso da Pressio Arterial

O sistema nervoso central (SNC) controla a funcéo cardiovascular via
mecanismos neurais e humorais, como a éecregéo de catecolaminas, de
vasopressina, e do sistema renina-angiotensina (ARITA, KOGO & ICHIKAWA,
1988; CZYZEWSKA-SZAFRAN; et al., 1988; HAMBLEY; et al., 1984). Os reflexos
cardiovasculares por sua vez, sdo criticos para o controle da presséo arterial (PA)
(COWLEY, Jr., 1992., ABBOUD & THAMES, 1983; SHEPHERD & MANCIA,
1986), e assumem um papel importante a curto prazo enquanto, que a regulacéo

renal do volume sanguineo o faz a longo prazo (COWLEY, Jr., 1992).

O Ycontrole neural comega com informacdes originadas nos diversos
transdutores fisiolégicos entre eles, os barorreceptores, (SHEPHERD & MANCIA,
1986, SPYER, 1981; ECKBERG & FRITSCH, 1993; KUMADA, et al., 1990),
considerados por varios autores um dos mecanismos mais importante para o
controle da frequéncia cardiaca (ABBOUD, 1986; SHEPHERD & MANCIA, 1986;
ECKBERG & FRITSCH, 1993; WALLIN & ELAM, 1994). Os Aumentos dos niveis
pressoricos levam a um estiramento da parede do sejo carotideo e do arco aortico
que & transformado em informac6es, originadas pela ativacao de canais de cations
nao seletivos, produzindo uma despolarizacdo. Este processo produz uma
frequéncia de disparo que se comporta como funcéo linear do estiramento da
parede vascular. (SHEPHERD & MANCIA, 1986). As informacdes orginadas pelo
processo de estimulacdo dos barorreceptores chega ao SNC, produzindo a
inibicdo do ramo vasomotor simpatico, aumentando a atividade cardiovagal,
permitindo, inclusive, o controle da descarga vasoconstritora simpatica para os

nervos esplanicos dos musculos lisos destes vasos, evitando também oscilagdes



na PA. Em muitos modelos de hipertensdo observamos que os barorreceptores
estao readaptados a novos valores pressoricos elevados, levando a um estado de
hipertens@o crbnica. Este processo pode permanecer por um longo periodo de
tempo, ou apenas minutos. (DI BONA et al., 1996; DI BONA & JONES, 1992;
ECKBERG & FRITSCH, 1993, e JOYNER & SHEPHERD, 1993).

Outros sinais originados nos mecanorreceptores inervados por
aferentes vagais transformam a distensao atrial, em informagbes que via reflexos
medulares, ativam o coragdo e os rins. No coracdo através do aumento da
descarga simpatica, produzem taquicardia, regulam o volume dos liquidos
extracelulares, pois produzem uma inibicdo da descarga simpatica para os rins,
resultando em diurese e natriurese (SHEPHERD, 1986; LINDEN, 1987),
aumentando o fluxo urinario € o clearence de agua livre. Estes achados se
encontram implicados na fisiopatologia da isquemia cardiaca mas seus papeis no
controle fisioldgico ainda € indeterminado, necessitando de maiores investigactes
(HAINSWORTH, 1991).

Todos estes sinais sédo levados pelos nervos craniais Glossofaringeo
(IX) e Vago (X), e convergem para o Nucleo do Trato Solitario (NTS) (SPYER,
1981, SELLER & ILLERT, 1969; KUMADA et al., 1990, e KALIA, & MESULAM,
1980). Em seguida, estas informagdes sao levadas por vias que projetam-se para
os neurbnios simpatoexcitatorios localizados na raiz dorsal ventrolateral (RVL)
localizados no bulbo (DAMPNEY, 1994). Ao mesmo tempo estas mesmas
informacdes sdo levadas também para os neurbnios simpatoexcitatorios
cardiomotores do Nucleus ambiguus (NA), dai para os neurdnios do Nucleo dorsal
motor do vago (DVN) (HOPKINS, 1987; STANDISH et al., 1994). O NTS também
mandam informacgodes colhidas pelas aferentes para os neurdnios magnocelulares
produtores de vasopressina localizados nos ndcleos supraoticos e
paraventriculares do hipotalamo, além dos neurdnios simpaticos pré-ganglionares,
localizados no segmentos T1 a L2 da coluna intermediolateral (IML) (CABOT,
1990; SCHOENEN & FAULL, 1990; STRACK et al., 1989; STRACK et al., 1989;
DAMPNEY, 1994). Os neurénios localizados em T1 e L2 apresentam propriedades
eletrofisiolégicas que determinam a descarga autonémica (CABOT, 1990; COOTE,
1988; LASKEY & POLOSA, 1988; POLOSA et al., 1988; JANIG, 1988), que



geralmente est&o em frequéncias menores que 1 a 4 Hz (YOSHIMURA, et al,
1987). Estes neurdnios simpatoexcitatorios podem receber sinais seletivamente
supraespinhais e aferentes primarias originadas dos neurdnios localizados na
Medula rostroventrolateral (RVL) (AMENDT et al., 1979; ROSS et al., 1984), que
por sua vez receberam sinais de nlcleos do hipotélamo da regido Ab, da regido
C1 (LESKE & MCKENNA, 1992), da medula ventrolateral e do nucleo caudal da
raphe. Estas fibras pré-ganglionares, inervam populacdes neuronais especificas
dos ganglios paravertebrais que fornecem a estimulagéo para a excitacdo ténica
dos neurdnios pods-ganglionares (JUBELIN & KANNAN, 1990). Os neurdnios da
medula rostroventrolateral (RVL) tém uma importancia critica no comportamento
ténico da atividade simpatica sobre os vasos e na descarga cardiomotora, pois
estes neurdbnios simpatoexcitatorios do RVL recebem projecées dos
barorreceptores e quimioreceptores e de vias somatosimpaticas e do reflexo
vestibulosimpatico, respondendo inclusive a hipdxia e ao stress. Os neurdnios RVL
controlam também a descarga simpatica para o coragdo, vasos sanguineos, e
adrenais via neurdnios intermediolaterais (IML) (SUNDARAM & SAPRU, 1991).

Os neurdnios pregangliénicos estdo na coluna intermediolateral (IML).
sdo distribuidos através de toda a zona intermediaria da coluna espinhal
toraclombar desde a substancia branca até o canal central, lamina X, com a maior
concentracdo na coluna de células intermediolaterais (JANIG, 1990). As
terminacdes axdnicas pré-ganglionares sao mielinizadas (CABOT, 1990), e saem
pela raiz ventral e passam via ramo comunicante branco para o respectivo nervo
espinhal para alcangar a cadeia simpatica de ganglios paravertebrais. As fibra pré-
ganglionicas podem fazer sinapses em neurénios pds-ganglionares no mesmo
nivel do ramo branco e correr rostralmente e caudalmente na cadeia simpatica
para fazer sinapse com um grande numero de neurdnios pos-ganglionares para
formarem os nervos esplanicos, e inervarem os ganglios pré-vertebrais e a medula
adrenal. Os segmentos T1 a T2 inervam a cabeca e o pescogo, T2 a 16, a
extremidade superior e visceras toracicas e T12 a L2, as extremidades pélvicas e
drgéos do perineo (SHONDORF, 1993). Os neurdnios paravertebrais agem
primariamente como estagdo de disparo, eles recebem fortes estimulos pré-

ganglionares e mostram padrées fasicos de comportamento de descarga.



Finalmente a informagdo a chega ao Ganglio cervical superior (GCS),
que é um ganglio largo e fusiformes localizado na porg&o final rostral da cadeia
paravertebral na bifurcagdo da carétida. Os seus tecidos alvos incluem a
vascularizacédo da cabeca e pescoco, as glandulas submandibulares e a iris do
olho sendo portanto, o componente distal da via dos estimulos de controle da
pressao arterial (PA) dos orgéo do torax, se tornando um processador final das
informag0bes elaboradas pelo sistema nervoso central (SNC) e um local estratégico
para o controle e modulagdo de processos patolégicos como a hipertensado
(GIBBINS, 1990).

No que concerne a corrente idnica moduladora da excitabilidade
neuronal BELLUZZI et al, tem demonstrado que, em GSC, essas correntes estao
localizadas em potenciais de membrana que variam de 0 a =75 mV (BELLUZZI, et
al., 1991 e 1986). Nestes ganglios, o potencial de repouso, que varia de — 50 a —
70 mV, apresentam uma resisténcia de membrana e uma impedancias de
entradas de 180 £ 11 MQ e 132 + 6 respectivamente. O ganglio cervical superior
(GCS) apresenta pelo menos cinco condutancias idnicas, duas para dentro, sendo
uma de Na® (Ina), que se caracteriza como sendo resistente a tetrodoxina (TTX)
{DéGE & COOLEY, 1973; TRAUB & LLINAS, 1977, TRAUB, 1982) com limiar em
-30 mV e condutancia maxima em 0 mV e a outra de Calcio (I¢a), originalmente
descrita por MCAFEE & YAROWSKY em 1979, e tambéem ativada por
despolarizagdes a — 30 mV e que atinge sua amplitude maxima entre 0 e + 10 mV,
sendo totalmente desativada em — 60 mV, e trés condutancias de potassio, para
fora: I , la, Im.€ @ lkv que € homologa aos retificadores retardados, e a mais lenta
de menor amplitude das trés condutancias de potassio, contribuindo para o
desenvolvimento do potencial de agdo em neurbnios simpaticos e

farmacologicamente sensivel a 3uM de TEA.

A corrente A (ln) que foi inicialmente descrita por HAGIWARA et al.,
1961 em moluscos, se caracteriza por ser uma corrente de potassio transitéria
para fora. Subsequentemente foi esta corrente foi caracterizada por CONNOR &
STEVENGNS, 1971a; e NEHER, 1971. A corrente A é uma corrente estavel nas
células excitaveis (ROGAWSKI, 1985; RUDY, 1988), ¢ e completamente inativada



préximo do potencial de repouso. Estudos utilizando a técnica de clampeamento
de voltagem (KOSTYUK, et al 1981; FRESCHI, 1983; GALVAN & SEDLMEIR,
1984; SEGAL et al, 1984; BELLUZZI et al,, 1985a; NERBONNE & GURNEY,
1989; GREENE et al., 1990) e patchclamp (COOPER & SHRIER, 1989; KASAI et
al, 1986) tém demonstrado ser 14 uma corrente importante para a modulacdo do
potencial de agao (DAUT, 1973; SHIMAHARA, 1981, CASSEL & MCLACHLAN,
1986) e para a construgao das propriedades de cddigo do funcionamento neuronal
(CONNOR & STEVENS, 1971b; GALVAN, 1982; SAXON & SAFRONOVA, 1982;
CASSEL & MCLACHLAN, 1986).

As correntes de potassio dependentes de céiciQ (Ikca) eStA0 envolvidas
em uma série de eventos tais como a repolarizagdo do potencial de acao (PA),
hiperpolarizagdo po6s potencial (AHP), no potencial de repouso e na atividade
espontadnea de marcapasso. Correntes de potassio dependentes de calcio
(GARDOS, 1958; MEECH & STANDEN, 1975) sao uma constante nas células
excitaveis (BLATZ & MAGLEBY, 1987) levando varios autores a estudar e atribuir
muita importancia ao sistema de condutancia Ica — lkca, €M neurdnios simpaticos
de mamiferos (FRESCHI, 1983; GALVAN e SEDLMEIR, 1984; BELLUZZ! et al,
1985b; HIRST e.t al., 1985). As correntes de potassio ativadas por éélcio tém sido
analizadas usando patchclamp (SIMONNEUA et al., 1987; SMART, 1987; MAUE &
DIONNE, 1987; FRANCIOLINI, 1988; LATORRE et al., 1989). E por ultimo dois
tipos de canais de potassio o BK (lc) (MARTY, 1981) que é estimulado por
despolarizagéo e calcio intracitoplasmatico, sendo farmacologicamente bloguedas
por tratetiletanilamina (TEA) extracelular, e mas ndo por apamina (AP) extracelular
e 0 SK (BLATZ & MAGLEBY, 1986). Em neurdnios mantidos em — 50 mV as
correntes de calcio sdo encontradas na faixa de — 30 a +20 mV. Varios autores
tem hipotetizado que as correntes de potassio M (ly), a corrente A (l,), a corrente
H (Iy) e a corrente D2 (Ipy) sd@o responsaveis pela perda da acomodagao, pois se
situam na faixa de corrente abaixo do limiar, uma vez que as células ténicas nédo

alteram as suas propriedades passivas.

Em animais hipertensos tem-se observado que este ganglio modifica o

seu padrao de disparo de fasico para ténico, perdendo a sua capacidade de



acomodacdo, sem entretanto alterar as suas propriedades passivas ou as
caracteristicas do potencial de agdo (YAROWSKY & WEINREICH, 1985).

1.2 Os Esterdides e Hipertenssio

Com o advento dos neuroesterdides tem se observado que o sistema
nervoso & referido na literatura como um dos tecidos alvos dos esterdides
(MCEWEN, et al., 1995, PRIEST & PFAFF, 1995) podendo influenciar varios
processos celulares como a sobrevivéncia e a diferenciacdo do cérebro e da
medﬁla (DE VRIES, et al., 1984), e a regeneracgéo de nervos (JONES, 1993; YU,
1989). Estes compostos regulam também a transmissdo sinaptica, (MCEWEN,
1991) interagindo com receptores na membrana dos neurénios (SCHUMACHER,
1990; MAJEWSKA, 1992; BAULIEU, & ROBEL, 1995) e modulando a funcdo das
células da glia (JUNG-TESTAS, |, et al,. 1991). Ao mesmo tempo tem crescido na
literatura as evidéncias da participagdo de substancias com caracteristicas
esteroidais, em particular a ouabaina, no processo de estabelecimento da
hipertensao essencial sistémica (HAMLYN et al., 1991). Varias células como as
células da glia e as células de Schwann sintetizam esterdides, hoje chamados de
neuroesteroides, devido ao fato de serem produzidos por células do sistema
nervoso, nao apresentando entretanto diferencas estruturais e quimicas dos
compostos desta classe (BAULIEU, 1991, ROBEL & BAULIEU, 1994) (Figura
1).0s esterdides cardiotonicos sdo utilizados na pratica laboratorial como
bloqueadores seletivos daA bomba sodio e potassio, podendo ser em altas
concentracées, (>10° M) letais (FIESER & FIESER, 1959). Estes estdo presente
em plantas e em animais (HAMLYN et al., 1981). Desde a sua inclusdo no arsenal
terapéutico por William Withering em 1785, indicada para o tratamnento da
insuficiéncia cardiaca congestiva (WITHERING, 1785), até os dias de hoje, foi a
participagdo da ouabaina no processo de manutencdo da hipertensdo essencial
sistémica, através da sua producdo enddgena, o achado mais desafiador

relacionado a estes compostos.



Figura 1 - Formula Quimica da Ouabaina, onde evidenciamos o niicleo

ciclopentanofenantreno ¢ a raminose
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O termo digitalico foi incorporado em 1542 por Leonhart ("dedaleiras")
(GREEFF & SCHADEWALDT, 1981; JUNG, 1988; SCHADE\NALDT,’ 1986; SKOU,
1986) e em 1650 foi incluido na Farmacopéia Britanica (GREEFF, &
SCHADEWALDT, 1981). Foi entretanto Withering que desenvolveu o primeiro
ensaio clinico cuidadoso do extrato da Digitalis purpirea (WITHERING, 1785;
SKOU, 1986), estabelecendo assim os par@metros para a sua utilizacdo na
insuficiéncia cardiaca congestiva. Entretanto, haviam registros do uso da D.
purpiria no Papiro de Erbes e no Corpus Hippocraticum (400 B. C)
recomendando-os (1500 B. C.) para induzir diurese (GREEFF & SCHADEWALDT,
1981, MOVITT, 1949) sendo assim do conhecimento dos romanos, egipicios e
gregos (FIESER & FIESER, 1959; GREEFF & SCHADEWALDT, 1981). Os
Chineses e Japoneses usam a pele dos sapos em preparacdes para o tratamento
de edema (FIESER & FIESER, 1959). Porém a ouabaina extraida da raiz e caule
da planta Ouabaio (Acocanthera ouabaio) no leste da Africa (Somal) e de
sementes de Strophanthus gratus, descrita pelo botanico francés Descandolle
(MOVITT, 1949), nao € usada via oral por ser altamente hidrossolivel (GREEFF &
WIRTH, 1981) afastando assim a possibilidade de que os niveis séricos de
ouabaina encontrados em pacientes hipertensos, se devam a absor¢éo por esta
via e originados de vegetais. O botanico John Kirk na expedicéo de Livingstone's
Zambesi no leste da Africa (1858 -1864), se auto administrou o veneno das pontas
de langas ("kombi" or "strophanthin k™) extraido das sementes do S. kombe; e
registrou uma desaceleracdo no seu pulso (LIVINGATONE & LIVINGSTONE,
1865). Coube a Fagge e Stevenson (FAGGE & STEVENSON, 1865) mostrarem
que esta substancia causava uma parada cardiaca ém sapos e pelicanos
(PELIKAN, 1865) e estabelecerem as similaridades com o extrato da Digitalis
Purpurea. Em 1888, Arnaud (FAGGE & STEVENSON, 1865) descobriu e
denominou de ouabaina o veneno da ponta de lancas isolada da raiz e casca da
arvore da Ouabaio e estabeleceu a semelhanga entre a drvore Ouabaio com o um
principio isolado, o Strophanthus do Strophanthus gratus, obtido de um povo
indigena do Gabao situado no oeste da Africa (JACOBS & BIGELOW, 1932).
Foram entretanto Arnaud, Jacobs e Bigelow que descreveram a formula para a
ouabaina (JACOBS & BIGELOW, 1932; FAGGE & STEVENSON, 1865),

permitindo assim que os efeitos dos esteroides cardiotdnicos sobre o coragéo
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fossem bem determinados, (CATTELL & GOLD, 1938). O mecanismo entretanto
56 foi estabelecido entre as década de 50 e 60, quando Wood e Moe (WOOD &
MOE, 1942) demonstraram que este efeito se devia a diminuicdo de potassio
intracelular, e subseqlientemente em 1953, Schatzmann (SCHATZMANN, 1953),
estabeleceu que estes compostos eram potentes blogqueadores da bomba de

sodio. Este fato foi foi posteriormente confirmado por Skou (SKOU, 1957).

Os receptores para a bomba de sédio estdo amplamente distribuidos
por toda a escala filogenética chegando até aos niveis filogenéticamente mais
simples o0s, celenteratos (CAURLELD et al., 1992; MILANICK, 1992; PARKER,
1989). Estruturalmente, a bomba de sédio € composta de unidades Alfa («), Beta
(B) e Gama (), sendo a subunidade catalitica o o sitio de ligacéo entre a Na” -K"
ATPase e os esteroides cardiotdnicos (STC) como a ouabaina (SVEADNER,
1989). Quatro subtipos da unidade alfa (o) tem sido identificadas em mamiferos
(PRESSLEY, 1992; SHAMRAJ & LINGREL, 1994; SHULL et al., 1986;
TAKEYASU, et al, 1990), porém trés s&do expressos em tecidos nervosos
(BLANCO et al,, 1990; JEWCIL, & LINGREL, 1991, e THENEN, et al., 1996),
sendo a sua afinidade, aos esteroides cardiotdnicos uma caracteristica que as
difere entre si (SVEADNER, 1989). As unidades o, e especialmente a a3 tém alta
afinidade para a ouabaina em todos os vertebrados , com uma ICsg localizada na
faixa de 10 a 500 nM. As unidaddes a4 particularmente em ratos, tem uma baixa
afinidade para ouabaina com lcso maiores que100 000 nM (BLANCO et al., 1990).
O padrao de expresséo se diversifica entre os tipos celulares, porém todas as
células incluindo os neurénios e a glia expressam oy A glia, além de expressar ay,
também expressa o, porém, nao observamos a presenca da subunidade s
nestes tipos celulares (BLANCO et al., 1990; MCGRAIL, et al, 1991). Os
neurdnios expressam oy € o, e também a az (BLANCO et al., 1990; PIETNNI, et
al.,, 1992). Esta distribuicdo confere as células uma especializagdo e uma
capacidade de responder diferenciadamente a presenca de STC sejam eles
endogenos ou exégenos (BLAUSTEIN & HAMLYN, 1991). A unidade o4 €
responsavel pela manutencéo de [Na'], baixo no interior da célula e o alto [K']; no

citoplasma (BLAUSTEIN & HAMLYN, 1991), e as o, em astrocitos e a3 em
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neurdnios estio localizadas na borda que margeia o reticulo endoplasmatico e em
e«stre’ita associacdo com a troca de Na*/Ca* (BLANCO et al., 1990; JUHASZOVA
& BLAUSTEIN, 1997). Esta distribuicado promove alteragcdes importantes sobre o
comportamento da Na® -K* ATPase em situagdes fisioldgicas e em patoldgicas,
permitindo a célula estabelecer a homeostase (BLAUSTEIN, 1993; JUHASZOVA &
BLAUSTEIN, 1997). Portanto utilizando-se da afinidade da ouabaina pelas
unidades alfa (o) € possivel estabelecer que alteracbes fisiologicas produzem
estes compostos em neurénios (LEVENSON, 1994). Esta distribuicdo, inclusive,
explicar a sua participacdo no processo de excitagdo neuronal, demonstrado nos
trabalhos de McCaren e Alger (MCCARREN & ALGER, 1987), em fatias de
hipocampo cuja esposicdo de ouabaina resulta em hiperexcitabilidade destas
células, sem alterar as caracteristicas do potencial de acdo. Estes fatos estéo
indicando que estas alteragdes ndo se processam em correntes acima do limiar.
Alguns autores estabelecem uma estreita relacdo entre a ouabaina e os
hormoénios da cortex suprarenal (HAMLYN, et al., 1991; LUDENS et al., 1992),
alem de apresentarem evidéncias de que uma série de compostos similares a
ouabaina, podem ser produzidos enddgenamente, chamados de substancias
digitalicas-simile (SDS) (SZENT-GYORGY!, 1953; THORP & COBBIN, 1967).
Porém, foi a descoberta do cotransporte de Na* e Ca*? em 1960, em axdnios de
invertebrados marinhos (BAKER & BLAUSTEIN, 1968; BAKER et al, 1969,
BLAUSTEIN & HODGKIN, 1969), em musculo cardiaco de mamiferos (REUTER &
SEITZ, 1968), e em musculo liso vascular (REUTER et al., 1973), que permitiu a
associagao entre a inibicdo da bomba de sodio e o efeito inotropico dos agentes
glicosidios cardiotonicos (BAKER et al., 1969; EISNER & SMITH, 1992; WRAY, et
al., 1985), permitindo que Haddy & Overbeck (HADDY & OVERBECK, 1976)
sugerissem que as substancias enddgenas digitalicas similes (SEDS) tinham um
papel importante no aumento da presséo arterial por ingestédo excessiva de sal
(BLAUSTEIN, 1977; BLAUSTEIN, 1977), levando ao processo de hiperreatividade
do simpatico (NAGATSU et al, 1976; NAKAMURA & NAKAMURA, 1977;
MATSUMOTO, 1967; LAIS et al., 1977; LAIS et al., 1974).

A presenca de um fator purificado de rins com atividade inibidora de

ATPase renal (HAMLYN et al., 1982) foi a primeira evidéncia da existéncia dos
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SEDS e de hipertensao, reforgada mais tarde pela purificacdo de ouabaina de
plasma humano (HAMLYN et al., 1991).. Altas concentracdes de ouabaina em
adrenais humanas, de ratos e de vacas (HAMLYN, et al., 1991; GOTO et al., 1992;
SCHONER, 1992) e estruturas ouabaina similes que aparecem em perfis
cromatograficos, associado ao fato destas substancias apresentam a mesma
reatividade Imunologica com os esteroides originados de planta (GOTO et al,,
1988; TAMURA et al.,, 1988), descritas por varios autores (GOTO et al., 1988;
HAMLYN, et al, 1985 SCHONER, 1992) (Figura 2) confirmam que estes
compostos endbgenos apresentam semelhancas estruturais marcantes. Aliada
estes fatos, a sua origem na suprarenal e a existéncia de compostos ouabaina-
simile é reforca ainda mais (TAMURA, et al., 1988) quando anélisamos 0s niveis
arteriovenosos de ouabaina (BOULANGER et al, 1993), em animais
adrenalectomizados (LUDENS et al., 1992). Foi, entretanto, a existéncia de uma
caso de hipertensao associado a um adenoma cortical de adrenal (MANUNTA et
al., 1992), produtor de ouabaina, causador de hipertensao, que tornou irrefutavel a
existéncia dos compostos ouabaina-simile. Entretanto a ouabaina enddgena pode
ser detectada em outros sitios como o cérebro (hipotalamo), hipofise, coracéo e
rins (HAMLYN, et al., 1991). +

O processo de estimulo da sua secrecao nao esta ainda consolidado
mas uma dieta rica em sal & um fator estimulador (MANUNTA et al., 1992) e o
processo de regulagdo das concentracdes séricas estdo sujeitas a um feedback
mediado por receptores diferentes da bomba de sodio existente na suprarenal
(WARD et al., 2002). O cérebro (hipotalamo) também, pode estimular a secrecéo
de ouabaina, sempre que lhe for infundido solugdes com altas concentragtes de
sodio (JANDHYALA & ANSARI, 1986; MANUNTA, et al., 1992), ou angiotensina I,
como observado em cachorros (BUCKLEY et al., 1986) e ratos (BALDA et al,
1986). A secrecao de ouabaina pode ser bloqueada por inibidores de angiotensina
Il, como a saralasina (BALDA et al., 1986). Portanto alguns autores s&o levados a
dizer que é a expansdo de volume que estimula a liberacdo de ouabaina, via
resposta do cerebro (hipotalamo) liberando hormonio antidiurético (ADH)
(ROBERTSON, 1976) e horménio atrial natriurético, ou através da via nervosa que

estimularia as adrenais (SONGU—MIZE, et al., 1990). Entretanto, a secrecao de
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ouabaina pela células corticais é inibida por meios ricos em potassio extracelular
(HAMLYN, et al., 1991, BAKER & W!LL!S, 1972). Recentemente, a literatura
cientifica demonstrou que em duas faixas extracelulares de potassio que variavam
de 0 até 10 mMol/L (primeira faixa) e acima de 40 mMol/L (segunda faixa),
estimulava-se a ligacéo da ouabaina a bomba sodio-potassio ATPase de células

adrenocorticais bovinas,

Ja em concentragdes entre 20 mMol/L a 40 mMol/L  estimulando a
ligacdo da ouabaina ao receptor localizado no cortex das adrenais. (WARD,
HAMILHON & HAMLYN, 2002). Ao contrario, o0s glucocorticoides e
mineralocorticoides, que tem a sua liberagdo estimulada nas células adrenais
corticais (HANING et al., 1970) por meios ricos em potassio despolarizam estas
células levando ao aumento de célcio no citoplasma (QUINN et al., 1988; SPAT et
al., 1991). Pequenas doses de ouabaina levam ao aumento da liberacdo de
glucocorticoides e mineralocorticoides  (BRALEY &  WILLIAMS, 1978).
Concentracdes de ouabaina (<1O'7 M) (BAKER & WILLIS, 1972; FORBUSH, 1983;
SCHATZMANN, 1953; SKOU, 1960) proximas as encontradas endégenamentes
(0.2-0.7 nM) (HOFFMAN & BIGGER, Jr., 1990; BROWN, & ERDMANN, 1984)
causam um ganho de sddio e uma perda de potassio. Alguns autores afirmam que
a apartir de estudos em musculo liso arterial as alteragées de transporte idnico
através da membrana celular se restringem a promover uma corrente de Ca*? para
dentro (BELARDINELLI et al., 1979). Outros tém lancado & hipotese de que a
bomba de sédio possa ser estimulada (BAKER & WILLIS, 1972; ELLIS, 1977,
HAMLYN et al.,, 1985; LEE & DAGONTINO, 1982; SHEU & BLAUSTEIN, 1992),
como ¢ observado quando reduzimos a concentracdo extracelular de K" ou Na”,
em ganglio nodoso. Entretanto o aumento de Na® é condig&o inicial para que se

tenha um aumento secundario de Calcio.



16

Figura 2 — Rotas metabélicas de sintese dos hormanios da cortex suprarrenal
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2 OBJETIVO

Este trabalho pretende estudar o efeito das concentracdes nanomolares de
ouabaina sobre a excitabilidade do GCS que & a estrutura com funcionamento
simpatico mais distal na rota eferente do simpatico para o controle "do coracgéo e
da musculatura lisa dos vasos, uma vez que a ouabaina esta presente no plasma

de pacientes hipertensos.



3 MATERIAL & METODOS

3.1 Drogas e Solugdes

A solugéo nutridora de Locke tinha a seguinte composicdo em mM:
NaCl 140, KCI 5,6, NaHCO3 16,3 , NaH,PO4 1,3 , CaCl, 2 MgCl, 1,2 e glicose 1,4
g por litro, e o pH ajustado para 7,4 com HCI 1M ou NaOH a 1M.

A solucéo de Hanks (Hank’ balance Salt Solution (HBSS)) com seguinte
composicao em g/L: KC1 0,40; KH,PO4 0.06; NaCl 8.0; NaHCO; 0,35; NaHPO4. 7
H,O 0,09; d-Glucose 1 e vermelho de fenol 0,01 e o pH ajustado para 7,3, era
preparada e estocadas em garrafas a 4 C. Esta solugao se destinava a receber
os ganglios, para a retirada da capsula que os revestia apos a retirada desses por

cirurgia.

A solucao “Earl’s Balance Salt Solution” ((EBSS) 10 X concentrada, com
seguinte composicéo em g/L: CaCl; 2,0, KCI 4,00, MgS0O, .7 H,0 2,00, NaCl 68,0
NaH,PO4. H,O 1,40 e Glicose 10,00, era preparada através da diluicdo de uma
solugéo concentrada 10 vezes de EBSS em um becker com capacidade para 100
ml e, logo em seguida, da adicdo de 70 ml de agua destilada e 1 ml de HEPES 1
M (Sigma Chemical Co. St Louis, Mo, USA) e 0,36 gramas de glicose. O pH foi
ajustado para 7,4 com NaOH e, em seguida, eram adicionados 0,22g de NaOH,
ajustam a osmolaridade para 308 mMol/kg, e, finalmente completado o volume
para 100ml de agua destilada. Para garantir a esterilidade, esta solugédo era entdo
fitrada em um filtro estéril, com membrana 0,22 uM e capacidade de 115 ml

(Corning) e estocada em tubos tipos falcons de 15 ml (Falcon). Esta solucédo se
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destinava a dissolug&o das enzimas a serem utilizadas na dissociagdo enzimatica

dos neurdnios ganglionares

A Solugdo enzimatica era composta de 10mg de Colagenase Tipo 1A
(Sigma), tripsina 5 mg (Sigma) e 10 mg de Dispase (grade 1l Boering Mannheim)
dissolvidas em 10ml de EBSS, previamente descrito, em tubos falcons de 15 ml.

Em seguida ela era filtrada em filtros de seringas 0,2um (Milipore) antes do uso.

O meio de cultivo das células foi adicionados a um tubo falcon com
capacidade para 50 ml 10 ml de Soro bovino fetal a 90 ml de Minimum Essential
Medium (MEM - (Gibco)) com seguinte composicao em mg/L: CaCl, 200, KCL 400
MgSOs 98.00, NaCl 6800, NaHCO; 2200, NaH,POs, H,O 140, D-Glucose
1000, L-Arginina  HCI 126, L-Cistina 2 HCI 31, L-Histidina HCl H,O 42, L-
Isoleucina 52, L-Leucina 52, L-Lisina HCI 73, L-Metionina 15, L-Fenilalanina
32, L-Treonina 40, L Triptofano 10, L-Tirosina « 2Na 2H,0 52, L Valina 46, D-Ca
Pantotenato 1.0, Cloreto de colina 1.0, Acido folico 1.0, linositol 2.0. Niacinamida
1.0, Piridoxina HCI 1.0, Riboflavina 0.10 e Tiamina HCI 1.0, ou Leibovitz's (L15 -
(Gibco)) com seguinte composicdo em mg/L: CaCl, 140.0, KCL 400.00, KH,POy4
60, MgCl, 94 MgSO, 98.00, NaCl 800.00, NaH,PO, 190, D-galactose 900,
Piruvato de Sddio 550, L-Arginina 225, L- Arginina 500, L-Asparagina 250, L-
Cisteina 120, L-Glutamina 300, Glicina 200, L-Histidina 250, L-Isoleucina 250, L-
Leucina 125, L-Lisina 75, L-Metionina 75, L-Fenilalanina 125,L-serina 200, L-
Treonina 300, L Triptophano 20, L-Tirosina 302, L-Valina 100, D-Ca Pantotenato
1.0 Cloreto de colina 1.0, Acido félico 1.0, linositol 2.0, Niacinamida 1.0, Piridoxina
HCI 1.0, Riboflavina -5-fosfato 2 H,O 0.10 e Tiamina monofosfato 1.0. Estes
meios eram usados, conforme o protocolo, e filtrado em filtro com capacidade para

115 ml e membrana de 0,2um (Corning).

As laminulas utilizadas pelas células na adeséo eram tratadas com 10
mg de poly-l-lisina (Sigma), que eram dissolvidas em 100 ml de um tampéao de
borato de sodio 0,1 M, pH de 8,0 ajustado com HCI 1M e filtrado em filtros com
capacidade para 115 ml (Corning) e estocado em tubos falcons com capacidade

para 14 ml (Falcon).
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A ouabaina (Sigma) era dissolvida diluida para 10nM ou 1mM, a partir

de uma solucgao estoque de 10 mM.

A dihidroouabaina (Sigma) era dissolvida diluida para 10nM, a partir de

um estoque de 1 mM.

A Raminose (Sigma) era dissolvida diluida para 10 nM ou 1 mM, a partir

de um estoque de 10 mM.

3.2 Protocolos Experimentais

3.2.1 Remogao do ganglio cervical superior

Foram utilizados ratos wistar de peso entre 250 a 300 g, do biotério da
escola de medicing da universidade de MARYLAND, que eram sacrificados
através da inalacdo de CO,. Apés o sacrificio, o animal era fixado dorsalmente, em
uma mesa cirlrgica, através das suas quatro patas e cabeca por fixagcdo com
agulhas 40 x 12. Logo em seguida iniciava-se uma incisdo na linha mediana, na
altura do diafragma, até o queixo, e assim rebatendo-se pele para a lateral e,
fixando-a na mesa de dissecacdo, expunha-se a musculatura até o pescogo.
Utilizando um microscépio de dissecacédo, a artéria carétida era identificada
bilateralmente e, seguindo em direcdo ao cranio, localizava-se a sua bifurcagdo. O
ganglio cervical superior se encontra entre a carétida interna e externa. O ganglio
era dissecado e destacado do tecido que o rodeava e colocado em uma placa de
petri contendo HBSS gelado (previamente descrito) 4 °C, e fixado com alfinetes
para entomologia (100 um) para se retirar a capsula que o reveste. O ganglio,
agora desencapsulado, era transferido para um tubo falcon de 15 ml, com auxilio
de uma pipeta pasteur de ponta polida, contendo 10 mi da solucao enzimatica de

dissociagéo (anteriormente descrita).
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3.2.2 Desagregacao Enzimatica

A solugao enzimatica descrita anteriormente (vide drogas e solucoes)
era aerada com mistura carbogénica 95% O, e 5% CO; por 1 minuto e fechado.
Em seguida este frasco era colocado para agitar em um banho com agitacéo a
340 agitacdes por minutos a uma temperatura de 35 °C, por um periodo de 1 hora.
Apods este tempo o ganglio era agitado vigorosamente por 10 segundos. Para
inativagao da solucdo de dissociagao enzimatica, se adicionou 5 ml de meio
completo, previamente aquecido a 37°C. Os 15 ml originados nos processo
técnicos anteriores, eram agora colocados em uma centrifuga a uma velocidade
de 50 g por 5 minutos a temperatura ambiente, para em seguida se desprezar o
sobrenadante e se adicionar 10 ml de meio completo pré-aquecido a 37°C. Este
processo era repetido mais uma vez. O precipitado obtido era agora resuspenso
em 1,8 ml de meio completo. Em seguida os neurdnios eram plaquedos em 150 yl
em laminulas circulares de 35 mm, tratadas com poli-L-lisina (Sigma) e colocadas
em placas de 24 pogos. Em seguida a laminula era colocada para aderir por duas
hora em estufa a 37 °C e em atmosfera a 5% de CO,. Transcorrido o processo de
adesdo, se completa com meio o volume para 500 i, estando as células prontas

para 0 empalamento.

3.2.3 Eletrofisiologia

Os registros intracelulares foram realizados com microeletrodos de vidro
fabricados com capilares de aluminiosilicato (1.0 mm od , 0,75 mm (WPI, Comp
New Haven CT) utilizando um puxador horizontal de eletrodo modelo P-97 (Sutter
Instrument, San Francisco, C.A). Os eletrodos apresentavam uma resisténcia de
ponta que variavam de 40 a 100 MQ, quando preenchidos com KCIl 4 M, medidos

e medidas no modo Bridge (DC). Estes eletrodos eram conectados a um
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amplificador axonclamp 2B (Axon Intrument, Burlingane CA). Os sinais de saida
eram monitorizados com auxilio de um osCiioscépié em paralelo e os protocolos de
estimulacao eram gerados, os dados estocados e posteriormente analisados com
os programas de aquisicao (Clampex) e analise (Clampfit) que constituem o
conjunto de aplicativos p-clamp6 da Axon Intrument. A cadmara era fixada na mesa

do microscopio, equipada com o sistema Optico Hoffman (400X).

As laminulas, contendo ceélulas aderidas, eram colocadas em uma
camara de perfusdo, com velocidade de fluxo de 2 a 3 ml por minuto de solucéo
nutridora de Locke a temperatura ambiente e equilibrada com 5% de CO; e 95%
de Oa.

A célula, para ser incluida no estudo, deveria apresentar no minimo um
potencial de agdo com 70 mV de amplitude, um “overshoot” de pelo menos 20 mV,
uma resisténcia minima de membrana de 40 mQ e um potencial de repouso de
pelo menos - 50 mV. As propriedades passivas dos neurdnios simpaticos foram
determinadas pela injegdo de um pequeno pulso hiperpolarizante de corrente de

0,1 nA a partir do potencial de repouso — 60 mV.

Para estimulagcdo da preparacédo aplicaram-se ondas quadradas ou
rampas de corrente através do microeletrodo intracelular. Para a medida da
resisténcias de entrada de membrana (R;), ondas quadradas tiveram a duragéo de
400 ms para que a resposta de voltagem atingisse um estado estacionario e
amplitude de corrente de 0,1 nA de modo que a voltagem n&o variasse mais que
10 mV. Em seguida eram medidos o potencial transmembrana de repouso em
presenca de clampeamento continuo de corrente (Enn), a corrente de
clampeamento basal (I,) e o limiar de corrente (ly, (limiar de corrente para
desencadeamento de um potencial de agéo)). A excitabilidade neuronal foi
avaliada através do numero de potenciais de acéo produzidos pela célula apods ser
estimulada por uma rampa de 0,4 nA de amplitude e duragdo de 800 ms (NAPamp)
com uma inclinagéo de 1,4 pA, e uma onda quadrada de corrente, de duragéo de
400 ms e de amplitudes, duas vezes o limiar (NAPaqn) e trés vezes o limiar
(NAP31).
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3.3 Analises Estatisticas

Os resultados séo representados como média + erro padrao da média
(n), onde n & o numero de experimentos. Sdo considerados estatisticamente
diferentes os resultados que apresentarem probabilidade de ocorréncia da
hipotese de nulidade menos que 5% (p < 0,05). Para comparacdo das médias
foram utilizadas teste t, pareado ou nao, Anova ou outros testes apropriados,
realizados através do programa de computador Sigma Stat versdo 1.0 (JANDEL
Corporation 1992 a 1994).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito de concentragbes nanomolares de ouabaina sobre a excitabilidade

de neurdnios simpaticos

4.1.1 Neurénios superfundido com Locke contendo [k+] = 4,7 mM

4.1.1.1 Neurdnios cultivados com Leibovitz's sem fenol red, e superfundidos com
Locke contendo [k+] = 4,7 mM

Neurdnios agudamente dissociados foram mantidos em 150 ul de meio
de cultura Leibovitz's (L15) por 120 minutos (2 hs), para que ocorresse 0 processo
de adesédo a laminula tratada com poly-L-lisina colocada em um pogo de uma
placa com 24 pocgos e, transcorrido este periodo, 0 meio foi completado para 500
ul. Em seguida os neurdnios de um grupo (controle, Tabela - 1 L15047), foram
removidos do meio de cultura e superfundidos com solugéo nutridora de Locke
com [K'] = 4,7 mM por um periodo de 10 minutos, para que estabilizasse, apos o
gual foram colhidos os seguintes parametros eletrofisiologicos: Epn, Ry, I, lin (vide
eletrofisiologia 2.2.3) . A excitabilidade neuronal foi avaliada através do niumero de
potenciais de agao produzidos pela célula apds ser estimulada nAPamp, NAP 24,
NAPsqn  (vide eletrofisiologia 2.2.3). Em outro grupo de neurdnios (grupo
experimental), também cultivados com L15, ap6s o processo de adesdo de 120
minutos, o seu volume de meio foi completado para 500 ul com L15 contendo
ouabaina, cuja concentracao final atingiu 10 nM, que foi mantida por 60 minutos
(1h). Apds a exposicéo a ouabaina, estes neurdnios também foram estabilizados
por 10 minutos em solugdo nutridora de Locke com [K'] = 4,7 mM (OUABL15047),

para em seguida se realizar a coleta dos parametros eletrofisiologicos. Todos 0s
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neurbnios foram mantidos no En, de — 60 mV através do clampeamento de 30 nA
(I) no grupo controle (L15047), e 19 nA no OUABL15047 (Tabela — 1), valores
estes que foram significativamente diferentes. Os parametros de R; e Iy, que foram
obtidos no grupo experimental, (OUABL15047), 536 MQ e 132 pA,
respectivamente (Tabela — 1) n&o foram estatisticamente diferentes dos seus
respectivos controles. A excitabilidade neuronal foi aumentada, pois se
demonstram significativamente alterados os parametros (Figura 3 e 4) quando
comparamos os valores de potenciais em nAP2xlth e nAP3xlth, enquanto que a

nAPramp nao foi estatisticamente significante diferente do controle, (Figura 5).

Tabela 1 - Dados sumarizados dos efeitos de ouabaina 10 nM sobre as
propriedades passivas e a excitabilidade de neurbnios agudamente
dissociados e cultivados em L15, de ganglios cervicais superiores de

ratos adultos

Parametros L15047° OuabL15047" pe
Emn (MV) -60+0 -60+0 -
Ri (M Q) 54 + 6,30 © 544430 0,962
In (nA) 30 + 6,00 19+0,15* 0,007
lin (PA) 173 + 42,40 132 + 21,90 0,396
NAP tamp 45+ 115 8+ 1,80 0,161
NAP xith 1,7+ 0,21 4,6 + 0,54 * 0,0001
APt 2,3+0,40 6,5+0,73 0,0001
N 10 11 -

a — L15047- Células cultivadas em L-15 sem fenol red e superfundidas com Locke
contendo 4,7 mM de potassio

b — OUABL15047 - Celulas cultivadas em L-15 sem fenol red e expostas a
ouabaina 10 nM durante 1 hora e superfundidas com solugdo de Locke com 4,7
mM de [K"]

c- probabilidade de que um dado valor de L15047° seja igual ao valor
correspondente de OuabL15047° teste t ndo pareado.

* p< 0,05 (significativamente diferente do valor correspondente em L15047°, teste
t ndo pareado. :
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Efeito da concentracdao nanomolar de ouabaina {10 nM) sobre
a excitabilidade neuronal de neurbnios agudamente
dissociados de GCS, e cultivados com L15, estimulados com
uma rampa de corrente despolarizante e superfundidos com
Locke contendo 4,7 mM/L de Potassio. A e B mostram tracados
experimentais de neurdnios com potencial de repouso mantido em
— 60 mV através do clampeamento continuo de 30 nA (em A) e 19
nA (em B) de corrente hiperpolarizante. Ambos os neurdnios foram
previamente cultivados em meio L15 sem ouabaina (em A) e com
ouabaina 10 nM (em B) e depois transferidos para camara de
superfusdo com Locke contendo 4,7 mM de [K'] para o registro
eletrofisioldgico. Em A e B: o trago superior representa a resposta
de voltagem e, o inferior, a rampa estimulante de corrente intrace-
lular, com 0,4 nA de amplitude maxima, taxa de crescimento de

corrente de 1,4pA/ms e 800 ms de duragio.
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Efeito da ouabaina em concentracdo de 10 nM sobre a
excitabilidade neuronal de neurdnios agudamente
dissociados de GCS, e cultivados com L15, estimulados com
um pulso de corrente despolarizante de amplitude duas
vezes o limiar de corrente e superfundido com Locke
contendo 4,7 mM/L de Potassio. A e B mostram tragados
experimentais obtidos em neurdnios com potencial de repouso
mantido em — 60 mV através do clampeamento continuo de 20 nA
e de corrente hiperpolarizante. Ambos os neurbnios foram
previamente cultivados em L15 com (em A) e sem (em B)
ouabaina 10 nM e depois transferidos para camara de registro e
superfundidos com solugdo de Locke contendo 4,7 mM de [K']
durante o registro eletrofisioldgico. Em A e B: o trago superior
repreéenta a resposta de voltagem e, o inferior, o :pulso
estimulante (onda quadrada de corrente despolarizante, com

duragéo de 400 ms, injetada a partir do meio intracelular).



29

Figura 4
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FIGURA S
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EFEITO DE OUABAINA 10 nM SOBRE AS PROPRIEDADES PASSIVAS E EXCITABILIDADE
EM NEURONIOS AGUDAMENTE DISSOCIADAS DE GANGLIOS CERVICAIS SUPERIORES
DE RATOS ADULTOS, CULTIVADOS EM L15 E SUPERFUNDIDOS COM LOCKE CONTENDO
4,7 mM/L DE POTASSIO. Ri (M€}, RESISTENCIA ELETRICA DE ENTRADA, EM MEGA OHMS; In (nA),
CORRENTE BASAL USADA NO CLAMPEAMENTO PARA MANTER O POTENCIAL TRANSMEMBRANA DE REPOUSO
EM — 60 mV, EM nA; It CORRENTE NECESSARIA PARA DESENCADEAR UM POTENCIAL DE ACAO EM pA,;
NAP2xith NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA A UM PULSO DE CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL
AO DOBRO DO LIMIAR; nAPaxith, NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA A UM PULSO DE
CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL AO TRIPLO DO LIMIAR; (nAPramp), NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO
PRODUZIDOS EM RESPOSTA A ESTIMULACAO COM UMA RAMPA DE 0,4 nA DE AMPLITUDE E DURACAO DE
800 ms, E UMA INCLINACAO DE 1,4 pA. ORDENADA, VALOR DE CADA PARAMETRO, EM PERCENTUAIS DO
CONTROLE. BARRA VERTICAL NO TOPO DE CADA COLUNA, ERRO PADRAO DA MEDIA; *,

SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTE DO CONTROLE (P < 0,05; TESTE t NAO PAREADO).
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4.1.1.2 Neurdnios cultivados com Minimmum Essential Medium sem fenol red, e

superfundidos com Locke contendo [K*] = 4,7 mM:

Neurdnios agudamente dissociados e, apos a dissociacdo cultivados
por 120 minutos (2hs) em 150 pl, de Minimmum Essential Medium (MEM), para
que ocorresse a adesdo, teve o seu volume completado para 500 ul de MEM, e se
constituiu o grupo controle (MEMO047 (Tabela 2). Estes foram removido do meio de
cultura e superfundidos com solugéo nutridora de Locke com [K'] = 4,7 mM por 10
minutos para estabilizar, apés o qual foram colhidos os seguintes parametros
eletrofisiologicos: Emn, Ry, In, s (vide eletrofisiologia 2.2.3) . A excitabilidade
neuronal foi avaliada através do ndmero de potenciais de acéo produzidos pela
célula apos ser estimulada por nAPamp, NAP2an © NAPsqn (vide eletrofisiologia
2.2.3). Em outro grupo de neurdnios, OUAB10nM47 (Tabela - 2), também
cultivados com MEM, apds o processo de adeséo, completou-se o volume do meio
dos neurdnios para 500 yl, ao qual, simultaneamente, se adicionou ouabaina em
quantidade suficiente para atingir a concentracao finat de 10nM. Apos 60 minutos
(1h) de exposicao, estes neurdnios foram estabilizados por 10 minutos em solugao
nutridora de Locke com [K'] = 4,7 mM, para em seguida se realizar a
determinagcéo dos parametros eletrofisioldgicos acima especificados. Todos o0s
neurénios foram mantidos no En, de — 60mV através do clampeamento de 31 nA
no grupo controle e 25 nA no grupo experimental (OUAB10nM47) (Tabela - 2), n&o
sendo esses valores de corrente significativamente diferentes entre si. Os
parametros de R; e Iy, que foram obtidos no grupo OUAB10nM47, que mediram
48,9 MQ e 196 pA, respectivamente (Tabela - 2), ndo foram estatisticamente
significantes em relacdo ao controle. Em presenca de OUABAINA (10 nM) a
excitabilidade neuronal foi aumentada (Figura 6 e 7), em relagdo ao controle,
quando ela foi avaliada através de nAPaqmn, NAPain € NnAPamp, tendo sido

significativamente aumentada (Figura 8).
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Tabela 2 — Efeitos obtidos em génglios cervicais superiores de ratos adultos de
ouabaina 10nM sobre as propriedades passivas e a excitabilidade de

neurdnios agudamente dissociados e cultivados em MEM

PARAMETROS MEMO047* OUAB10nMA4T7® pe
Emn (MV) -60+0 -60+0 -
Ri (M Q) 48,33 + 2.97 48,9 + 3,50 0,905
Ih (NA) 31+4,0 25+ 8,0 0,542
lin (PA) 288 + 9.4 196 + 44,0 0,442
NAP amp 1,75+ 0.80 6,77 + 2,60 * 0,050
NAP 24 14 +0.19 3,9+1* 0,012
NAP 3yt 1,5+0.194 48+15" 0,012
N 12 9 -

a — MEMO047- Células cultivadas em MEM sem fenol red e superfundidas com
potassio 4,7mM.

b — OQUAB10nM47 Células cultivadas com MEM sem fenol red e expostas a
ouabaina 10nM por 1 hora e superfundidas em Locke com [K'] 4,7mM.

C - probabilidade de que um dado valor de MEMO047* seja igual ao valor
correspondente de OUAB10nM47°®, teste t néo pareado. |

* p< 0,05 (significativamente diferente do valor correspondente em MEM047%,

teste t ndo pareado.
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Aumento da excitabilidade de neurdnios agudamente
dissociados de GCS, produzida por concentragdes
nanomolares de ouabaina (10 nM), cultivados em MEM,
estimulados com uma rampa de corrente, e superfundidos
com Locke contendo 4,7 mM/L de Potassio. A e B mostram
tracados experimentais de neurbnios com potencial de repouso
mantidos em — 60 mV através do clampeamento continuo de 31
nA (em A) e 25 nA (em B) de corrente hiperpolarizante. Os
neurbnios foram cultivados previamente em MEM“sem ouabaina
(em A) e com ouabaina 10 nM (em B) e depois transferidos para
camara de superfusdo com Locke contendo 4,7 mM de [K'], para
o registro eletrofisioldgico. Em A e B: o trago superior representa
a resposta de voltagem e, o inferior, a rampa estimulante de
corrente’ intracelular, com 0.4 nA de amplitude méxima, taxa de

crescimento de corrente de 1,4 pA/ms e 800 ms de duragéo.
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Aumento da excitabilidade de neurdnios agudamente
dissociados de GCS, produzida por concentragdes
nanomolares de ouabaina (10 nM), cultivados em MEM,
estimulados com um pulso de corrente despolarizante de
amplitude duas vezes o limiar e superfundidos com Locke
contendo 4,7 mM/L. de Potassio. A e B mostram tracados
experimentais obtidos em neurdnios com potencial de repouso
mantido em — 60 mV através do clampeamento continuo de 31 nA
(em A) e 25 nA (em B) de corrente hiperpolarizante. Os neurénios
foram cultivados previamente em MEM sem ouabaina (em A) e
com ouabaina 10 mM (em B) e depois transferidos para camara
de supervisdo com Locke contendo 4,7 mM [K'], para o registro
eletroﬁsiolégﬁco. Em A e B, o trago superior representa a respos_ta
de voltagem e, o inferior, 0 pulso estimulante (onda quadrada de
corrente despolarizante, com duragdo de 400 ms injetada a partir

do meio intracelular).
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EFEITO DE OUABAINA 10 nM SOBRE AS PROPRIEDADES PASSIVAS E EXCITA-
BILIDADE EM NEURONIOS AGUDAMENTE DISSOCIADAS DE GANGLIOS CERVICAIS
SUPERIORES DE RATOS ADULTOS, CULTIVADOS EM MEM E SUPERFUNDIDOS COM
LOCKE CONTENDO 4,7 mM/L DE POTASSIO. Ri (MQ), RESISTENCIA ELETRICA DE ENTRADA, EM
MEGA OHMS; In (nA), CORRENTE BASAL USADA NO CLAMPEAMENTO PARA MANTER O POTENCIAL
TRANSMEMBRANA DE REPOUSO EM — 60 mV, EM nA; Iin CORRENTE NECESSARIA PARA DESENCADEAR
UM POTENCIAL DE ACAO EM pA; NAP2xitn NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA A UM PULSO
DE CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL AO DOBRO DO LIMIAR; nAP3zxm, NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO
EM RESPOSTA A UM PULSO DE CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL AO TRIPLO DO LIMIAR; (11APramp),
NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO PRODUZIDOS EM RESPOSTA A ESTIMULACAO COM UMA RAMPA DE 0,4
nA DE AMPLITUDE E DURACAO DE 800 ms, E UMA INCLINACAO DE 1,4 pA. ORDENADA, VALOR DE CADA
PARAMETRO, EM PERCENTUAIS DO CONTROLE. BARRA VERTICAL NO TOPO DE CADA COLUNA, ERRO
PADRAO DA MEDIA; *, SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTE DO CONTROLE (P < 0,25; TESTE T NAO

PAREADO).
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4.2 Neurdnios superfundidos com Locke contendo [k+] = 5,6 mM:

4.2.1 Efeito do potassio 4,7 mM e 5,6 mM sobre neurbnios simpaticos:

Alguns autores demonstraram que a secre¢do de ouabaina & inibida por
meios ricos em Potassio (HAMLYN et al. 1991; BAKER & WILLIS 1972).
Recentemente na literatura cientifica demonstrou-se que as concentragio de
potassio extracelulares localizadas entre 0 e 10 mmol/L (primeira faixa) e
40 mmol/L (segunda faixa), estimulam a ligagdo da ouabaina com a bomba de
sodio e potassio de celulas adrenocorticais bovinas, e valores de potéssio entre 20
mmol/ a 40 mmol/L reduzem a ligagdo da ouabaina ao receptor localizado no
cortex das adrenais (WARD et al. 2002). Como uma etapa prévia a investigagao
dos efeitos da OUABAINA em neurbnios em diferentes concentracoes
extracelulares de K', porém dentro de valores fisiologicos, investigou-se se a
modificag8o da concentragéo de K™ de 4,7 mM para 5,6 mM promoveria alteracdo
na excitabilidade. Em pocos com neurbnios agudamente dissociados e cultivados
em 150 wl de MEM por 120 minutos, para aderir a laminula, completou-se seu
volume para 500 pl e, ap6s este periodo, um grupo de células foi removido do
meio e estabilizado por 10 minutos através da superfusao com solucdo de Locke
com [K'] = 5,6 mM (Tabela - 3) (MEMO056). Outro grupo era superfundido com
Locke [K'] = 4,7 mM sendo denominado MEM047. Em seguida determinou-se em
cada uma delas os parametros eletrofisiolodgicos: Emn, Ry, I, hn (vide eletrofisiologia
2.2.3) . A excitabilidade neuronal foi avaliada através do nimero de potenciais de
acado produzidos pela celula apds ser estimulada por nAPamp, NAP2an , NAPam
(vide eletrofisiologia 2.2.3). Todos os neurdnios foram mantidos no E,, de — 60 mV
atraves do clampeamento de 41 e 31 nA nos grupos superfundidos com 5,6,
MEMO56 e 4,7 mM de [K'], MEMO047, respectivamente ndo sendo esses valores
significativamente diferentes(Tabela - 3). Os pardmetros de R; e Iy, que foram
obtidos nos varios grupo, nao diferiram entre si significativamente: seus valores

em MEMO56 foram 49 MQ e 273 pA, respectivamente, e MEM047 48,3 MQ e
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288 pA (Tabela 3). A excitabilidade neuronal ndo foi significantemente aumentada
(Figura 9 e 10), quando ela foi avaliada através de nAPoin, NAPaqm € NAP amp

(Tabela - 3) e tendo de ocorréncia da hipotese nula. (Figura 11)

Tabela 3 — Efeito das diferentes concentractes de potassio no Locke sobre as
propriedades passivas e na excitabilidade de neurénios agudamente

dissociados de ganglios cervicais superiores

PARAMETROS MEMO056° MEMO047" pe
Emn (MV) -60£0 -60+0 -
Ri (M Q) 49+3,83 48.3 + 2,97 0,603
In (NA) 41+54 3144 0,848
i (PA) 273 £27,7 288 + 9,4 0,602
NAP ramp 1,7 + 0,80 1,75 + 0,80 0,888
NAP 211 110,12 14+0,19 0,181
NAP 31 1,2 0,09 1,5 + 0,194 0,107
N 18 12 -

a — MEMOQ056 - Células cultivadas em MEM sem fenol red e superfundidas com
potassio 5,6 mM

b — MEMO047- Células cultivadas em MEM sem fenol red e superfundidas com
potassio 4,7mM

c- probabilidade de que um dado valor de MEMO056° seja igual ao valor
correspondente de MEMO047° teste t ndo pareado.

* p< 0,05 (significativamente diferente do valor correspondente em MEMO056°

teste t n&o pareado.
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Efeito de diferentes concentracdes de potassio no liquido de
superfusdo sobre a excitabilidade de neurénios agudamente
dissociados de GCS, estimulados com uma rampa de
corrente. A e B mostram tragados experimentais obtidos em
neurénios com potenciais de repouso mantidos — 60 mV através
do clampeamento continuo de 41 nA (em A) e 31 nA (em B) de
corrente hiperpolarizante. 0Os neurdnios foram cultivados
previamente em MEM, transferidos para a cAmara de superfuséo
com Locke contendo potassio 5,6 mM de [K'] (em A) e 4,7 mM
de [K'] (em B) durante os registros eletrofisiologicos. EmAe B o
traco superior representa a resposta de voltagem e o inferior a
rampa estimulante de corrente intracelular de 04 nA de

amplitude maxima, taxa de acrescimento de 1,4 pA/ms € 800 ms

“de duracao.
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Efeito de diferentes concentragdes de potassio no liquido de
superfusdo sobre a excitabilidade de neurdnios agudamente
dissociados de GCS quando estimulados com um pulso de
corrente despolarizante de amplitude duas vezes o limiar. A e
B mostram tracados experimentais obtidos em neurbnios com
potenciais de repouso mantidos em - 60 mV através do
clampeamento de voltagem continuo de 41 nA (em A) e 31 nA (em
B) de corrente hiperpolarizante. Os neurbnios foram previamente
cultivados em MEM transferidos para camara de superfusdo com
Lacke contendo [K'] 5,6 mM (em A) e 4,7 mM de [K'] (em B)
durante os registros eletrofisioldgicos. Em A e B o traco superior
representa a resposta de voltagem e o inferior o pulso estimulante
(onda guadrada de corrente despolarizante, com duracao de 400

ms, injetada a gartir do meio intracelular).
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EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE POTASSIO EXTRACELULAR SOBRE AS

PROPRIEDADES PASSIVAS E EXCITABILIDADE DE NEURONIOS AGUDAMENTE
DISSOCIADOS E CULTIVADOS EM MEM. Ri (MQ), RESISTENCIA ELETRICA DE ENTRADA, EM MEGA
OHMS; In (nA), CORRENTE BASAL USADA NO CLAMPEAMENTO PARA MANTER O POTENCIAL
TRANSMEMBRANA DE REPOUSO EM — 60 mV, EM nA; Ithn CORRENTE NECESSARIA PARA DESENCADEAR UM
POTENCIAL DE ACAO EM pA; NAPoxithn NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA A UM FULSO DE
CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL AO DOBRO DO LIMIAR; nAPsxith, NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM
RESPOSTA A UM PULSO DE CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL AO TRIPLO DO LIMIAR; (nAPramp), NUMERQ DE
POTENCIAIS DE ACAO PRODUZIDOS EM RESPOSTA A ESTIMULACAO COM UMA RAMPA DE 0,4 nA DE
AMPLITUDE E DURACAO DE 800 ms, E UMA INCLINACAO DE 1,4 pA. ORDENADA, VALOR DE CADA
PARAMETRO, EM PERCENTUAIS DO CONTROLE. BARRA VERTICAL NO TOPO DE CADA COLUNA, ERRO

PADRAO DA MEDIA.
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4.2.2 Neurdnios cultivados com MEM e superfundidos com Locke contendo [K'] =

5,6 mM e [K'] = 4,7 mM expostos a 10nM de ouabaina durante 1 hora:

Sabe-se que a agdo da OUABAINA é muito sensivel & concentraczo de
K" do meio extracelular. Devido a esse fato, investigou-se o efeito da OUABAINA
também em concentragoes [K'] = 5,6 mM. Em pogos com neurdnios agudamente
dissociados e cultivados em MEM, apds o processo de adesio de 120 minutos,
completou-se o0 volume do meio para 500 pl e simultaneamente adicionou-se
ouabaina, que foi mantida por 60 minutos, a uma concentragéo final de 10 nM.
Estes neurdnios foram estabilizados por 10 minutos em solugéo nutridora de
Locke com [K'] = 5,6 mM, constituindo-se no grupo QUAB10nM56. Outro grupo de
neurénios foi submetido ao mesmo protocolo experimental porém foram
estabilizados com solugéo nutridora de Locke [K'] = 4,7 mM constituindo-se o
grupo OUAB10nM47. Nestes grupos foram determinados Emn, Ry, Ih . A
excitabilidade neuronal como no caso anteriores e pré-definidos em 22,3
eletrofisiologia, foi avaliada através do numero de potenciais de acdo promovidos
em uma rampa’ NAPramp, € em ondas quadradas de corrente nNAPn € NAPa,
(vide 2,2,3 eletrofisiologia). Todos 0s neurdnios foram mantidos no En,, de — 60 mV
através do clampeamento de 31 e 25 nA nos grupos OUAB10nM56 e
OUAB10nM47 (Tabela - 4), respectivamente, valores que nao foram significa-
tivamente diferente. Os parametros de R; e Iy, obtidos nos grupos OUAB10nM47 e
OUAB10nMS56, que foram 48 e 196 pA (Tabela - 4), nao foram estatisticamente
significantes. A excitabilidade neuronal promovida pela OUABAINA foi
parcialmente diminuida por 5,6 mM de [K'] (Figura 12 e 13). Quando ela foi
avaliada através de nAPyqm, NAP3ymn € NAPamp, Ndo foram observadas diferencas

significativas para nAPaun € nAPamp porém apresentou diferencga significativa

entre os valores de nAPou. (Figura 14)
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Tabela 4 - Alteragdes produzidas por ouabaina 10 nM superfundida com potassio
4,7mM e 5,6mM, sobre as propriedades passivas e a excitabilidade de
neurdnios, agudamente dissociados e cultivados em MEM, de ganglios

cervicais superiores de ratos adultos

Parametros OUAB10nM56a® OUAB10nM47b° p¢
Emn (MV) -60+0 -60+0 )
Ri (M Q) 52+ 6,12 48,9+ 3.5 0,695
I (nA) ‘ 31+6 25+ 8 03839
lin (PA) 258,57 + 71,20 196 + 44 0,528
AP amp 4,36 +2,11 6.77 +2,6 0,408
NAP 241tn 1,86 + 0,39 39+1* 0,042 |
AP 2,3+0,65 48+15" 0109
N 14 9 -

a® OUAB10nM56a® — Células cultivadas em MEM sem fenol red e incubadas com
ouabaina 10nM durante 1 hora e superfundidas com potassio 5,6mM.

b® OUAB10nM47b%- Células cultivadas em MEM sem fenol red e incubadas com
ouabaina 10nM durante 1 hora e superfundidas com potassio 4,7mM.

c- probabilidade de que um dado valor de OUAB10nM56a® seja igual ao valor
correspondente de OUAB10nM47b® téste t ndo pareado.

" p < 005 (significativamente diferente do valor correspondente em
OUAB10nM56a?, teste t nao pareado).



Figura 12

50

Interacdo entre os efeitos da concentracdo extracelular de
K' e da ouabaina em doses nanomolares, sobre a
excitabilidade de neurdnios simpaticos, estimulados com
uma rampa de corrente despolarizante. A e B mostram
tragados experimentais de neurdnios com potenciais de repouso
mantido em — 60 mV através do clampeamento continuo de 31
nA e 25 nA, respectivamente, de amplitude duas vezes o limiar
de corrente e duragédo de 800 ms de corrente hiperpolarizante.
Ambos os neurbnios foram previamente cultivados eﬁ MEM
com 10 nM de ouabaina durante 1 hora e depois transferidos
para camara de superfusdo com solugdo de Locke contendo
56 mM (em A) e 47 mM (em B) de [K']. Em A e B o traco
superior representa a resposta de voltagem e o inferior a rampa
estimulante de corrente intracelular de 0,4 nA de amplitude -
maxima, taxa de acrescimento de 1,4 pA/ms e 800 ms de

duracao.
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Figura 13
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Interacdo entre a concentragido extracelular de K’ e a
ouabaina em dosés nanomolares, sobre a excitabilidade de
neurdnios simpaticos, estimulados com um pulso de
corrente despolarizante de amplitude duas vezes o limiar de
corrente e duracdo de 400 ms. A e B mostram tracados
experimentais de neurbnios com potenciais de repouso mantido
em — 60 mV através do clampeamento continuo de 31 e 25 nA
de corrente hiperpolarizante, respectivamente. Ambos os
neurdnios foram previamente cultivados em MEM com 10 mM de
ouabaina durante 1 hora e depois transferidos para camara de
superfusdo com solugéo nutridora de Locke contendo 5,6 mM
(em A) e 4,7 mM (em B) de [K']. Em A e B o traco superior
representa a resposta de voltagem e o inferior o pulso
estimulante (onda quadrada de corrente despolarizante, com

duragao de 400 ms, injetada a partir do meio intracelular).
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FIGURA 14 EFEITO DE OQUABAINA EM CONCENTRACOES FISIOLOGICAS (10nM) EM NEURONIOS AGUDAMENTE DIS-
SOCIADAS DE GANGLIOS CERVICAIS SUPERIORES DE RATOS ADULTOS SUPERFUNDIDOS COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE POTASSI10. Ri (MQ), RESISTENCIA ELETRICA DE ENTRADA, EM MEGA OHMS; In (nA),
CORRENTE BASAL USADA NO CLAMPEAMENTO PARA MANTER O POTENCIAL TRANSMEMBRANA DE REPOUSO
EM — 60 mV, EM nA; Iin CORRENTE NECESSARIA PARA DESENCADEAR UM POTENCIAL DE ACAO EM pA;
NAP2xith NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA A UM PULSO DE CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL
AO DOBRO DO LIMIAR; 1nAPs3xim, NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA A UM PULSO DE
CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL AO TRIPLO DO LIMIAR; (nAPramp), NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO
PRODUZIDOS EM RESPOSTA A ESTIMULACAO COM UMA RAMPA DE 0,4 nA DE AMPLITUDE E DURACAO DE
800 ms, E UMA INCLINACAO DE 1,4 pA. ORDENADA, VALOR DE CADA PARAMETRO, EM PERCENTUAIS DO
CONTROLE. BARRA VERTICAL NO TOPO DE CADA COLUNA, ERRO PADRAO DA MEDIA; *, SIGNIFICATI-

VAMENTE DIFERENTE DO CONTROLE (P < 0,05; TESTE T NAO PAREADO).
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4.3 Efeito das concentracdes de ouabaina 10nM/1h e perfundidas com Locke
contendo [K']= 5,6mM:

Neurdnios agudamente dissociados, resuspensos em 150 ul e
mantidos em MEM por 120 minutos (2 hs) para aderir, tiveram o volume do meio
em que estavam imersos completado para 500 pl sendo usados como grupo
controle (MEMO056). Outro grupo submetido ao mesmo processo de dissociagio e
adesao, foi exposto por 60 minutos (1 h) a ouabaina 10 nM dissolvidos em MEM,
adicionado por ocasido da complementagdo dos 500 uyl se tornando
OUAB10nMb56. Apos este periodo cada grupo de células foi, removido do meio e
estabilizado por 10 minutos através da superfusdo com solugdo de Locke [K'] =
5,6mM, para em seguida ser determinado de_a cada uma deles os parametros
eletrofisiolégicos pré-definidos anteriormente, Enp, R;, I, I (vide eletrofisiologia
2.2.3) . A excitabilidade neuronal foi avaliada através do numero de potenciais de
agao produzidos pela célula apods ser estimulada por NAPamp, NAP2qn € NAP3n
(vide eletrofisiologia 2.2.3). Todos os neurdnios foram mantidos no E., de — 60 mV
atraves do clampeamento de 45 nA no grupo controle: (MEMO056) e 29 nA no
OUAB10nM56 (Tabela - 5), e essas correntes nédo foram significativamente
diferentes. Os parametros de R; e Iy, que foram obtidos no grupo OUAB10nM586,
55 MO e 256 pA (Tabela 5), também nao foram estatisticamente significantes em
relagdo ao controle. A excitabilidade neuronal foi aumentada (Figura 15 e 16).
Quando ela foi avaliada através de nAPqm, NAP 2t € NAP amp, ambos nAPoun e
NAP 34t épresentaram diferenca significativa, enquanto. que a rampa n&o

apresentou diferenca significativa em relac@o ao controle. (Figura 17)
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Tabela 5 — Efeitos de ouabaina 10nM em neurdnios perfundidos com solugao de

Locke com concentracdo de potassio 5,6 mEqg/l sobre as propriedades

passivas e a excitabilidade de neurdnios, agudamente dissociados, de

ganglios cervicais superiores de ratos adultos.

PARAMETROS MEMO056b° OUAB10nM56b" P°
Emn (MV) -60%0 60 £ 0 i
Ri (M Q) 51+ 4 55+ 6,79 . 0,820
n (NA) 45+9,8 20+75 0,980
lin (PA) 246 +27.9 256 + 82 0,855
NAP amp 1,9 0,68 5.0 + 2,40 > 0,05
NAP ity 1,1+0,1 2+04% 0,044
NAP 1,19 £ 0,80 25+074* 0,040
N 21 12 -

b® — MEMO056 - Células cultivadas com MEM sem fenol red e perfundidas com

potassio 5,6 mM

b° — OUAB10nM56 - Células cultivadas com MEM sem fenol red e perfundidas

com potéssio 5,6 mM expostas com ouabaina10 nM/1h.

c- probabilidade de que um dado valor de MEMO56 seja igual ao valor cor-

respondente de OUAB10nM56, teste t nao par?aado.

* p< 0,05 (significativamente diferente do valor correspondente em MEMO056,

teste t n&o pareado).
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Efeito da ouabaina em concentracgdes nanomolares, sobre a
excitabilidade de‘neurémos éémpatécos, cultivados em MEM,
estimulados com uma rampa de corrente despolarizante e
superfundidos com Locke contendo 5,6 mM/L de potassio. A
e B mostram tragados experimentais em dois neurdnios do ganglio
cervical superior mantidos em potencial de repouso de — 60 mV
através do clampeamento continuo de 45 nA (em A) e 31 nA (em
B) de corrente hiperpolarizante. Ambos os neurdnios foram pre-
viamente cultivados em MEM sem ouabaina (ém A) e durante 60
minutos com ouabaina (10nM) (em B) e depois transferidos para
camara de superfus&o com solucédo de Locke contendo 5,6 mM de
[K']. Em A e B o traco superior representa a resposta de voltagem
e o inferior a rampa estimulante de corrente intracelular de 0,4 nA
de amplitude méxima, taxa de crescimento de 1,4 pA/ms e 800 ms

de duragao.
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igura 15
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Figura 16
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Efeito da ouabaina em concentragdes nanomolares sobre a
exmtavbiﬁidade de neurdnios simpaticos, cultivados em MEM
e estimulados com pulso despolarizante de corrente de
valor duas vezes o limiar e superfundidos com Locke
contendo 5,6 mM/L de potassio. A e B mostram tragados
experimentais em dois neurdnios do ganglio cervical superior
mantidos em potencial de repouso de — 60 mV através do
clampeamento continuo de 45 nA (em A) e 31 nA (em B) de
corrente  hiperpolarizante. Ambos os neurdnios foram
previamente cultivados em MEM sem ouabaina (em A) e
durante 60 minutos com ouabaina (10nM) (em B) e depois
transferidos para camara de superfuséo com solugdo de Locke
contendo 5,6 mM de [K']. Em A e B o traco superior representa
a resposta de voltagem e o inferior o pulso estimulante (onda
quadrada de corrente despolarizante, com duracao de 400 ms,

injetada a partir do meio intracelular).
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Figura 17
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ALTERACOES NAS PROPRIEDADES PASSIVAS E EXCITABILIDADE DE NEURONIOS
DISSOCIADOS DE GCS DE RATOS ADULTOS, CULTIVADOS EM MEM, EXPOSTOS A
CONCENTRACOES NANOMOLARES DE OUABAINA (10 nM) POR UM PERIODO DE 1
HORA E SUPERFUNDIDOS COM POTASSIO 5,7 mM. Ri (MQ), RESISTENCIA ELETRICA DE
ENTRADA, EM MEGA OHMS; In (nA), CORRENTE BASAL USADA NO CLAMPEAMENTO PARA MANTER O
POTENCIAL TRANSMEMBRANA DE REPOUSO EM —~ 60 mV, EM nA; Iin CORRENTE NECESSARIA PARA
DESENCADEAR UM POTENCIAL DE ACAO EM pA; NAP2xith NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA
A UM PULSO DE CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL AO DOBRO DO LIMIAR; nAPzxith, NUMERO DE POTENCIAIS
DE ACAO EM RESPOSTA A UM PULSO DE CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL AO TRIPLO DO LIMIAR; (nAPramp),
NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO PRODUZIDOS EM RESPOSTA A ESTIMULACAO COM UMA RAMPA DE 0,4
nA DE AMPLITUDE E DURACAO DE 860 ms, E UMA INCLINACAO DE 1,4 pA. ORDENADA, VALOR DE CADA
PARAMETRO, EM PERCENTUAIS DO CONTROLE. BARRA VERTICAL NO TOPO DE CADA COLUNA, ERRO

PADRAO DA MEDIA; *, SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTE DO CONTROLE (P < 0,05; TESTE T NAO PAREADO).
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4.4 Neurdnios simpaticos tratados com altas doses de ouabaina 1mM e

superperfundidos com Locke contendo [K'] = 5,6mM:

Neurdnios agudamente dissociados foram ;nantidos em 150 ul do meio
de cultura MEM por 120 minutos (2hs), para aderir, e transcorrido este periodo o
meio foi completado para 500 ul. Apdés mais duas horas estes neurdnios foram
usados como controle sendo designados de MEM4h. Em seguida foi removido o
meio de cultura e superfundidos com solugdo nutridora de Locke com [K'] = 5,6
mM por 10 minutos, para que estabilizasse, apos o qual foram colhidos os
parametros eletrofisiologicos pré-definidos anteriormente, Enn, Ry, In, ln (vide
eletrofisiologia 2.2.3) . A excitabilidade neuronal foi avaliada através do nimero de
potenciais de acado produzidos pela célula ‘apés ser estimulada por nAPmp,
NAPin © nAPaqgn (vide eletrofisiologia 2.2.3). Em outro grupo de neurdnios,
OUABTmMM também cultivados com MEM, apds o processo de ades&o, o meio foi
completado para 500 pl com MEM contendo ouabaina, cuja concentragdo final
atingiu 1mM, por um periodo de 60 minutos (1h). Estes neurdnios também foram
estabilizados por 10 minutos, em solugdo nutriddra de Locke com [K'] = 5,6 mM,
para em seguida se realizar a coleta dos parametros eletrofisiolégicos. Todos os
neurdnios foram mantidos no Eq, de — 60 mV através do clampeamento de 118 nA
no grupo MEM4h e 80 nA no OUAB 1mM (Tabela 6), que foram significativamente
diferentes entre si. Os parametros de R; e Il que foram obtidos no grupo,
OUABTMM, 119 MQ e 84 pA, respectivamente (Tabela - 6), foram estatisticamente
significantes em relagdo ao controle para os valores de resisténcia de membrana.
A excitabilidade neuronal foi aumentada (Figura 18 e 19). Quando ela foi avaliada
através de nAPan, NAPaim € NAPamp, as diferengas foram todas significantes em

relacdo ao controle (Figura 20).
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Tabela 6 — Efeitos de ouabaina 1 mM sobre as propriedades passivas e a
excitabilidade de neur6nios agudamente dissociados, de ganglios

cervicais superiores de ratos adultos, superfundidos com 5,6 mM de

[K].

PARAMETROS MEM4h® ~ OUAB1mMP P°
Emn (MV) 80 60 -
Ri (M Q) 70,7+ 6,2 119+ 10 * 0,002
Ih (NA) 118 + 26 80 +2* 0,0008
ith (pA) 157 + 38 84+ 9’5* 0,2345
nAPramp 2,8 + 0’52 9’9 + 1,2 * 0,000001
NAP25th 16+0,74 39+04* 0,000002
NAP 3 n 1,89+ 0,187 544 +0,53* 0,000006

N 27 29 i

a — MEM4h — Células cultivadas em MEM com vermelho fenol e empaladas apds
quatro horas de dissociagio.

b — OUAB1Mm — Células cultivadas em MEM com vermetho fenol e apds 4horas,
expostas a ouabaina 1mM por um periodo de exposicéo de 1 hora

¢ — probabilidade de que um dado valor de MEM4h seja igual ao valor
correspondente de OUAB1Mm, teste t ndo pareado. .

* p< 0,05 (significativamente diferente do valor correspondente em MEM4h, teste

t ndo pareado).
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Efeito de 1 mM de ouabaina sobre a excitabilidade de
neurdnios do génglio cervical superior (GCS) estimulados
com uma rampa de corrente despolarizante. Em A e B, sao
mostrados tracados experimentais em dois neurbnios do GCS
de rato em potencial de repouso de — 60 mV através do
clampeamémo continuo de 118 e 80 nA em A e B,
respectivamente, de corrente hiperpolarizante. Ambos os
neurdnios foram previamente cultivados em MEM por quatro
horas, nas brimeiras duas horas sem a presenga de ouabaina e
nas duas horas finais sem ouabaina (em A) e com ouabaina (em
B) 1 mM, e depois transferidos para solugdo de Locke com [K'] =
5,6 mM, durante o registro eletrofisiologico. Em A e B o traco
superior representa a resposta de voltagem e o inferior a rampa
estimulante de corrente intr?celular d{} 0,4 nA de amplitude
méxima, taxa de crescimento de 1.4 pA/ms e 800 ms de

duragao.
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Efeito de 1 mM de ouabaina sobre a excitabilidade de
neurénios do ganglio cervical supérém {GCS)
estimulados com pulso despolarizante de corrente de
valor duas vezes o limiar. Em A e B, s3o mostrados
tracados experimentais em dois neurdnios do GCS de rato
em potencial de repouso de - 60 m\/l atraves do
clampeamento continuo de 31 e 45 nA em A e B,
respectivamente, de corrente hiperpolarizante. Ambos os
neurdnios foram previamente cultivados em MEM por quatro
horas, nas primeiras duas horas sem a presenca de ouabaina
(em A e B) e nas duas horas finais sem ouabaina (em A) e
com ouabaina (em B) 1 mM. E depois transferidos para
solucdo de Locke com [K'] = 5,6 rr‘l-!\/‘l, durante o registro
eletrofisioldégico. Em A e B o traco superior representa a res-
posta de voltagem e o inferior o pulso estimulante (onda qua-
drada de corrente despolarizante, com duracdo de 400 ms,

injetada a partir do meio intracelular).
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Figura 19
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ALTERACOES NA EXCITABILIDADE E PROPRIEDADES PASSIVAS PRODUZIDAS POR
ALTAS DOSES DE OUABAINA (1 mM) EM NEURONIOS AGUDAMENTE DISSOCIADOS DE
GCS DE RATOS ADULTOS. Ri (MQ), RESISTENCIA ELETRICA DE ENTRADA, EM MEGA OHMS; Iy (nA),
CORRENTE BASAL USADA NO CLAMPEAMENTO PARA MANTER O POTENCIAL TRANSMEMBRANA DE REPOUSO
EM — 60 mV, EM nA; Itn CORRENTE NECESSARIA PARA DESENCADEAR UM POTENCIAL DE ACAO EM pA;
NAP2xiin NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA A UM PULSO DE CORRENTE DE AMPLITUDE
IGUAL AO DOBRO DO LIMIAR; nAP3xith, NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA A UM PULSO DE
CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL AO TRIPLO DO LIMIAR; (nAPramp), NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO
PRODUZIDOS EM RESPOSTA A ESTIMULACAO COM UMA RAMPA DE 0,4 nA DE AMPLITUDE E DURACAO DE
800 ms, E UMA INCLINACAO DE 1,4 pA. ORDENADA, VALOR DE CADA PARAMETRO, EM PERCENTUAIS DO
CONTROLE. BARRA VERTICAL NO TOPO DE CADA COLUNA, ERRO PADRAO DA MEDIA; ¥,

SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTE DO CONTROLE (P < 0,05; TESTE T NAO PAREADO).
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4.5 Efeito da dihidroouabaina e da raminose sobre a excitabilidade e

propriedades passivas de neurbnios simpaticos

Os trabalhos de (MANUNTA, P, et al., 2001), preconizam que o agucar
e um anel lactémico insaturado, presentes na estrutura da ouabaina, afetam a
poténcia inibitdria da bomba. Tal fato, nos fevou a investigar o efeito da raminose

sobre a excitabilidade dos neurdnios dos ganglios cervicais superiores (GCS).

Neurbnios agudamente dissociados foram mantidos em 150 yl de meio
de cultura (MEM) por 120 minutos (2hs), para aderir. Transcorrido este periodo
adicionou-se 350ul do meio MEM. Em um grupo adic¢ionou-se apenas MEM
(controle), num segundo grupo adicionou-se também dihidrouabaina (DH) para se
obter uma concentracao final de 10 nM e no terceiro grupo foi adicionado raminose
de maneira a se obter uma concentracgao final de 10nM, (RH). Os grupos DH e RH
foram exposto por 60 minutos (1h) a dihidrouabaina e a raminose,
respectivamente e o controle MEM4h recebeu mais 2 horas de exposicdo ao meio
de cultura e em seguida (perfazendo um total de 4 horas de exposigdo o MEM).
Todos os grupos de neurdnios foram superfundidos com solugdo nutridora de
Locke com [K'] = 5,6 mM por 10 minutos para que ocorresse a estabilizacdo, apos
o que foram colhidos de cada um deles os seguintes parametros eletrofisiologicos:
Emn, Ri, In, e lin, (pré-definidos anteriormente em 2.2.3 eletrofisiologia). A
excitabilidade neuronal foi avaliada através do numero de potenciais de acao
produzidos em NAPamp, NAP2qn € NAPaqn (vide 2.2.3 eletretrofisiologia). Todos os
neurdnios foram mantidos no Eq,, de — 60mV através do clampeamento de 118 nA
no grupo controle 37 nA no DH e 96 nA no grupo RH (Tabela 7), valores esses
que nao foram significativamente diferentes. Os parametiros de R; e Iy, foram
significativamentes diferentes nos grupos MEM4h, RH em relacdo a DH . As
resisténcia de membrana 70,7, 147 e 98,3 M Q (Tabela 7), observadas nos grupos
MEMPRI4h, DH e RH, respectivamente, foram significativamente diferentes no
grupo DH em relag&o aos outros grupos (p < 0,05, anova e teste Bonferoni). Os
limiares de corrente 157 pA, 40 pA e 143 pA, nao foram diferentes do ponto de

vista estatistico em relacdo ao grupo controle. A excitabilidade neuronal foi
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aumentada (Figura 21 e 22), e quando ela foi avaliada, nos grupos DH e RH em
relacao ao controle, através de NAPith, NAP3un € NAPLm, foram significantes

apenas no grupo DH. (Figura 23)

Tabela 7 — Efeitos da dihidrouabaina 10 nM e da raminose 10 nM sobre as
propriedades passivas e a excitabilidade de neurdénios agudamente dissociados,

de ganglios cervicais superiores de ratos adultos

PARAMETROS MEM4h® DH®  RHC pd
En (V) 50,18 + 0,43 -59+0.7 -59+0,5 -
R (M Q) 70,7 +6,2 147 +23,2* 98 +19.5 0,0021
I (nA) 118 £ 26 37+2 96 +4 > 0,05
I (OA) 157 + 38 40 +7 143 + 54,2 0,875
AP o 2,8+0,52 14,8 + 3* 3,6 +1,68 0,00218
NAP 21t 160,74 4+0,7* 21£0,7 0,0001 -
APt 1,89+0,187  7,5+096* 2,9;1,19 0,001
N 27 4 5 :

a — MEM4h — Células incubadas com MEM com fenol red e usadas apds 4 horas
apos a dissociagao

b — DH — Células incubadas com dihidrouabaina 10 nM e exposta por um periodo
de 1 hora

¢ — RH — Células incubadas com raminose 10 nM e exposta por um periodo de 1
hora ?

d — probabilidade de que um dado valor de MEM4h seja igual ao valor
correspondente de dihidroouabaina 10 nM, teste t néo pareado.

“ p< 0,05 (significativamente diferente do valor correspondente em MEM4h, teste
t ndo pareado) e anova teste de BONFERONI.
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Efeito da dihidrouabaina 10 nM, Raminose 10 nM sobre a
excitabilidade neuronal de neurdnios agudamente
dissociados de GCS estimulados com uma rampa
despolarizante de corrente. A, B e C mostram tracados
experimentais de neurbnios, com potenciais de repouso
mantidos em - 6Q m\/ através do clampeamento continuo 37
(em A), 118 (em B) e 96 nA (em C) de corrente hiperpolarizante.

Os neurdnios foram previamente cultivados em MEM com fenol

red e empaladas ap6s 4 horas (em A), exposto a

dihidroouabaina 10 nM por um periodo de 1 hora (apds 4 horas
de dissociacdo) (em B) e a raminose 10 nM por 1 hora de
exposicao (apos 4 horas de dissociagédo) (em C). E depois
transferidos para camara de superfusao com Locke contendo 5,6
mM de potassio. Em A, Be C os trégcs superiores representam
as respostas de voltagens e os inferiores as rampas
estimulantes de correntes intracelulares de 0,4 nA de amplitude
maxima, taxa de crescimento de 1,4 pA/ms e 800 ms de

duracao.
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Efeito da dihidrouabaina 10 nM, Raminose 10 nM sobre a
excitabilidade neuronal de GCS estimulado com pulso
despolarizante de corrente de valor duas vezes o limiar. A, B
e C mostram tragados experimentais de neurdnios, estimulados
com uma rampa de corrente dé 400 ms e amplitude duas vezes o
limiar de corrente com potenciais de repouso mantidos em — 60
mV através do Ciampegmento continuo 118 (em A), 40 (em B) e
143 nA (em C) de corrénte hiperpola’rizanté. Os neurdnios foram
préviamente cultivados em MEM com fenol red e empalados apos
4 horas (em A), expostos a dihidroouabaina 10 nM por um
periodo de 1 hora (apds 4 horas de dissociacdo) (em B) e a
raminose 10 nM por 1 hora de exposicdo (apds 4 horas de
c:iissociagéo) (em C). E depois transferidos para camara de
superfusdo com Locke contendo 5,6 mM de potassio. Em A, B e
C os tracos superiores representam as respostas de voltagens e
os inferiores os pulsos estimulantes (onda quadrada de corrente
despolarizante, com duracgao de 400 ms, injetada a partir do meio

intracelular).
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ALTERACOES NA EXCITABILIDADE E NAS PROPRIEDADES PASSIVAS DE NEURONIOS
AGUDAMENTE DISSOCIADOS DE GCS EXPOSTOS A DIHIDROOUABAINA 10 nM E
RAMINOSE 10 nM. Ri (MQ), RESISTENCIA ELETRICA DE ENTRADA, EM MEGA OHMS; Iy (nA),
CORRENTE BASAL USADA NO CLAMPEAMENTO PARA MANTER O POTENCIAL TRANSMEMBRANA DE REPOUSO
EM — 60 mV, EM nA; lsn CORRENTE NECESSARIA PARA DESENCADEAR UM POTENCIAL DE ACAO EM pA;
NAP2xith NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA A UM PULSO DE CORRENTE DE AMPLITUDE
IGUAL AO DOBRO DO LIMIAR; nAP3xith, NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO EM RESPOSTA A UM PULSO DE
CORRENTE DE AMPLITUDE IGUAL AO TRIPLO DO LIMIAR; (nAPramp), NUMERO DE POTENCIAIS DE ACAO
PRODUZIDOS EM RESPOSTA A ESTIMULACAO COM UMA RAMPA DE 0,4 nA DE AMPLITUDE E DURACAO DE
800 ms, E UMA INCLINACAO DE 1,4 pA. ORDENADA, VALOR DE CADA PARAMETRO, EM PERCENTUAIS
DO CONTROLE. BARRA VERTICAL NO TOPO DE CADA COLUNA, ERRO PADRAO DA MEDIA; ¥,

SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTE DQ CONTROLE (P < 0,05; TESTE T NAO PAREADO).
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5 DISCUSSAO

5.1 As alteracdes da excitabilidade neuronal pela ouabaina 10 nM

A descoberta mais importante deste estudo é que a ouabaina, na
concentracao de 10 nM, aumenta a excitabilidade dos neurbnios do ganglio
cervical superior (GCS) deslocando o funcionamento deles, no que concerne a
resposta a estimulos despolarizantes, do padrao fasico em gue aproximadamente
96% (WEEMS & SZURSZEWSKI, 1978; GALVAN & SEDLMEIR, 1984; CASSELL
et al.,, 1986) se encontram, para’um padrao mais ténicoi Esta mudanca é
observadas em ganglios intactos de ratos espontaneamente hipertensos, (REH),
usado como um dos modelos de hipertensdo (BUNAG, & EFERAKEYA, 1976;
YAMORI, & OKAMQOTO, 1969, EILAM, et al., 1991) que se caracteriza pela perda
de acomodacéo (YAROWSKY, & WEINREICH, 1985, MAGEE, JEFFERY, &
GEOFFREY SCHOFIELD, 1994; JUBELIN, & KANNAN, 1990) e pelo aumento da
frequéncia de disparo que fisiologicamente se situa na faixa entre 1 a 4 Hz
(YOSHIMURA, et al., 1987). Como estes neurdnios s&o os processadores mais
distais das informacdes que trafegam pelo ramo eferente nervoso, o simpatico,
eles determinam uma hiperreatividade (NAGATSU, et al., 1976; NAKAMURA,
1977, MATSUMOTO, 1967; LAIS, et al, 1977; LAIS, et al.,, 1974), observada

nestes casos.



81

5.2 A concentracio de ouabaina utilizada

A concentragao de 10 nM utilizada neste estudo adquire uma
importancia especial por ela estar numa faixa fisioldgica que varia de 0.2-0.7 nM
(HOFFMAN, & BIGGER, Jr 1990; BROWN, & ERDMANN, 1984), e por razbes
que discutiremos a seguir, 0 que torna o aumento da excitabilidade neuronal
observada neste estudo um dado importante para se discutir e analisar a

participagao da ouabaina produzida enddgenamente.

A ouabaina, um cardiotdnico do tipo digitalico (JACOBS, & BIGELOW,
1932; FAGGE, & STEVENSON, 1865), tem sido objeto de muitos estudos que
levaram a varias descobertas, entre as quais se destaca a demonstracéo de que
ela bloqueia o funcionamento da Na-K-ATPase (WOOD & MOE, 1942;
SCHATZMANN, 1953; SKOU, 1957) em, praticamente, todos os tecidos como,
axoénios de invertebrados marinhos, musculo cardiaco de mamiferos (REUTER, &
SEITZ, 1968), e em musculo liso vascular (REUTER, et al 1973). Tem-se
postulado que essa agdo sobre a Na-K-ATPase € a causa primaria da atividade
que deu grande destaque a ouabaina, o efeito inotropico positivo, pois ela levaria
a uma cascata de acgdes que culminaria com aumento do inotropismo cardiaco
devido ao blogueio da Na-K-ATPase, causando uma reducéo do gradiente de
potencial eletroquimico do Na’, que por sua vez, causaria a redugdo do nivel de
funcionamento do mecanismo de troca Na*-Ca*? (BAKER, & BLAUSTEIN, 1968;
BAKER, et al.,, 1969; BLAUSTEIN, & HODGKIN, 1969) produzindo assim um
aumento da [Ca’"] intracelular e o efeito final observado seria o aumento do
inotropismo cardiaco (WOOD, & MOE, 1942). Essa explicagédo para o aumento do
inotropismo cardiaco tem sido questionada (BAKER, & WILLIS, 1972; ELLIS,
1977, HAMLYN, et al., 1985; LEE, & DAGONTINO, 1982; SHEU, & BLAUSTEIN,
1992). Para promover o bloqueio da Na-K-ATPase em miécitos cadiacos
necessitam-se de concentracdes da ouabaina na faixa de 1 a 100 pM (REUTER,
& SEITZ, 1968). A ouabaina € também ativa em outros tecidos excitaveis: musculo
liso (REUTER, et al, 1973), neurdnios (BAKER & BLAUSTEIN, 1968;
BLAUSTEIN, & HODGKIN, 196‘9), e musculo cardiaco de mamiferos (REUTER, &
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SEITZ, 1968). Nos estudos disponiveis na literatura, tem-se demonstrado que, na
faixa de concentragcdo de 10 a 1000 uM, qué € chamada de farmacolodgica, a
ouabaina blogueia a Na-K-ATPase (BAKER, & WILLIS, 1972; FORBUSH, 1983:;
SCHATZMANN, 1953; SKOU, 1960) e € com a finalidade de blogquear essa
enzima que ela tem sido utilizada experimentalmente, nessa faixa de

conceniracéo.

Os efeitos de 10 nM de ouabaina, apresentados neste estudo, situam-
se numa faixa de concentracdo bem inferior a farmacoldgica. Ha estudos
documentando e demonstrando, que a ouabaina é produzida endogenamente pela
cortex da glandula suprarenal (TAMURA, et al., 1988; BOULANGER, et al., 1993;
LUDENS, et al., 1992; HAMLYN, et al., 1991; GOTO, et al.,, 1992; SCHONER,
1992) e, em quantidades menores, por outros tecidos (HAMLYN, et al., 1991),
sendo secretada em quantidades que promovem concentracbes na faixa de 1 —
100 nM, chamada fisiologica (HOFFMAN, & BIGGER, Jr., 1990; BROWN, &
ERDMANN, 1984). Os dados relacionados a 10 nM de ouabaina, aqui
apresentados, s&o efeitos que podem, portanto, ser considerados fisiologicos.
Esses dados corroboram toda uma linha de pesquisa desenvolvida por varios
laboratorios ao redor do mundo, que atribui a ouabaina relevante papel fisiologico
(HAMLYN, et al., 1991; BLAUSTEIN, 1977) em mamiferos e, inclusive, em
humanos (HAMLYN, et al., 1991; GOTO, et al., 1992; SCHONER, 1992).

Os efeitos dessa concentracédo, (10nM) aqui apresentados, foram
estabelecidos em um curso temporal rapido, uma hora de exposicdo a 10 nM de
ouabaina onde em relagdo ao grupo controle ha um aumento significativo no
numero de potenciais produzidos por um pulso de amplitude duas e trés vezes o
valor do limiar celular e duragéo de 400 ms (vide Tabela 01). Caso 10 nM nao
tivesse apresentado nenhum resultado dentro do tempo de observacdo dos
nossos experimentos, isso ndo seria conclusivo para negar a participacéo
fisiologica da ouabaina, uma vez que muitos outros hormonios esteroidais
apresentam efeitos que se desenvolvem ao longo de dias e cujos primeiros efeitos

mensuraveis s6 ocorrem apos muitas horas (HEIERHOLZER & BUHLER, 1996). O
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dado positivo nesse curto espago de tempo de exposicdo vem torna-lo mais

relevante ainda.

A atividade da ouabaina na concentracdo de 10 nM sugere o
mecanismo de agao em termos do sitio de atuacdo dessa substancia na estrutura
macromolecular que é a Na-K-ATPase, mais especificamente na subunidade o de
mamiferos (PRESSLEY, 1992; SHAMRAJ, & LINGREL, 1994; SHULL, et al., 1986;
TAKEYASU, et al., 1990), e em tecidos nervosos (BLANCO, et al 1990; JEWCIL &
LINGREL1991; THENEN, et al., 1996, BLAUSTEIN & HAMLYN 1991).

5.3 O deslocamento do funcionamento neuronal para um padrdo mais ténico

Os neurdnio do ganglio cervical superior tém caracteristicas funcionais
importantes para que se possa compreender -a relevancia do aumento da
excitabilidade neuronal aqui apresentada. Primeiro, os neurdnio do GCS s&o uma
rota sinaptica obrigatéria para toda a informacéo que trafega pelo ganglio, o faz
por via sinaptica (CABOT, 1990; STRACK, et al.,, 1989; STRACK, et al., 1988).
Segundo, as sinapses do GCS sao todas do fipo integrativas (SKOK, 1973). Isso
implica que um aumento da excitabilidade fara o sinal transitar mais facilmente
através do ganglio e assim, para um dado inpbut, o output sera maior. Em outras
palavras, havera uma tendéncia ao aumento do ténus simpatico ao nivel dos seus
efetores. Como os efetores do simpatico, de uma maneira geral e, em particular,
do GCS, promovem, quando ha aumento do tdénus simpético, vasoconstricdo e
essa, por sua vez, leva a aumento da resisténcia vascular periférica (COWLEY,
Jr., 1992; ABBOUD, & THAMES, 1983), o resuitado final de um aumento da
excitabilidade neuronal no GCS, favorece a instalagcao de um aumento da presséo

arterial.

Ha varias maneiras de se quantificar a excitabilidade neuronal (CASSEL
& SUZURSZEWSKI, 1978; KING & SUZURSZEWSKI, 1988). A maneira mais
difundida é através das medidas da cronaxia e da recbase (YAROWSKY &

WEINREICH, 1985). Nesse trabalho optou-se pela utilizacdo de pulsos de longa
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duragdo porque eles sdo mais informativos sobre aspectos do funcionamento
neuronal, mais relacionados com o processamento do sinal (WEEMS &
SZURSZEWSKI, 1978; DECKTOR & WEEMS, 1981; JULE & SZURSZEWSK],
1983). Um neurbnio fasico sinaliza .bem transicées, mas ndo estados
estacionarios. Os neurdnios tdnicos sinalizam transicoes e estados estacionarios,
embora a transicdo n&o seja tdo nitida quanto no neurdnio fasico (LEVITAN &
KACZMAREK, 1991). No presente ndo investigamos como essas alteractes se

refletiriam especificamente ao nivel do controle da pressao arterial.

O deslocamento da resposta neuronal a estimulo despolarizante de
longa duracéo para um padrdo mais tbnico §mpliéam alteracbes de correntes
idbnicas que modulam a excitabilidade neuronal. Entre essas correntes estdo as
correntes de potassio A e M (QUBROV\/N & NARAHASHI 1988; YAMADA, et al,,
1989; CASSEL & MCLACHCAN, 1986), e D2 (WANG & MCKINNON, 1995).

@

Modificagdes do estado de ativacdo da corrente A de potassio, contudo,
nao parecem ser a causa do aumento da excitabilidade neuronal observada neste
trabalho, pois a faixa de inativagéo da corrente ‘A se situa entre — 55 e — 60 sendo
necessarias hiperpolarizagées a — 70 mV para a desativacdo desta corrénte, faixas
estas que nao inclui o potencial transmembrana que clampeamos em — 60 mV
(MCKINNON & WANG, 1995), bem como, com as incursdes de voltagens dos
pulsos despolarizantes que utilizamos. Adicionalmente, vale relembrar que a
corrente A € considerada de pouca importancia para a modulagdo da
excitabilidade dos neurbnios fasicos do GCS (MCLACHLAN, et al., 1986;
MCKINNON & WANG, 1995).

A corrente Ipp, ndo parece ser a causa, pois quando a Ipy & bloqueada
com TEA as células se mantém no seu padrédo ténico (STORM, 1988; WANG &
MCKINNON, 1995).

A corrente M, dentre todas aquelas que modulam a excitabilidade
neuronal, conhecidas no momento, parece ser a que melhor se adapta ao padrao
de modificagdes promovidas pela ouabaina em concentracao de 10 nM. A faixa de
ativacado da corrente M em neurdnios simpaticos se situa de — 55 a — 35 mV

(BROWN & ADMS, 1980). Assim, alteragdes do estado de condutancia do canal M
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podergo contribuir de maneira insignificante para determinacdo do potencial de
repouso. Contribuirdo também de maneira insignificante para determinagdo da
resisténcia de entrada, quando essa for medida com o protocolo utilizado nesse
trabalho, ou seja, com pulsos hiperpolarizantes a partir de um potencial
transmembrana mantido em — 60 mV e sendo suportado por varios trabalhos onde
a existéncia do padréo tdnico naZo altera as propriedades passivas da célula
(CASSEL, et al, 1984). Como os neurdnios utilizados ja apresentavam um
potencial de repouso proximo a — 60 (= — 58 mV), para manter a voltagem
transmembrana ao longo do experimento ajustada em — 60 mV, necessitou-se de
pequena quantidade de corrente de clampeamento, que também, como seria de
se esperar, ndo foi alterada pela modificacdo do estado de ativagdo do canal M .
As alteragctes do canal M ndo alteram os parametros do potencial de acao tais
como, duragéo, “overshoot”, amplitude, voltagem limiar, etc., que se devem ao
estado de ativagdo do canal rapido de Na® € a outros canais de K (WANG &
MCKINNON, 1995). As caracteristicas do potencial de agao desse trabalho n&o se
alteraram, o que esta em acordo com a hipdtese de alteracdo do canal M*. Por
outro lado, a inativacdo dos canais M promoveria um aumento do ndmero de
potenciais de agd&o em um pulso de longa duragéo, transformando-a célula de
fasica em tonica (ADMS, et al 1982) ou transformando a sua resposta de voltagem
a uma onda quadrada de corrente para um padrédo mais ténico, no sentido de que
apos a ouabaina ele esta mais préximo de ser tc“)nico?‘ Ha definicdes de neurdnios
fasicos e tonicos. A mais aceita para neurdnios do sistema nervos autdénomo ¢é a
proposta por (MCLACHLAM, 1986) que define como neurénios tdnicos aqueles
que, em sua resposta de voltagem a um estimulo que seja uma onda quadrada de
corrente de 1 segundo de duragido, de amplitude o dobro do limiar, apresente
potenciais de agao ao longo de toda a duracéo do estimulo. Nesse trabalho n&o
utilizamos ondas quadradas de 1 segundo de duracdo. Nossas ondas quadradas
de corrente tiveram, contudo, duragdo suficientemente longa para demonstrar com
clareza o deslocamento da resposta de voltagem em diregdo ao padrdo tonico.
Além disso, é importante observar que as alteragdes no numero de potenciais de
acao na resposta ao pulso que foi o duplo do limiar de corrente, foram de grande
monta em relagéo ao que pode representar para aumento do fluxo de informacao,

pois representaram aumentos de aproximadamente de 100 a 600 %. Isso se
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traduziria num grande aumento das informacdes que levariam a um grande

aumento do tonus do efetor simpatico.

5.4 Alocalizacao anatdomica dos neurdnios afetados

>

A localizagdo dos neurbnios que utilizamos, todos provenientes do
GCS, tem importancia na interpretagéo dos resultados. Sabemos que varios tipos
neuronais, de diferentes localizagdes, estao envolvidos no controle da pressao
arterial, desde neurdnios aferentes, como os dos ganglios nodoso e jugular,
passando pelos neurbnios processadores e controladores do nlcleo do trato
solitario (SPYER, 1981, SELLER & ILLERT, 1969; KUMADA, et al., 1990; KALIA
& MESULAM, 1980) e de varios outros locais do sistema nervoso central, até os
neurdnios mais distais na cadeia neuronal, que no caso do sistema nervoso
autébnomo simpatico sdo os neurdnios pods-ganglionares. Os neurdnios do GCS
sao do tipo mais distal do SNA simpatico. Fazem sinapse diretamente com os
efetores. Cada neurbnio da cadeia controladora da homeostase da funcéo
cardiovascular, onde se situa o controle da pressao afterial, pode ser representado
por uma funcéo de transferéncia com varias alcas de feedback. Nessa situagao,
uma modificagdo de uma fungéo de transferéncia tera maior chance de levar a
uma modificagdo do output sem posterior atenuacdo se ela ocorrer na Ultima
funcao de transferéncia que gera diretamente o output. Ora, os neurdnio do GCS
estao em contato imediato com efetores (GIBBINS, 1990). Assim, uma
modificacdo no padréo de funcionamento desses neurdnios representa uma
probabilidade bem mais alta de que essas modificacdes levem a uma alteracdo do
tonus do efetor do que em outros locais do sistema nervoso. Assim uma
demonstracdo de aumento de atividades que levardo a aumento de ténus
simpatico terdo chance muito maior da se manifestar ao nivel do efetor se
ocorrerem no GCS do que se ocorrerem, por exemplo no hipotalamo. Em
realidade, é sabido que a ouabaina altera e excitabilidade em neurénios do
hipotalamo e da regido rostro-ventro-lateral do bulbo. Se a essas consideragbes
forem adicionadas aquelas concernentes ao aumento da excitabilidade, discutidas

acima, concluiremos que os dados desse estudo. sugerem que a ouabaina
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endogena, que atinge concentragbes iguais ou superiores a 10 nM, é um fator de
aumento da pressdo arterial. Contudo, essa demonstracdo de aumento da
excitabilidade neuronal simpatica necessita de ser comprovada em estudos em
ganglios simpaticos intactos. Estudos de Hamlyn e colaboradores tém
demonstrado que a infusdo continua de ouabaina em doses diarias que promovem
aumento da sua concentracdo plasmatica em ratos na faixa fisiologica, apos
poucos dias promove hipertensao arterial e, nos ganglios retirados desses animais

hipertensos, aumento da transmissdo sinaptica do GCS (YUAN et al., 1993).

55 !ntéragéo entre os Efeitos da Ouabaina e o [K"] da solugéo nutridora

Sabe-se que os efeitos da ouabaina sdo antagonizados por aumentos
da [K'] extracelular (HAMLYN, et al., 1991; BAKER & WILLIS, 1972). Esse
antagonismo ocorre também em relac@o as células do cortex.adrenal em cultura
(WARD, et al, 2002). Os dados do presente estudo estdo de acordo com esse
padrao de interacéo quando demonstram que- a variagéo da K] de 4,7 mM, um
valor considerado bem fisiolégico, para 5,6 mM, promove uma diminuicéo da
excitabilidade, que foi pequena, mas detectavel através da presenca de
significancia na diferenga entre o numero de po:tenciais na resposta de voltagem a
onda quadrada de corrente dupla do limiar (Tabela 04). Esses dados sugerem
também uma hipotese muito interessante. Na medida em que a ouabaina
participar da modulacédo dos valores da presséo arterial, seja como fator de
controle, seja como fator de perturbacéo, a [K'] passa a ser o elemento que
desloca a ligagado da ouabaina com a bomba e se liga em receptores para
ouabaina nas células adrenocorticais participando de um mecanismo de feedback,
que poderd tambem contribuir como fator de perturbacao ou de controle da PA.
Num contexto mais amplo, os dados sugerem que concentracdes de um outro fon,
o K*, além da [Na'] extracelular (UAKEN & FARNESTIL, 1991 ), podem interferir

com o controle da PA.
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5.6 Ouabaina, hipertensao e os dados da presente investigagio

Os dados da presente tese elencam os trabalhos que se apresentam na
literatura que d&o suporte a hipdtese que vem sendo construida de que a
ouabaina e outros compostos ouabaina simile sdo secretados na circulagéo pela
celulas do cértex das adrenais, ndo apresentando diferenca estrutural, na resposta
frente a anticorpos e perfis cromatograficos, se carcterizando como um horménio
enddgeno. As evidencias experimentais também apontam para uma forte
correlagao entre a ouabaina e estados de hipertensdo essencial, sendo inclusive
isolada de plasma humano e sendo inclusive responsavel pela reversdo de um
estado hipertensivo quando um ouabainoma foi retirado de uma paciente.
Entretanto n&o haviam evidencias da ac¢do da ouabaina em concentracbes
fisologicas de 10 nM alterando o padrao de disparo de neurbnios de um efetor
final da rede neuronal de controle da presséo arterial, mesmo a despeito de estar
bem caracterizado a sua agéo sobre outras estrutura como .o hipotalamo. Ha a
necessidade de se aprofundar os estudo eletrofisiloégicos para que se encontre
uma forma de trazer este efetor para o seu comportamento fasico. Ficou bem claro
que as alteracbes causadas pela ouabaina se localizam nas faixas de voltagem
das correntes de potassio sem entretanto causar modificacbes nas propriedades
passivas dos neurbnios simpaticos, fato este corroborado p‘or outros autores em
ganglios intactos de animais hipertensos. A Corfente de potassio que se apresenta
como uma forte candidata € a corrente M e bortanto um dos passos a serem
estudados. Entretanto o fato das concentracdes de potassio poderem modular o
aumento da excitabilidade destes neurdnios, indicando haver um mecanismo de
modulacao dependente de potassio, operante também em neurbnios a
semelhanc¢a dos fatos experimentais descritos por Hamylin em fevereiro de 2002,
nos leva a questionar se os achados na literatura que demonstram ser o potassio
um ion com propriedades antihipertensinogénicas, se devem somente a
propriedade das altas concentragbes de potassio.produzem (EISNER, et al,
1984). Uma desfosforilacdo da enzima em um estado inicial por ocasido da

translocacao do cation para o citoplasma. Em nossos estudos a raminose nao
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apresentou atividade excitatoria nas mesmas concentragbes de ouabaina como

era de se esperar.



6 CONCLUSAO

A ouabaina, em concentragdes nanomolares (10 nM), é capaz de
provocar uma perda de acomodagao em neurdnios agudamente dissociados do
GCS, levando a alteragdo do padrdo de disparo desses neurdnios, de fasico para
mais tonico. Esta perda de acomodacdo é modulada por alteragdes das
concentragbes de potassio dentro da faixa fisiolégiéa. As alteracbes observadas
neste estudo s&o semelhantes aquelas observadas em ratos espontaneamente
hipertensos e sdo coerentes com a hipétese de que a ouabaina enddgena pode

ser um fator causador de hipertensao.
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