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RESUMO 

 

Estruturas prosencefálicas estão envolvidas no monitoramento de alterações 

na osmolalidade plasmática. Além dos mecanismos centrais, é postulado a 

participação de sensores periféricos na osmorregulação. No presente estudo 

investigamos a contribuição dos aferentes sinoaórticos nos mecanismos fisiológicos 

de regulação da tonicidade dos fluidos corporais durante a hiperosmolalidade aguda. 

Na primeira parte deste estudo avaliamos a participação dos aferentes sinoaórticos 

nos ajustes cardiovasculares, renais e autonômicos induzidos por hipernatremia. 

Ratos Wistar (280-350 g) foram anestesiados com halotano (2% em O2) e 

submetidos à denervação sinoaórtica (DSA), remoção dos corpúsculos carotídeos 

(CCX) ou cirurgia fictícia e à implantação de cânulas na artéria e veia femoral direita 

para o registro da pressão arterial (PA) e administração de substâncias, 

respectivamente. No dia seguinte, os animais DSA foram anestesiados com uretana 

(1,2 g/kg peso corporal, i.v.) e instrumentalizados para o registro da atividade 

nervosa simpática renal (ANSr). Animais CCX não anestesiados foram utilizados 

para o registro da PA e teste de excreção renal. Os parâmetros foram avaliados em 

resposta à infusão intravenosa de salina hipertônica (SH) (NaCl 3 mol/L, 1,8 mL/kg 

de peso corporal, em 60 segundos). A DSA aboliu a simpatoinibição renal induzida 

por infusão de SH (DSA: -10,7 ± 5,5% do basal, vs. ratos controle: -28,7 ± 4,8% do 

basal, 60 minutos após SH; p<0,05). A CCX atenuou a resposta pressora (CCX: 5,7 

± 2,0 mmHg, vs. controle: 15,8 ± 2,0 mmHg, 12 minutos após SH; p<0,05) e a 

excreção renal de sódio (CCX: 74,9 ± 7,3%, vs. controle: 99,7 ± 6,7%, 90 minutos 

após SH; p<0,05) à SH. Estes resultados mostram que a integridade dos aferentes 

sinoaórticos são essenciais para os ajustes autonômicos, cardiovasculares e renais 

induzidos por hipernatremia aguda. Na segunda parte do estudo, investigamos o 

envolvimento dos corpúsculos carotídeos e do presencéfalo nas respostas simpática 

e ventilatória induzidas por infusão intra arterial de SH utilizando preparações in situ 

de ratos perfundidos arterialmente (Holtzman, 60-100 g). Infusões de SH (NaCl 0,17; 

0,3; 0,7; 1,5 e 2 mol/L; 200 µL durante 20 segundos cada) foram realizadas em 

ordem ascendente acumulativa enquanto as atividades do nervo simpático torácico, 

nervo frênico e nervo do seio carotídeo foram registradas. Infusões intra arteriais de 



 

 
 

SH 2 mol/L, aumentaram a frequência de disparo do nervo frênico (5,8 ± 0,9 cpm, vs. 

Ringer: 0,4 ± 0,2 cpm; p<0,05), provocou simpatoexcitação (63,3 ± 8,4%, vs. Ringer: 

-0,8 ± 1,9%; p<0,05) e ativação do nervo do seio carotídeo (105,1 ± 13,2%, vs. 

Ringer: -0,2 ± 1,3%; p<0,05). A remoção dos corpúsculos carotídeos atenuou a 

simpatoexcitação (26,2 ± 4,9%; p<0,05), sem afetar a taquipneia (3,6 ± 0,5 cpm) 

induzida por SH 2 mol/L. A desconexão do prosencéfalo ao nível pré colicular, aboliu 

a simpatoexcitação (8,4 ± 3,7%; p<0,05) e a taquipneia (1,2 ± 0,4 cpm; p<0,05) em 

resposta à SH 2 mol/L. Os resultados indicam a participação do prosencéfalo nas 

respostas simpática e ventilatória promovidas por sobrecarga aguda de sódio. 

Ademais, sugerem que os corpúsculos carotídeos podem atuar como sensores 

periféricos de sódio contribuindo para as respostas autonômicas induzidas por 

hiperosmolalidade aguda. 

 

Palavras chave: Corpúsculo carotídeo; Nervo do seio carotídeo; Denervação 

sinoaórtica; Salina Hipertônica; Atividade Nervosa Simpática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ABSTRACT 

 

The forebrain is suggested the main sensorial site for monitoring changes in 

plasma osmolality. In addition to the central mechanisms, it has been suggested that 

peripheral sensors may participate in the osmoregulation. In the present study we 

investigated the contribution of the sinoaortic afferents in the physiological 

mechanisms of regulation of the body fluids tonicity during acute hyperosmolality. In 

the first part of the study, we explored the participation of sinoaortic afferents in the 

cardiovascular, renal and autonomic responses induced by hypernatremia. Wistar 

rats (280-350 g) were anesthetized with halothane (2% in O2) and submitted to 

sinoaortic denervation (SAD), carotid body removal (CBX) or fictitious surgery, and 

implantation of cannula in the right femoral artery and vein to blood pressure (BP) 

recording and substance administration, respectively. In the next day, SAD animals 

were anesthetized with urethane (1.2 g/kg body weight, i.v.) and instrumentalized for 

renal sympathetic nerve activity (rSNA) recording. Non-anaesthetized CBX animals 

were used to BP recording and renal excretion test. The parameters were evaluated 

in response to intravenous infusion of hypertonic saline (HS) (3 mol/L NaCl, 1.8 

mL/kg body weight, in 60 seconds). Renal sympathoinhibition induced by infusion of 

HS was abolished in SAD rats (SAD: -10.7 ± 5.5% of baseline, vs. control rats: -28.7 

± 4.8% of baseline, 60 minutes after HS, p<0.05). CBX attenuated the pressor 

response (CBX: 5.7 ± 2.0 mmHg, vs. control: 15.8 ± 2.0 mmHg, 12 minutes after HS; 

p<0.05) and sodium renal excretion (CBX: 74.9 ± 7.3%, vs. control: 99.7 ± 6.7%, 90 

minutes after HS; p<0.05) to HS. These results show that the integrity of the aortic 

and carotid afferents are essential for autonomic, cardiovascular and renal 

adjustments induced by acute hypernatremia. In the second part we explored the 

involvement of the carotid bodies and forebrain in the autonomic and ventilatory 

responses induced by intra arterial infusion of HS using arterially-perfused in situ rat 

preparations (male Holtzman rats, 60-100 g). HS infusions (0.17; 0.3; 0.7; 1.5 and 2 

mol/L NaCl; 200 µL during 20 seconds each) were performed in accumulative 

ascending order while thoracic sympathetic, phrenic and carotid sinus nerve activities 

were recorded. Intra-arterial infusion of 2 mol/L NaCl, produced a modest increase in 

phrenic burst frequency (5.8 ± 0.9 bpm, vs. Ringer: 0.4 ± 0.2 bpm, p<0.05) and 



 

 
 

markedly enhanced sympathetic (63.3 ± 8.4%, vs. Ringer: -0.8 ± 1.9%, p<0.05) and 

carotid sinus nerve activities (105.1 ± 13.2%, vs. Ringer: -0.2 ± 1.3%, p<0.05). 

Carotid bodies removal attenuated the sympathoexcitation (26.2 ± 4.9%, p<0.05), but 

not the tachypnea (3.6 ± 0.5 bpm) induced by 2 mol/L NaCl. The forebrain 

disconnection at the pre-collicular level, abolished the sympathoexcitation (8.4 ± 

3.7%, p<0.05) and the increase in phrenic burst frequency (1.2 ± 0.4 bpm, p<0.05) in 

response to 2 mol/L NaCl. The results indicate the participation of forebrain in the 

sympathetic and ventilatory responses produced by sodium overload. Moreover, they 

suggest that carotid bodies may act as a sodium peripheral sensor contributing for 

the autonomic responses to acute hyperosmotic challenges. 

 

Key words: Carotid body; Carotid sinus nerve; Sinoaortic denervation; Hypertonic 

saline; Sympathetic nerve activity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 Representação esquemática da preparação in situ coração hipotálamo 

tronco cerebral isolados (working heart-hypothalamus-brainstem 

preparation) [adaptado de Moraes et al., 2015]. Ratos decorticados e 

seccionados abaixo do diafragma são perfundidos retrogradamente 

através da aorta descendente. A solução de perfusão é gaseificada 

(95% de O2 e 5% de CO2), aquecida (32 ºC) e livre de bolhas e detritos. 

Uma cânula de lúmen duplo permite a perfusão da preparação e o 

registro simultâneo da pressão de perfusão. O perfusato é drenado e 

recirculado. As atividades do nervo do seio carotídeo (ANSC), nervo 

simpático torácico (ANSt) e nervo frênico (ANF) foram registradas 

simultaneamente. Ampl, amplificador........................................................ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

25 

Figura 2 Análise do padrão de atividade simpática durante o ciclo respiratório. A 

atividade nervosa simpática (ANSt) foi dividida em três partes a partir 

do sinal de atividade do nervo frênico (ANF): expiração final (EF), 

inspiração (IP) e pós inspiração (PI). A média da ANSt foi adquirida em 

cada segmento e expressa em valores absolutos (µV)............................. 

 

 

 

 

 

29 

Figura 3 Protocolo experimental realizado para avaliar o efeito da denervação 

sinoaórtica (DSA) sobre os ajustes cardiovasculares e simpáticos 

induzidos por sobrecarga aguda de sódio. CF, cirurgia fictícia................. 

 

 

30 

Figura 4 Protocolo experimental realizado para avaliar o efeito da remoção dos 

corpúsculos carotídeos (CCX) sobre os ajustes cardiovasculares 

induzidos por sobrecarga aguda de sódio em ratos acordados. CF, 

cirurgia fictícia............................................................................................ 

 

 

 

31 

Figura 5 Delineamento experimental para avaliar o efeito da remoção dos 

corpúsculos carotídeos (CCX) sobre a excreção renal de sódio após a 

infusão de salina hipertônica em ratos acordados.................................... 

 

 

31 

Figura 6 

 

Protocolos experimentais realizados para avaliar as atividades do nervo 

do seio carotídeo (ANSC), simpático torácico (ANSt) e frênico (ANF) em 

resposta à estimulação hiperosmótica aguda por meio da infusão intra 

arterial de salina hipertônica (NaCl 0,17, 0,3, 0,7, 1,5 e 2 mol/L) ou 

manitol (0,3, 0,5, 1, 2,7 e 3,8 mol/L) em preparações in situ de ratos 

controles.................................................................................................... 

 

    

 

 

32 



 

 
 

Figura 7 Protocolo experimental realizado para determinar o efeito da remoção 

do corpúsculo carotídeo (CCX) sobre as alterações nas atividades do 

nervo simpático torácico (ANSt) e frênico (ANF) induzidas por 

sobrecarga aguda de sódio (NaCl 0,17, 0,3, 0,7, 1,5 e 2 mol/L)............... 

 

 

33 

Figura 8 Delineamento experimental utilizado para avaliar os efeitos da remoção 

do prosencéfalo (por transecção pré colicular) sobre as alterações nas 

atividades do nervo simpático torácico (ANSt) e frênico (ANF) induzidas 

por infusão intra arterial de salina hipertônica (NaCl 0,17, 0,3, 0,7, 1,5 e 

2 mol/L)...................................................................................................... 

 

 

 

 

34 

Figura 9 Registros da pressão arterial pulsátil (PAP) e frequência cardíaca (FC) 

de um rato controle e de um rato submetido à denervação sinoaórtica 

(DSA) durante a ativação do barorreflexo (A) e quimiorreflexo (B) por 

infusão intravenosa de fenilefrina (2 g em 100 L) e cianeto de 

potássio (KCN, 40 g em 100 L), respectivamente. As setas pretas 

acima dos registros indicam o momento das infusões. Índice de 

barorreflexo (IB) (C) calculado pela razão entre as alterações na 

frequência cardíaca (FC) e pressão arterial média (PAM) induzidas por 

infusão intravenosa de fenilefrina (1, 1,5 e 2 g em 100 L). Alterações 

na PAM (D) e FC (E) provocadas por infusão de cianeto de potássio 

(KCN; 40 g em 100 L). Diferenças foram analisadas usando o teste t 

de Student não pareado. † diferente do controle. p < 0,05. 

n=6/grupo.................................................................................................. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
39 

Figura 10 Registros da pressão arterial pulsátil (PAP), frequência cardíaca (FC), 

bruto e integrado (∫) da atividade do nervo simpático renal (ANSr) de um 

rato controle e um rato com denervação sinoaórtica (DSA) 

anestesiados. Os traçados representativos mostram a PAP, FC e ANSr 

durante o basal e em resposta à infusão intravenosa de salina 

hipertônica (SH; 10 e 30 minutos após SH) (NaCl 3 mol/L, 1,8 mL/kg de 

peso corporal). O ruído elétrico foi determinado após a infusão de 

hexametônio (Hex; 30 mg/kg de peso corporal)........................................ 

 

 

 

 

 

 

 

42 

Figura 11 Efeitos da infusão intravenosa de salina hipertônica (NaCl 3 mol/L, 1,8 

mL/kg de peso corporal) sobre a pressão arterial média (PAM; A), 

frequência cardíaca (FC; B) e atividade do nervo simpático renal (ANSr; 

C) em ratos controle (n=6) e submetidos à denervação sinoaórtica 

(DSA; n=6). As barras pretas indicam o momento da infusão de salina 

hipertônica. Dados foram analisados utilizando Anova two way para 

medidas repetidas seguido pelo pós teste de Bonferroni. *diferente do 

basal. †diferente do controle. p < 0,05....................................................... 

 

 

 

 

 
 

 

 

43 



 

 
 

Figura 12 Registros da pressão arterial pulsátil (PAP) e frequência cardíaca (FC) 

de um rato controle e de um rato submetido à remoção dos corpúsculos 

carotídeos (CCX) durante o teste de barorreflexo (A) e quimiorreflexo 

(B) realizados por meio da infusão intravenosa de fenilefrina (2 g em 

100 L) e cianeto de potássio (KCN, 40 g em 100 L), 

respectivamente. As setas pretas acima dos registros indicam o 

momento das infusões. Índice de barorreflexo (IB) (C) calculado pela 

razão entre as alterações na frequência cardíaca (FC) e pressão arterial 

média (PAM) induzidas por infusão intravenosa de fenilefrina (1, 1,5 e 2 

g em 100 L). Alterações na PAM (D) e FC (E) provocadas por infusão 

de cianeto de potássio (KCN; 40 g em 100 L). Diferenças foram 

analisadas usando o teste t de Student não pareado. †diferente do 

controle. p < 0,05. (Controle, n=10) (CCX, n=15)...................................... 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

45 

Figura 13 Registros da pressão arterial pulsátil (PAP), pressão arterial média 

(PAM) e frequência cardíaca (FC) de um rato controle e um rato com 

remoção do corpúsculo carotídeo (CCX) mostrando o basal e as 

alterações cardiovasculares induzidas por infusão intravenosa de salina 

hipertônica nos tempos 2, 10 e 20 minutos (SH; NaCl 3 mol/L, 1,8 

mL/kg de peso corporal). Os parâmetros foram avaliados nos animais 

não anestesiados....................................................................................... 

 

 

 

 
 

 

48 

Figura 14 Efeitos da infusão intravenosa de salina hipertônica (NaCl 3 mol/L, 1,8 

mL/kg de peso corporal) sobre a pressão arterial diastólica (PAD; A), 

pressão arterial sistólica (PAS; B), pressão arterial média (PAM; C) e 

frequência cardíaca (FC; D) em ratos controle (n=7) e ratos com 

remoção dos corpúsculos carotídeos (CCX) (n=6) não anestesiado. As 

barras pretas indicam o momento da infusão de salina hipertônica. 

Dados foram analisados utilizando Anova two way para medidas 

repetidas seguido pelo pós teste de Bonferroni. *diferente do basal. 
†diferente do controle. p < 0,05..................................................................  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

49 

Figura 15 Análise da variabilidade da pressão arterial sistólica (PAS) antes e após 

a infusão intravenosa de salina hipertônica em ratos controle (n=4) e 

com remoção dos corpúsculos carotídeos (CCX) (n=5). Os 

componentes oscilatórios da PAS foram quantificados em três faixas de 

frequência: baixa frequência (BF; A) (low frequency), alta frequência 

(AF; B) (high frequency) e frequência muito baixa (FMB; C) (very low 

frequency). Dados foram analisados utilizando Anova two way para 

medidas repetidas seguido pelo pós teste de Bonferroni. *p < 0,05......... 

 

 

 

 

 

 

51 



 

 
 

Figura 16 Concentração plasmática de sódio ([Na+] Plasmático) e hematócrito 

antes e após a infusão intravenosa de salina hipertônica (NaCl 3 mol/L, 

1,8 mL/kg de peso corporal) em ratos controle (n=6) e ratos com 

remoção dos corpúsculos carotídeos (CCX) (n=3). Dados foram 

analisados utilizando Anova two way seguido pelo pós teste de Fisher. 

*diferente do basal. p < 0,05...................................................................... 
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acumulativa de sódio (C) e balanço de sódio (D) em ratos controle 

(n=5) e ratos com remoção dos corpúsculos carotídeos (CCX) (n=8). 

Dados foram analisados utilizando Anova two way seguido pelo pós 

teste de Fisher. *diferente do basal. †diferente do controle. p < 0,05........ 
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(KCN; 25 g em 50 L), solução de Ringer e NaCl 2 mol/L em ratos 

controles. À direita está representado o ruído elétrico obtido ao final do 

experimento. A seta preta acima do registro indica o momento da 

infusão em bólus de KCN. As linhas pretas acima do registro indicam o 

período das infusões de solução de Ringer e salina hipertônica 2 mol/L. 

As alterações na ANSt, ANSC e ANF induzidas por infusão de NaCl 2 
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ratos controles (n=16). As diferenças foram comparadas utilizando 

ANOVA one way para medidas repetidas seguido pelo pós teste de 

Tukey. *=p<0,05........................................................................................ 

 

 

 

 

 

 

59 
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potássio (KCN; 25 g em 50 L), solução de Ringer ou NaCl 2 mol/L 

em preparações in situ de ratos controles (n=10). Note que as 

alterações induzidas por NaCl 2 mol/L foram significativamente 

menores que as produzidas por KCN. Os dados foram analisados 

usando ANOVA one way para medidas repetidas seguido pelo pós 

teste de Tukey. *=p<0,05........................................................................... 
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Figura 21 Registros integrados (∫) das atividades do nervos simpático torácico 

(ANSt) e frênico (ANF) mostrando o acoplamento simpático-respiratório 

durante a infusão de solução de Ringer (esquerda) e NaCl 2 mol/L 

(direita) em um rato controle. As setas verdes apontam a resposta 

simpatoexcitatória durante a hiperosmolalidade. EF, expiração final; IP, 

inspiração; PI, pós inspiração.................................................................... 
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teste t de Student pareado. *diferente da solução de Ringer. p < 0,05..... 

 

 

 

 

 

63 

Figura 23 Registros brutos e integrados (∫) mostrando as atividades do nervo 

simpático torácico (ANSt), nervo do seio carotídeo (ANSC) e nervo 
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(esquerda) e manitol 3,8 mol/L (direita) em ratos controles. À direita 

está representado o ruído elétrico obtido ao final do experimento. As 

linhas pretas acima do registro indicam o período das infusões de 

solução de Ringer e manitol 3,8 mol/L...................................................... 

 

 

 

 
 

65 

Figura 24 Alterações nas atividades do nervo simpático torácico (ANSt; A), nervo 

do seio carotídeo (ANSC; B) e na frequência de disparo do nervo 

frênico (Freq ANF; C) induzidas por infusão intra arterial de solução de 
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1. INTRODUÇÃO



INTRODUÇÃO 

________________________________________________________________________________ 

2 
 

A manutenção da composição do meio interno é imprescindível para a 

homeostasia. Embora seja essencial a manutenção da concentração adequada 

dos diversos elementos orgânicos que constituem o organismo, é de fundamental 

importância a regulação da tonicidade dos compartimentos intra e extracelulares. 

As biomoléculas orgânicas – por exemplo, proteínas e hormônios – pouco 

contribuem para a osmolalidade dos fluidos corporais. Entretanto, os íons 

presentes em concentrações relativamente elevadas constituem as principais 

substâncias osmoativas.  

O cátion sódio (Na+) é o íon mais abundante no compartimento 

extracelular e o principal determinante de sua osmolalidade. Alterações na 

concentração deste íon têm impacto sobre a homeostase dos fluidos corporais. 

Devido à elevada concentração de Na+ e relativa impermeabilidade através da 

membrana plasmática das células, alterações na concentração deste íon promove 

gradiente osmótico entre os compartimentos intra e extracelular, o que permite o 

movimento de água entre estes compartimentos, alterando, assim, a 

concentração do demais componentes. Como consequência, o volume, 

metabolismo e funções celular podem ser comprometidos (Strange, 1993). Em 

decorrência destas alterações celulares, perturbações agudas na osmolalidade 

podem induzir convulsões, coma, traumas e a morte (Arieff & Guisado, 1976; 

Cserr et al., 1987; Andrew, 1991; Gullans & Verbalis, 1993). Neste sentido, é 

imprescindível para a sobrevivência, a manutenção da osmolalidade dos fluidos 

corporais dentro de limites estreitos de variações. 

A fim de contrapor as flutuações diárias de água e sódio corporal devido à 

perda e ao ganho muitas vezes assincrônicos, numerosos ajustes 

comportamentais, neuro-hormonais e autonômicos são desencadeados pelo 

organismo buscando reestabelecer a homeostasia. No contexto destas respostas, 

o sistema nervoso central (SNC) desempenha papel crucial. 

A busca por água e sódio, motivados pela sensação de sede e apetite ao 

sódio, compreendem os ajustes comportamentais para a correção de alterações 

na tonicidade dos fluidos corporais. Pequenos aumentos na osmolalidade 

plasmática ou perda de volume circulante são suficientes para induzir respostas 
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comportamentais associadas à sensação de sede. Estudos mostraram que 

elevações de 1 a 2% na osmolalidade plasmática ou redução de 8 a 10% no 

volume do compartimento extracelular são estímulos potentes para promover o 

consumo de água (Fitzsimons, 1998; Antunes-Rodrigues et al., 2004). Além disso, 

a regulação da ingestão de sódio contribui para a manutenção da osmolalidade. 

Em humanos, a redução na concentração plasmática de sódio e volume 

plasmático induz o apetite ao sódio, indicando maior palatabilidade a soluções de 

cloreto de sódio (NaCl) hipertônico (Takamata et al., 1994). 

Os mecanismos para correção de aumento na osmolalidade plasmática 

são mediados por respostas neuroendócrinas, tais como a liberação de 

vasopressina (AVP) (Morris & Alexander, 1989; Yao et al., 2011; Blanch et al., 

2013; Tucker & Stocker, 2016). A vasopressina reduz a excreção urinária de 

água. Além disso, a liberação de ocitocina (OT) e peptídeo natriurético atrial 

(ANP) aumentam a excreção renal de sódio (Morris & Alexander, 1988; Huang et 

al., 1995; Antunes-Rodrigues et al. 1997).  

Em adição aos ajustes hormonais e comportamentais induzidos por 

hiperosmolalidade, respostas autonômicas contribuem para a restauração da 

homeostasia. Os nervos renais integram os sistemas de ajustes neurovegetativos 

relacionados com o controle hidroeletrolítico. A estimulação elétrica dos nervos 

simpáticos renais causa redução no fluxo sanguíneo renal – por aumento na 

resistência vascular renal – e na taxa de filtração glomerular (Johns et al., 2011), 

sugerindo a participação dos nervos renais no controle da hemodinâmica e função 

renal. Estudos mostraram que o aumento na concentração plasmática de sódio 

causa redução na atividade nervosa simpática renal (ANSr) (Weiss et al., 1996; 

Pedrino et al., 2008; Pedrino et al., 2012). Esta resposta simpatoinibitória pode 

estar diretamente relacionada com o mecanismo de vasodilatação renal para 

aumentar a excreção de sódio, visto que a denervação renal reduz a 

vasodilatação renal induzida por hipernatremia (Pedrino et al., 2008). 

Embora esteja descrito na literatura que a hipernatremia promove 

simpatoinibição renal, a resposta em outros nervos relacionados com o controle 

vasomotor é caracterizada por acentuada simpatoexcitação, sugerindo que a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK200965/
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sobrecarga aguda de sódio induz ajustes simpáticos específicos por região. A 

administração intra vascular de solução salina hipertônica aumenta a atividade do 

nervo simpático lombar (ANSl) em preparações in situ decorticadas de ratos 

jovens e em experimentos in vivo (Brooks et al., 2004; Antunes et al., 2006; Shi et 

al., 2007; Stocker et al., 2008). Ademais, estudos mostraram simpatoexcitação do 

nervo simpático esplâncnico em reposta à infusão intra carotídea de NaCl 

hipertônico (Holbein & Toney, 2015). É proposto que a elevação na atividade 

simpática para regiões específicas do organismo atue para promover aumento 

generalizado na pressão arterial e na pressão de perfusão renal, elevando, 

consequentemente, a taxa de filtração glomerular e a excreção renal de sódio 

(Toney et al., 2003).  

A estimulação hiperosmótica promovida por sobrecarga de sal ou 

privação hídrica aumenta a atividade nervosa simpática (ANS) para vários leitos 

vasculares (Antunes et al., 2006; Shi et al., 2007; Colombari et al., 2010; 

Colombari et al., 2011; Holbein & Toney, 2013; Holbein & Toney 2015). Estudos 

utilizando preparações in situ de ratos demonstraram que a privação hídrica de 72 

horas aumenta a ANS torácica (ANSt) marcadamente durante a inspiração, 

sugerindo um controle respiratório no aumento da ANS durante a 

hiperosmolalidade (Colombari et al., 2011). Em contrapartida, Holbein & Toney 

(2015) demonstraram que a estimulação hiperosmótica aguda promovida por 

infusão intra carotídea de salina hipertônica aumenta a amplitude dos bursts do 

nervo frênico e a ANS esplâncnica (ANSs) em ratos adultos anestesiados, 

contudo sem alterar a sincronização inspiratória ou expiratória da ANSs (Holbein 

& Toney, 2015). Portanto, permanece dúbio se a resposta simpatoexcitatória à 

hiperosmolalidade está, de fato, associada a alterações na atividade respiratória. 

Os ajustes autonômicos, assim como as respostas comportamentais e 

neuroendócrinas, induzidos por estímulos hiperosmóticos são mediados por 

neurônios osmossensíveis presentes no SNC (Thrasher et al., 1982; McKinley et 

al., 1999; McKinley et al., 2004; Antunes et al., 2006; Shi et al., 2007). Os 

osmossensores são células nervosas especializadas na detecção de alterações 

na pressão osmótica do fluido extracelular e transdução em sinais elétricos que 

recrutam outras áreas do SNC envolvidas na osmorregulação. O órgão vasculoso 
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da lâmina terminal (OVLT) e o órgão subfornical (SFO) contêm neurônios que 

atuam como osmorreceptores centrais. Estes órgãos estão localizados na lâmina 

terminal, uma região do prosencéfalo constituída por um conjunto de estruturas 

interconectadas ao longo da parede rostral do terceiro ventrículo. Conhecidos 

como órgãos circunventriculares (CVOs) – caracterizados por serem isentos de 

barreira hematoencefálica – os osmorreceptores centrais são densamente 

supridos por uma rede de capilares fenestrados (McKinley & Johnson, 2004). 

Portanto, os solutos circulantes têm acesso ao fluido extracelular que circunda os 

neurônios do OVLT e SFO. 

Os osmorreceptores centrais são ativados por hiperosmolalidade. Estudos 

eletrofisiológicos in vitro e in vivo mostraram que o OVLT e o SFO contêm 

neurônios intrínsecamente osmossensíveis, os quais são excitados em resposta 

ao NaCl hipertônico ou manitol (Gutman et al., 1988; Anderson et al., 2000; Ciura 

& Bourque, 2006; Ciura et al., 2011; Kinsman et al., 2017). Ademais, a elevação 

na concentração de sódio no plasma ou no fluido cerebrospinal aumenta a 

expressão de cFos, um marcador de ativação neuronal, no OVLT e no SFO (Shi 

et al., 2008; Taylor et al., 2008). Funcionalmente, estes órgãos contribuem para a 

emissão da sensação de sede (Thrasher et al., 1982; Starbuck & Fitts, 1998), 

liberação de vasopressina (Verney, 1947 apud Bourque et al., 1994; Thrasher et 

al., 1982; McKinley et al., 2004) e ocitocina (Negoro et al., 1988) e 

simpatoexcitação (Antunes et al., 2006; Shi et al., 2008) induzidas por 

hiperosmolalidade.    

Buscando avaliar o envolvimento dos osmorreceptores centrais na 

simpatoexcitação induzida por sobrecarga de sódio, Antunes et al. (2006) 

mostraram que a secção das conexões neuronais entre os CVOs e o hipotálamo 

atenua a resposta simpatoexcitatória lombar induzida por hiperosmolalidade 

aguda em preparações in situ. Em ratos adultos anestesiados, a inibição dos 

neurônios do OVLT com muscimol (agonista dos receptores GABAa) reduz 

significativamente a simpatoexcitação lombar promovida por infusões intra 

carotídeas de salina hipertônica (Shi et al., 2007). Ademais, Kinsman et al. (2017) 

mostraram recentemente que microinjeções de salina hipertônica no OVLT 

aumenta a ANSl, ANS adrenal (ANSa) e a pressão arterial. No mesmo trabalho os 
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autores mostraram que a inibição dos neurônios do OVLT com muscimol atenua a 

resposta simpatoexcitatória e pressórica à microinjeção intracerebroventricular de 

NaCl hipertônico. Estes resultados indicam que os osmorreceptores centrais são 

requeridos para o processamento das respostas simpáticas desencadeadas por 

estimulação hiperosmótica aguda. 

Os neurônios osmossensíveis da lâmina terminal não regulam a ANS 

durante a hiperosmolalidade induzida por sobrecarga de sódio ou desidratação 

(privação hídrica) por meio de projeções diretas para os neurônios pré-

ganglionares simpáticos. Estes neurônios têm como principal alvo eferente o 

núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) (Sawchenko & Swanson, 1983; Shi et 

al., 2008). Os neurônios do PVN, por sua vez, influenciam a ANS e a pressão 

arterial por meio de projeções para neurônios pré simpáticos localizados na região 

rostral ventrolateral do bulbo (RVLM) (Brooks et al., 2004) ou diretamente para 

neurônios pré ganglionares simpáticos na medula espinhal (Antunes et al., 2006). 

Assim, é postulado que as alterações na ANS decorrentes de estímulos 

hiperosmóticos sejam mediadas por uma via vasopressinérgica direta do PVN 

para a medula espinhal (Antunes et al., 2006) ou por uma via glutamatérgica do 

PVN para a medula espinhal via RVLM (Brooks et al., 2004; Stocker et al., 2008). 

Além dos mecanismos centrais de detecção de alterações na tonicidade e 

composição dos fluidos corporais, a literatura descreve o envolvimento de 

sensores periféricos na osmorregulação (Robertshaw, 1989; Bourque et al., 1994; 

Morita et al., 1995; Callahan et al. 1997; Pedrino et al., 2016). Osmorreceptores 

periféricos são encontrados adjacentes às terminações nervosas aferentes nos 

vasos hepáticos, rins e intestino. Os osmorreceptores localizados nos vasos 

mesentéricos e no sistema hepático portal estão envolvidos com a liberação de 

AVP pela neuro-hipófise mediante ativação hipertônica (Baertschi & Vallet, 1981; 

Choi-Kwon & Baertschi, 1991). Estudos mostraram que a aplicação de xilocaína, 

um anestésico local, na veia porta aboliu a liberação de AVP induzida por infusão 

de salina hipertônica na veia portal hepática em ratos (Baertschi & Vallet, 1981). 

As informações osmossensitivas periféricas ascendem ao SNC via aferência 

vagal e alcançam neurônios bulbares do núcleo do trato solitário (NTS) (Kobashi 

& Adachi, 1985). Os neurônios do NTS, por sua vez, enviam projeções diretas 
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para o PVN (Ciriello & Calaresu; 1980), núcleo central em que são encontradas as 

células magnocelulares neuro-secretoras de AVP.    

Os mecanorreceptores e quimiorreceptores aórticos e carotídeos são 

conhecidos por seu envolvimento na regulação da pressão sanguínea e da 

pressão parcial dos gases sanguíneos e pH (Cowley et al., 1973; Guyton et al., 

1972; Prabhakar & Peng, 2004). Ademais, estudos mostraram que estes 

receptores periféricos são sensíveis a alterações na osmolalidade dos fluidos 

circundantes (Trzebski et al., 1978; Gallego et al., 1979). Estudos documentaram 

a participação de aferentes aórticos e carotídeos nas respostas hemodinâmicas, 

hormonais e autonômicas induzidas por sobrecarga de sódio (Morris & Alexander, 

1988; Morris & Alexander, 1989; Pedrino et al., 2011; Pedrino et al., 2016). Nosso 

grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo do papel destes aferentes nos 

ajustes homeostáticos durante a hiperosmolalidade aguda (Pedrino et al., 2011; 

Silva et al., 2015; Pedrino et al., 2016). Pedrino et al. (2011) mostraram que os 

quimiorreceptores dos corpúsculos carotídeos são fundamentais para a 

recuperação cardiovascular induzida por infusão de salina hipertônica em animais 

hipovolêmicos. Uma vez que a ação dos quimiorreceptores foi bloqueada, não foi 

observada a recuperação da pressão arterial induzida por salina hipertônica em 

ratos hemorrágicos. 

Os corpúsculos carotídeos são estruturas de origem embrionária neural 

(Kameda, 2005; Izal-Azcarate et al., 2008) localizados bilateralmente na 

bifurcação da artéria carótida comum, ancorados à artéria carótida interna. São 

constituídos por células glomus do tipo I (células quimiossensíveis) e tipo II 

(células de suporte). As células tipo I, conhecidas como quimiorreceptores 

periféricos, respondem rapidamente a alterações na pressão parcial de O2, CO2 e 

pH (Prabhakar & Peng, 2004; Peng et al., 2010; Kumar & Prabhakar, 2012). Sua 

função como um sensor de hipóxia arterial, foi descrita inicialmente por Heymans, 

em 1930, a cerca de 90 anos atrás (apud Peers et al., 2010). Estudos posteriores 

mostraram que os corpúsculos carotídeos são mais sensíveis à hipóxia do que à 

hipercapnia (Eyzaguirre & Koyano, 1965; Peng et al., 2010).  
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Atualmente, sabe-se que as células quimiossensíveis dos corpúsculos 

carotídeos contêm numerosas moléculas de neurotransmissores e 

neuromoduladores (Iturriaga & Alcayaga, 2004; Nurse, 2005; Iturriaga & Varas, 

2007; Pijacka et al., 2016a). Dentre elas, a acetilcolina e a adenosina são 

consideradas os principais transmissores excitatórios entre as células glomus tipo 

I e as terminações nervosas do gânglio petroso (Iturriaga & Alcayaga, 2004; 

Iturriaga & Varas, 2007; Pijacka et al., 2016a). Estudos recentes sugerem que os 

mecanismos de transdução sensorial à hipóxia nas células quimiossensíveis seja 

mediada pelo fechamento dos canais para potássio (K+) independente de 

voltagem (canais TASK) e dependente de voltagem, levando à despolarização 

das células glomus, influxo de íons cálcio (Ca++) e liberação de transmissores 

excitatórios (Buckler et al., 2000; Williams & Buckler, 2004; Gomez-Nino et al., 

2009).  

A natureza aferente dos corpúsculos carotídeos decorre da inervação 

pelo nervo do seio carotídeo, um ramo do nervo glossofaríngeo (IX par de nervos 

cranianos), com os corpos celulares localizados no gânglio petroso (Smith & Mills, 

1976; Fidone et al., 1977). As terminações centrais destes aferentes culminam 

nas regiões comissural e intermediária do NTS (Panneton & Loewy, 1980; Spyer, 

1981; Finley & Katz, 1992), a porta de entrada das informações produzidas pelos 

corpúsculos carotídeos no SNC. Essas informações são transmitidas e integradas 

em outras áreas centrais desencadeando respostas comportamentais, 

respiratórias, autonômicas e cardiovasculares à ativação dos quimiorreceptores 

periféricos (Moraes et al., 2011; Accorsi-Mendonça et al., 2015; Granjeiro et al., 

2016). Os ajustes cardiorrespiratórios são caracterizados por hiperventilação, 

aumento das descargas nervosas simpáticas para os leitos vasculares, elevação 

da pressão arterial e redução na frequência cardíaca (Accorsi-Mendonça et al., 

2015). Estudos indicam que os corpúsculos carotídeos também são sensíveis a 

hormônios circulantes, citocinas pro-inflamatórias, redução nos níveis de glicose e 

alterações na temperatura (Fung et al., 2001; Pardal & Lopez-Barneo, 2002; 

Zhang et al., 2007; Liu et al., 2009; Kumar & Prabhakar, 2012), caracterizando a 

natureza polissensorial deste receptor periférico. 
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 Dessa forma, baseado nas evidências de que aferentes sinoaórticos 

poderiam atuar na regulação da tonicidade dos fluidos corporais, nós 

hipotetizamos se os ajustes cardiorrespiratórios, renais e autonômicos durante a 

hiperosmolalidade aguda dependem de informações enviadas por aferentes 

aórticos e carotídeos. Para isso, protocolos experimentais foram realizados in vivo 

e em preparações in situ de ratos arterialmente perfundidos. Em relação à 

preparação in situ, a utilização desta técnica experimental permite vantagens 

como: ausência dos efeitos depressores da anestesia; evidente sincronização 

entre as atividades simpática e respiratória; avaliação simultânea de vários 

parâmetros eletrofisiológicos; preservação do padrão de atividades simpática e 

respiratória em coerência com os observados em experimentais in vivo, exceto 

pela redução na frequência respiratória; preservação dos reflexos 

cardiovasculares.  

Em experimentos in vivo, as respostas na pressão arterial, ANSr e a 

excreção renal de sódio induzidas por infusão intravenosa de salina hipertônica 

foram avaliadas em ratos com denervação sinoaórtica (DSA) ou remoção dos 

corpúsculos carotídeos (CCX). Preparações in situ foram utilizadas para 

determinar se a sobrecarga aguda de NaCl hipertônico promove aumento 

imediato na atividade simpática e respiratória que dependem de informações 

periféricas enviadas pelos corpúsculos carotídeos. Para testar esta possibilidade, 

infusões intra arteriais de salina hipertônica foram realizadas durante o registro 

das atividades do nervo simpático torácico (ANSt), nervo frênico (ANF) e nervo do 

seio carotídeo (ANSC). As respostas simpáticas e respiratórias aos estímulos 

hiperosmóticos agudos também foram avaliadas em ratos com remoção seletiva 

dos corpúsculos carotídeos. Além disso, a possível relação hierárquica entre 

mecanismos centrais e periféricos à estimulação hiperosmótica aguda foi 

investigada em preparações in situ de ratos com desconexão encefálica ao nível 

pré-colicular. 
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2.1.  Objetivo Geral: 

No presente estudo procuramos investigar a participação dos aferentes 

aórtico e carotídeos nos ajustes renais, cardiovasculares, simpáticos e 

ventilatórios induzidos por hiperosmolalidade aguda. Para isso foram realizados 

protocolos experimentais in vivo e in situ. Dessa forma, nossos objetivos foram:  

  

2.2.  Objetivos Específicos: 

 Determinar a contribuição dos aferentes sinoaórticos nas respostas 

cardiovasculares e autonômicas induzidas por infusão de salina hipertônica 

em ratos anestesiados. 

 

 Determinar a contribuição dos corpúsculos carotídeos nos ajustes 

cardiovasculares à sobrecarga aguda de sódio em ratos não anestesiados. 

 

 Avaliar a variabilidade da pressão arterial sistólica durante a hipernatremia 

aguda em ratos não anestesiados. 

 

 Avaliar a contribuição dos corpúsculos carotídeos na excreção renal de 

sódio durante a hipernatremia aguda em ratos não anestesiados. 

 

 Determinar as alterações na atividade do nervo do seio carotídeo (ANSC), 

ANS torácica (ANSt) e atividade do nervo frênico (ANF) induzidas por 

infusão de salina hipertônica em ratos jovens submetidos à preparação in 

situ coração hipotálamo tronco cerebral isolados. 

 

 Avaliar o padrão da sincronização entre as atividades respiratória e 

simpática durante a sobrecarga aguda de NaCl. 

 

 Determinar os efeitos de outro agente osmótico (manitol) sobre a ANSC, 

ANSt e ANF em preparação in situ. 
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 Determinar a participação dos corpúsculos carotídeos nas respostas 

ventilatória e simpática induzidas por infusão de salina hipertônica em 

preparações in situ. 

 

 Determinar a contribuição do prosencéfalo nas respostas ventilatória e 

simpática promovidas por administração aguda de salina hipertônica em 

preparações in situ. 
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3.1. Procedimentos experimentais in vivo  

3.1.1. Animais 

Os protocolos experimentais in vivo foram realizados no Centro de 

Pesquisa em Neurociência e Fisiologia Cardiovascular do Departamento de 

Ciências Fisiológicas, Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Federal de 

Goiás. Para os experimentos in vivo foram utilizados ratos Wistar pesando ente 

280 a 350 g. Os animais foram mantidos em salas climatizadas (22–24 °C) com 

ciclo de claro escuro de 12:12 h (luzes acesas às 07:00 h) e tiveram livre acesso à 

comida e água de torneira. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Goiás (número do 

processo: 34/12). 

 

3.1.2. Denervação sinoaórtica e remoção dos corpúsculos carotídeos 

A denervação sinoaórtica (DSA) foi realizada como descrito previamente 

por Krieger (1964) e a remoção seletiva dos corpúsculos carotídeos (CCX) foi 

feita por meio da modificação da técnica utilizada por Abdala et al. (2012). 

Inicialmente, os ratos foram anestesiados com halotano (2% em O2; Cristália Ltda, 

Itapira, SP, Brasil) e fixados em decúbito dorsal. Uma incisão longitudinal (3 cm) 

foi feita na linha média do pescoço, para expor os músculos que recobrem a 

região da bifurcação da artéria carótida. Após a dissecção do músculo 

esternocleidomastóide, o nervo vago e o nervo laríngeo superior, assim como o 

gânglio simpático cervical foram identificados. Para a realização da DSA, o nervo 

laríngeo superior foi isolado e seccionado na junção com o nervo vago e o gânglio 

simpático cervical foi removido (aproximadamente 1 cm). Em seguida, as fibras e 

tecidos conectivos da bifurcação da carótida foram removidos. Para eliminar 

apenas os corpúsculos carotídeos, a bifurcação da carótida foi exposta e a artéria 

occipital foi retraída. O corpúsculo carotídeo foi visualizado, cuidadosamente 

isolado e removido. Ambos os procedimentos foram realizados bilateralmente. Os 

ratos controles (não denervados) foram submetidos a uma incisão longitudinal na 
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linha média do pescoço (3 cm) e dissecção do músculo esternocleidomastóide 

(isto é, cirurgia fictícia). No dia seguinte aos procedimentos cirúrgicos, os animais 

foram utilizados para os testes hiperosmóticos in vivo anestesiados ou não 

anestesiados.  

 

3.1.3. Canulação para o registro da pressão arterial e frequência cardíaca 

Imediatamente após a DSA ou CCX, foi realizada a canulação crônica da 

artéria e veia femorais para o registro da pressão arterial pulsátil (PAP) e 

administração de substâncias, respectivamente. Para isso, os ratos foram 

anestesiados com halotano (2% em O2), um cateter (PE-10 conectado a um PE-

50, CPL Medicals, São Paulo, SP, Brasil) foi implantado na veia femoral direita e 

outro na aorta abdominal através da artéria femoral direita. As cânulas foram 

exteriorizadas entre as escápulas e a incisão suturada.  

 

3.1.4. Registro da pressão arterial e frequência cardíaca 

Para a obtenção do registro de PAP, o cateter arterial foi conectado a um 

transdutor de pressão (MLT 0380, ADInstruments, Colorado Springs, EUA), o 

qual, por sua vez, estava acoplado a um amplificador (Bridge Amplifier ETH-200; 

CB Sciences, Dover, NH, EUA). Os sinais de PAP foram adquiridos por meio de 

um sistema de aquisição de dados (PowerLab System 8/25, ADInstruments, 

Colorado Springs, CO, EUA) em uma taxa de 2.000 amostras por segundo e 

registrados em computador utilizando um software apropriado (Chart Pro, versão 

7.3.1., ADInstruments, Colorado Springs, CO, EUA). Os valores de pressão 

arterial média (PAM), pressão arterial diastólica (PAD), pressão arterial sistólica 

(PAS) e frequência cardíaca (FC) foram determinados a partir do sinal de PAP. 

 

3.1.5. Testes de barorreflexo e quimiorreflexo em animais não 

anestesiados 
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Para a validação da denervação sinoaórtica ou remoção dos corpúsculos 

carotídeos foram realizadas infusões intravenosas de fenilefrina (agonista 

adrenérgico α1; 1, 1,5 e 2 g em 100 L; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e 

cianeto de potássio (KCN; 40 g em 100 L; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), 

respectivamente, durante o registro da pressão arterial e frequência cardíaca nos 

animais acordados. Todas as injeções foram realizadas em um intervalo de cinco 

minutos ou até os parâmetros cardiovasculares retornarem aos níveis basais. Os 

ratos foram considerados baro-denervados quando apresentaram bradicardia 

reflexa ≤ 20 bpm em resposta a um aumento de 25–40 mmHg na PAM. A 

remoção dos corpúsculos carotídeos foi considerada efetiva quando a bradicardia 

e o aumento na PAM induzidas por ativação dos quimiorreceptores periféricos 

com KCN foram abolidos.  

Para a análise do quimiorreflexo e barorreflexo foram consideradas as 

variações máximas de PAM e FC atingidas logo após a infusão intravenosa de 

KCN ou fenilefrina, respectivamente. A partir das variações máximas obtidas, a 

sensibilidade barorreflexa foi determinada pelo índice do barorreflexo (IB) 

calculado pela razão:  

 

 

 

 

3.1.6. Sobrecarga aguda de sódio 

No dia seguinte à DSA ou CCX, os ratos foram submetidos à sobrecarga 

aguda de sódio realizada por meio da infusão intravenosa de salina hipertônica 

(NaCl 3 mol/L) através da cânula implantada na veia femoral direita. A 

administração foi feita durante 60 segundos em uma dose única de 1,8 mL/kg de 

peso corporal. 

 

 IB = ∆FC 

                   ∆PAM 
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3.1.7. Avaliação dos parâmetros cardiovasculares e renais em ratos não 

anestesiados 

 

3.1.7.1. Registro da pressão arterial e frequência cardíaca em animais não 

anestesiados 

O registro da PAP foi realizado através da conexão da cânula inserida na 

aorta abdominal através da artéria femoral direita ao sistema de registro descrito 

anteriormente (3.1.4.). Os sinais de PAD, PAS, PAM e FC, obtidos a partir do 

sinal de PAP, foram registradas por 20 a 30 minutos. Em seguida, foi realizada a 

infusão intravenosa de salina hipertônica e esses parâmetros foram registrados 

por mais 30 minutos. As alterações na pressão arterial e frequência cardíaca em 

resposta à infusão de salina hipertônica foram analisadas a cada dois minutos. 

 

3.1.7.2. Análise da variabilidade da pressão arterial sistólica 

A análise da variabilidade da pressão arterial sistólica foi realizada com o 

objetivo de obter a avaliação indireta da modulação simpática sobre os vasos 

sanguíneos antes e após a infusão de salina hipertônica. Para isso, ratos não 

anestesiados tiveram a pressão arterial pulsátil registrada por um período de 30 

minutos antes e após a infusão de salina hipertônica a uma aquisição de 2.000 

amostras por segundo. Posteriormente, as séries temporais da PAS (batimento a 

batimento) foram extraídas do registro basal considerando um trecho de 10 

minutos. Outros valores foram extraídos entre o trecho de 6 e 20 minutos após a 

infusão de salina hipertônica. A variabilidade foi avaliada no domínio da 

frequência usando o software CardioSeries versão 2.4 (disponível no site: 

www.sites.google.com/site/cardioseries/home). Para a análise, cada segmento foi 

constituído por 512 pontos e os componentes oscilatórios da PAS foram 

quantificadas em três faixas de frequência: frequência muito baixa (FMB) (very 

low frequency, de 0,0 a 0,2 Hz), baixa frequência (BF) (low frequency, 0,2 a 0,75 

Hz) e alta frequência (AF) (high frequency, 0,75 a 3 Hz). As oscilações na PAS na 

http://www.sites.google.com/site/cardioseries/home
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faixa de baixa frequência são representativas dos efeitos modulatórios simpáticos 

sobre a vasculatura periférica (Malliani et al., 1991). As oscilações de alta 

frequência estão associadas aos efeitos da mecânica respiratória sobre os vasos 

sanguíneos e as oscilações de frequência muito baixa correspondem 

principalmente ao tônus vascular miogênico e fatores hormonais (Malliani et al., 

1991; Julien et al., 2008). 

 

3.1.7.3. Avaliação da excreção renal de sódio 

Para a avaliação da excreção renal de sódio, os ratos foram colocados 

em gaiolas metabólicas e tiveram livre acesso à água de torneira e ração triturada 

por 72 horas antes de iniciar o teste hiperosmótico. No dia do teste de excreção 

renal, foi realizada a infusão intravenosa de salina hipertônica e a urina foi 

coletada aos 30, 60 e 90 minutos. As amostras coletadas foram centrifugadas a 

6.600 rpm (BSC1006-R; Benchmark; Edison, NJ, EUA) e diluídas na proporção 

1:1000. A concentração de sódio ([Na+]) na urina foi determinada utilizando um 

espectrofotômetro de chama (400 Flame Photometer; Corning; comercializado 

atualmente por Sherwood Scientific, Cambridge, Inglaterra) e expressa em mmol/  

L.  

O volume urinário (VU) foi calculado pelo somatório temporal das 

amostras coletadas e expresso como volume urinário acumulativo (VUA) em mL, 

de acordo com a fórmula: 

 

 

 

 

Onde, VU’, VU’’ e VU’’’ foram os volumes urinários coletados 30, 60 e 90 

minutos após a administração de salina hipertônica, respectivamente. 

 

VUA = VU’ + VU’’ + VU’’’ 
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A quantidade de sódio excretada (eNa+) na urina foi determinada a partir 

do produto entre a concentração de sódio e o volume urinário, expressa em mmol:   

 

 

 

 

Onde: [Na+] é a concentração urinária de sódio. 

Por fim, o balanço de sódio (bNa+) foi calculado pela diferença entre a 

quantidade de sódio administrada (aNa+) pela infusão de salina hipertônica e a 

quantidade de sódio excretada (eNa+), de acordo com a fórmula matemática: 

 

 

 

 

Após a obtenção dos valores, o balanço de sódio foi expresso em valores 

percentuais (%) em relação ao sódio administrado.  

Durante o teste hiperosmótico, os animais não tiveram acesso à água ou 

ração. 

 

3.1.7.4. Determinação da concentração plasmática de sódio e hematócrito 

A concentração plasmática de sódio e o hematócrito foram determinados 

antes e 10 minutos após a infusão de salina hipertônica. Para as coletas de 

sangue os ratos foram anestesiados com halotano (2% em O2) e tiveram a cauda 

 

eNa+ = [Na+] x VUA 

 

 

bNa+ = aNa+ - eNa+ 
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seccionada. As amostras foram centrifugadas a 6.600 rpm (BSC1006-R; 

Benchmark; Edison, NJ, EUA) e diluídas na proporção de 1:1000. A concentração 

plasmática de sódio foi mensurada usando um espectofotômetro de chama (400 

Flame Photometer; Corning; comercializado atualmente por Sherwood Scientific, 

Cambridge, Inglaterra). Para a determinação do hematócrito, o sangue foi 

coletado em capilares de vidro heparinizados (Perfecta, São Paulo, SP, Brasil) e 

centrifugados a 12.000 rpm (Spin 1000; Micro Spin, Ribeirão Preto, SP, Brasil) 

para separar as células sanguíneas do plasma. 

  

3.1.8. Avaliação dos parâmetros cardiovasculares e simpáticos em 

resposta à sobrecarga aguda de sódio em ratos anestesiados 

Para avaliar as alterações cardiovasculares e autonômicas induzidas por 

infusão de salina hipertônica, os animais foram preparados cirurgicamente para 

obter o registro da atividade do nervo simpático renal (ANSr). Os ratos foram 

anestesiados com uretana (1,2 g/kg peso corporal, i.v.; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA) infundida intra venosamente através da cânula inserida na veia femoral 

direita. A traqueostomia foi realizada a fim de reduzir a resistência das vias 

aéreas. Em seguida, os animais foram fixados em decúbito ventral em um 

aparelho estereotáxico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, EUA). Por meio de 

uma incisão retro peritoneal, o nervo renal esquerdo foi visualizado e 

cuidadosamente isolado. Durante todo o experimento a temperatura retal foi 

mantida em cerca de 37 ºC com auxílio de uma cama térmica (TP700, Stryker 

Medical, Portage, Michigan, EUA).  

A atividade simpática renal foi obtida a partir do registro do nervo renal 

esquerdo. O nervo renal foi posicionado em um eletrodo de prata bipolar e 

recoberto com óleo mineral (Nujol, Mantecorp, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 

aquecido (32 ºC) para evitar o ressecamento do nervo e estruturas retro 

peritoneais e atuar como um isolante elétrico. O sinal de ANSr foi amplificado 

20.000 vezes e filtrado (30–1.000 Hz) (P511; Grass Instruments CO., Quinc, 

Mass, EUA). O sinal de ANSr foi digitalizado e adquirido a 2.000 amostras por 
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segundos utilizando um conversor analógico digital (PowerLab System, 

ADInstruments, Colorado Springs, CO, EUA) e registrados em computador 

usando o software Chart (version 7.3.1.; ADInstruments, Inc., Colorado Springs, 

CO, EUA). Os sinais foram retificados e integrados em intervalos de 1 segundo. 

Ao fim de cada experimento, o bloqueador da transmissão ganglionar 

hexametônio (30 mg/kg peso corporal; antagonista nicotínico; Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, EUA) foi administrado intra venosamente para determinar o ruído 

elétrico.  

Nestes experimentos, o registro da PAP foi obtido a partir do cateter 

inserido na aorta abdominal através da artéria femoral direita (item 3.1.4.). O 

registro basal da PAM, FC e ANSr foi realizado por 20 a 30 minutos. Após, salina 

hipertônica foi infundida intra venosamente e os parâmetros registrados por mais 

60 minutos. Os valores de pressão arterial, frequência cardíaca e atividade do 

nervo simpático renal foram calculados como diferença em relação ao basal 

adquirido imediatamente anterior aos estímulos e expressos em unidades 

absolutas (mmHg para pressão arterial, e bpm para frequência cardíaca) ou 

percentual (% para atividade simpática renal) obtidos a cada 10 minutos após a 

sobrecarga de sódio. 

 

3.2. Procedimentos experimentais in situ – preparação coração 

hipotálamo tronco cerebral isolados 

 

3.2.1. Animais  

Todos os protocolos experimentais in situ foram realizados no Laboratório 

de Fisiologia do Departamento de Fisiologia e Patologia, Faculdade de 

Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual de São Paulo. Para os 

experimentos in situ foram utilizados ratos Holtzman pesando entre 60 a 100 g 

(28-38 dias de idade). Os animais foram mantidos em salas climatizadas (22–24 

°C) com ciclo de claro escuro de 12:12 h (luzes acesas às 07:00 h) e tiveram 
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contínuo acesso à comida e água de torneira. Os protocolos experimentais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual de São Paulo (CEUA número 

7/2015). 

 

3.2.2. Solução de perfusão 

O perfusato consistia em uma solução isosmótica de Ringer contendo (em 

mmol/L): NaCl, 120; NaHCO3, 24; KCl, 3; CaCl2, 2,5; MgSO4, 1,25; KH2PO4, 1,25; 

e glicose, 10 diluída em água deionizada. Outras substâncias como um agente 

oncótico (Polietileno glicol, 1,25%; Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA), um 

bloqueador da transmissão neuromuscular (Brometo de vecurônio, 40 mg.mL-1; 

Cristália, São Paulo, Brazil) e vasopressina (0,6–1,0 nM; Sigma Chemical Co., St 

Louis, MO, EUA) foram adicionados à solução de perfusão. A osmolalidade do 

perfusato foi de 305 ± 0.6 mOsmol/kg/água. 

 

3.2.3. Procedimentos cirúrgicos e perfusão da preparação 

Preparações in situ foram usadas para registrar a atividade da cadeia 

simpática torácica, do nervo frênico e do nervo do seio carotídeo como descrito 

previamente (Paton, 1996; Zoccal et al., 2008; Pijacka et al., 2016a). Inicialmente, 

os ratos foram heparinizados (4.000 UI i.p.) e profundamente anestesiados com 

halotano (5%). O nível de anestesia foi avaliado pela ausência de resposta ao 

pinçamento nocivo de uma das patas ou da cauda. Em seguida, os animais foram 

transeccionados subdiafragmaticamente, e a cabeça e o tórax foram submergidos 

em solução de Ringer resfriada (2–4 oC). O córtex cerebral, hipocampo e áreas 

talâmicas foram removidas por cuidadosa aspiração. A área pré óptica, o núcleo 

septal adjacente e áreas hipotalâmicas permaneceram intactas. A pele da 

preparação foi completamente removida para evitar a contaminação da solução 

de perfusão e a obstrução do sistema de perfusão com os pêlos. A aorta 

descendente foi isolada, os pulmões removidos e o nervo frênico seccionado 
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próximo à junção com o músculo diafragma. A costela direita foi removida para 

facilitar o acesso à cadeia simpática paravertebral.  

Após esses procedimentos cirúrgicos a preparação foi transferida para a 

cuba de registro. A aorta descendente foi cateterizada para a perfusão retrógrada 

com a solução descrita no item 3.2.2. A perfusão foi mantida por uma bomba 

peristáltica (modelo 502Du; Watson Marlon, Falmouth, UK) a um fluxo de 23–25 

ml.min−1. Adições de vasopressina (0,6–1,0 nM; Sigma Chemical Co., St Louis, 

MO, USA) foram realizadas ao perfusato para aumentar a resistência vascular e, 

consequentemente, manter a pressão de perfusão (PP) entre 60–80 mmHg como 

previamente descrito (Zoccal et al., 2008). A solução de perfusão foi 

constantemente gaseificada com carbogênio (95% de O2 e 5% de CO2) para o 

fornecimento de oxigênio e dióxido de carbono à preparação e manutenção do pH 

em torno de 7,4. Após iniciar os movimentos respiratórios, brometo de vecurônio 

(bloqueador da transmissão neuromuscular, 40 mg.mL-1; Cristália, São Paulo, 

Brazil) foi adicionado ao perfusato para manter a preparação paralisada. 

Antes de entrar em contato com a preparação, o perfusato foi aquecido 

por um trocador de calor com temperatura aproximada de 32 oC. Passou por um 

aparato de “armadilha para bolhas”, utilizado para evitar a passagem de bolhas 

para a preparação e amortecer as pulsações geradas pela bomba peristáltica. 

Posteriormente, a solução de perfusão foi filtrada usando um filtro nylon (tamanho 

do poro: 25 μm). A porção final dos tubos do sistema de perfusão consistia em um 

cateter com lúmen duplo (DLR-4; Braintree Scientific, Braintree, MA, USA). Um 

lúmen foi usado para a perfusão da preparação e o outro para o registro da 

pressão de perfusão. Este estava acoplado a um transdutor de pressão (MLT 

0380, ADInstruments, Colorado Springs, EUA), o qual conectava com um 

amplificador (Projetos AVS, São Carlos, Brasil). O sinal de pressão foi digitalizado 

utilizando o conversor A/D (1401, CED, Cambridge Electronic Design, Cambridge, 

Inglaterra) e registrado em um computador por meio do software Spike 2 (versão 

7, Cambridge Electronic Design, Cambridge, Inglaterra). A representação 

esquemática da preparação coração hipotálamo tronco cerebral isolados está 

apresentada na figura 1. 
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3.2.4. Registros das atividades eferentes dos nervos simpático torácico 

e frênico e da atividade aferente do nervo do seio carotídeo 

Os experimentos foram realizados em combinações de dois ou três 

nervos registrados simultaneamente. Todos os registros foram obtidos utilizando 

eletrodos bipolares de sucção de vidro (micropipeta de vidro com diâmetro: 0,2 - 

0,4 mm) acoplados a micromanipuladores 3D. O registro da atividade eferente do 

nervo frênico foi realizado a partir de sua extremidade distal. O padrão de 

despolarização crescente (em rampa) deste nervo foi considerado como indicador 

fisiológico da viabilidade da preparação (Paton, 1996) (Figura 1). A atividade 

nervosa simpática foi registrada a partir da cadeia simpática torácica, ao nível de 

T10-T12. O nervo do seio carotídeo foi cuidadosamente isolado na bifurcação da 

artéria carótida comum direita, seccionado rostralmente – próximo à inserção no 

nervo glossofaríngeo – e a atividade aferente foi registrada. Os sinais foram 

amplificados (Grass Technologies Warwick, modelo P511, RI, EUA) e filtrados (10 

Hz–3 kHz para o nervo simpático torácico e nervo frênico; 1 Hz–0.3 kHz para o 

nervo do seio carotídeo). Os dados foram digitalizados utilizando o conversor A/D 

(CED, modelo 1401, Cambridge Electronic Design, Cambridge, Inglaterra) e 

registrados por meio do software Spike2 (versão 7, Cambridge Electronic Design, 

Cambridge, Inglaterra). Ao final de cada experimento, 2% de lidocaína foi aplicado 

sobre a cadeia simpática e a bifurcação da carótida comum para determinar o 

ruído elétrico. 
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Figura 1. Representação esquemática da preparação in situ coração hipotálamo tronco cerebral 

isolados (working heart-hypothalamus-brainstem preparation) [adaptado de Moraes et al., 2015]. 

Ratos decorticados e seccionados abaixo do diafragma são perfundidos retrogradamente através 

da aorta descendente. A solução de perfusão é gaseificada (95% de O2 e 5% de CO2), aquecida 

(32 ºC) e livre de bolhas e detritos. Uma cânula de lúmen duplo permite a perfusão da preparação 

e o registro simultâneo da pressão de perfusão. O perfusato é drenado e recirculado. As 

atividades do nervo do seio carotídeo (ANSC), nervo simpático torácico (ANSt) e nervo frênico 

(ANF) foram registradas simultaneamente. Ampl, amplificador. 

 

3.2.5. Remoção dos corpúsculos carotídeos 

Ratos foram submetidos à remoção dos corpúsculos carotídeos ou 

cirurgia fictícia como descrito detalhadamente no item 3.1.2. No dia seguinte 

(aproximadamente 24 horas), os animais foram preparados para a técnica da 

preparação in situ coração hipotálamo tronco cerebral isolados. 
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3.2.6. Ativação do barorreflexo e quimioreflexo na preparação in situ 

A efetividade da remoção dos corpúsculos carotídeos foi avaliada nas 

preparações in situ por meio da administração intra arterial de fenilefrina (agonista 

adrenérgico α1; 10 g em 100 L; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e cianeto de 

potássio (KCN; 25 g em 50 L; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), 

respectivamente. Para isso, duas seringas foram acopladas ao sistema de 

perfusão da preparação in situ, próximo à entrada da aorta. Uma seringa foi 

utilizada para a injeção intra arterial de fenilefrina e outra para KCN. Os animais 

foram considerados com efetiva remoção dos corpúsculos carotídeos quando a 

taquipneia, simpatoexcitação e aumento na PP induzidas por ativação dos 

quimiorreceptores periféricos foram totalmente abolidos. 

 

3.2.7. Transecção encefálica 

Preparações in situ decorticadas de ratos não denervados foram 

submetidos à transecção pré colicular para a remoção do prosencéfalo. Para 

tanto, uma lâmina de bisturi cirúrgico foi posicionada rostral ao colículo superior e 

utilizada para a transecção encefálica. O nível da transecção foi avaliado por 

análise histológica.  

 

3.2.8. Estimulação hiperosmótica aguda e mensuração da osmolalidade 

do perfusato  

As preparações in situ foram constantemente perfundidas com a solução 

de perfusão. As estimulações hiperosmóticas agudas foram realizados por meio 

de infusões adicionais de salina hipertônica (NaCl 0,17; 0,3; 0,7; 1,5 e 2 mol/L) 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) ou manitol (0,3; 0,5; 1; 2,7 e 3,8 mol/L) 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). A solução de Ringer foi usada como controle 

e infundida previamente aos estímulos hiperosmóticos. As infusões foram 

realizadas intra arterialmente através de seringas acopladas ao sistema de 
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perfusão, próximo à entrada na aorta. As infusões das diferentes concentrações 

de soluções hiperosmóticas foram feitas em ordem ascendente acumulativas. O 

volume administrado foi de 200 µL durante aproximadamente 20 segundos, com 

intervalo de 10 minutos entre cada infusão. Assim, 200 µL de solução salina 

hipertônica ou manitol foram adicionados ao perfusato a cada 10 minutos por 

meio de injeções intra arteriais. Amostras do perfusato (1.000 µL) foram coletadas 

antes de iniciar as infusões hiperosmóticas e após cada infusão de salina 

hipertônica ou manitol para mensurar a osmolalidade do perfusato usando um 

osmômetro baseado em ponto de congelamento (Camlab, Roebling Micro-

osmometer, Cambridge, Inglaterra).  

 

3.2.9. Histologia  

Ao final dos experimentos utilizando preparações in situ com transecção 

encefálica, os encéfalos foram removidos para análise histológica e fixados por 

três dias em solução de formaldeído (10%; LabSynth, Diadema, SP, Brasil). 

Posteriormente, os cortes foram congelados, cortados sagitalmente em espessura 

de 100 µm com auxílio de um criostato (Leica, CM1850 UV; Wetzlar, Hesse, 

Alemanha) e montados em lâminas de vidro. As lâminas histológicas foram 

fotografadas e o nível da transecção analisado. 

 

3.2.10. Análises dos resultados  

As análises da atividade do nervo do seio carotídeo, simpático torácico e 

frênico foram realizadas a partir dos sinais retificados e integrados (50 ms) 

usando o software Spike2 (versão 7, Cambridge Electronic Design, Cambridge, 

Inglaterra).  

 

3.2.10.1. Análises das alterações na ANSC, ANSt, ANF e PP  
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As alterações na ANSC, ANSt, ANF e PP em resposta à ativação do 

quimiorreflexo e barorreflexo ou à infusão intra arterial de soluções 

hiperosmóticas, foram analisadas por meio da variação absoluta ou percentual em 

relação aos valores basais adquiridos imediatamente anterior a cada estímulo. 

Respostas evocadas no nervo simpático torácico e nervo do seio carotídeo foram 

avaliadas como valores médios e expressas como percentual (%) em relação ao 

basal após a subtração do ruído. A frequência de descargas do nervo frênico foi 

determinada pelo intervalo entre consecutivos disparos do frênico e as alterações 

foram mensuradas como diferença em relação ao basal em valores absolutos 

(cpm: ciclos por minutos). A amplitude das descargas do nervo frênico foi 

determinada a partir do pico de amplitude e as alterações foram expressa pela 

diferença em relação ao basal em unidades absolutas (µV: microvolts). As 

alterações na PP foram expressas pela diferença em relação ao basal em valores 

absolutos (mmHg). 

 

3.2.10.2. Respostas evocadas por ativação do quimiorreflexo e barorreflexo 

ou hiperosmolalidade 

As respostas à ativação dos quimiorreceptores periféricos foram 

analisadas por três ciclos respiratórios (isto é, três disparos consecutivos do nervo 

frênico) imediatamente após a infusão de KCN. As análises das alterações 

induzidas pela ativação dos barorreceptores arteriais foram realizadas no 

momento em que a pressão de perfusão atingiu valores máximos após a infusão 

de fenilefrina. As respostas evocadas por solução de Ringer, salina hipertônica ou 

manitol foram avaliadas durante o período de infusão, especificamente no 

momento em que as alterações em cada nervo registrado foram mais 

pronunciadas. Os valores adquiridos nos diferentes parâmetros analisados foram 

representados em tabelas ou gráficos. Os gráficos foram construídos utilizando o 

software GraphPad Prism (v6; GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). 

 

3.2.10.3. Análise do acoplamento entre as atividades respiratória e simpática 
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Os registros das atividades dos nervos frênico e simpático torácico foram 

utilizados para a análise do padrão da atividade simpática ao longo do ciclo 

respiratório durante a infusão de solução de Ringer e salina hipertônica 2 mol/L. 

Os valores de atividade simpática foram calculados a partir de um ciclo 

respiratório, coincidente com a resposta simpática máxima. Para a análise, o sinal 

de atividade simpática foi dividido em três segmentos de acordo com o sinal de 

atividade do nervo frênico, a saber: expiração final (EF; 0,3 segundos antes do 

disparo do nervo frênico); inspiração (IP; coincidente com o disparo do frênico); e 

pós inspiração (PI; a partir do silenciamento do frênico até a fase EF) (Figura 2). A 

atividade simpática em cada fase respiratória foi mensurada como média e 

expressa em unidades absolutas (µV). 

 

Figura 2. Análise do padrão de atividade simpática durante o ciclo respiratório. A atividade 

nervosa simpática (ANSt) foi dividida em três partes a partir do sinal de atividade do nervo frênico 

(ANF): expiração final (EF), inspiração (IP) e pós inspiração (PI). A média da ANSt foi adquirida 

em cada segmento e expressa em valores absolutos (µV). 

 

3.3. Protocolos experimentais 
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3.3.1. Avaliação da denervação sinoaórtica sobre as respostas 

cardiovasculares e simpáticas evocadas por sobrecarga aguda de 

sódio  

Os ratos foram inicialmente submetidos à cirurgia fictícia (CF) (n=6) ou à 

DSA (n=6). Quatro horas após a recuperação da anestesia, os testes de 

barorreflexo e quimiorreflexo foram feitos para a validação da denervação. No dia 

seguinte, aproximadamente 24 horas após à realização da DSA ou cirurgia 

fictícia, foi realizada a infusão intravenosa de salina hipertônica (NaCl 3 mol/L, 1,8 

mL/kg de peso corporal, em 60 segundos) enquanto a PA, FC e ANSr eram 

registradas nos animais anestesiados (ver Figura 3). 

 

Figura 3. Protocolo experimental realizado para avaliar o efeito da denervação sinoaórtica (DSA) 

sobre os ajustes cardiovasculares e simpáticos induzidos por sobrecarga aguda de sódio. CF, 

cirurgia fictícia. 

 

3.3.2. Avaliação da remoção dos corpúsculos carotídeos sobre os 

ajustes cardiovasculares à hipernatremia aguda 

Os ratos foram previamente submetidos à CF (n=7) ou à CCX (n=6). 

Quatro horas após recuperarem-se da anestesia, foram realizados os testes de 

barorreflexo e quimiorreflexo. No dia seguinte, foi realizada à infusão intravenosa 

de salina hipertônica (NaCl 3 mol/L, 1,8 mL/kg de peso corporal, em 60 segundos) 

e a PA e FC foram registradas nos animais não anestesiados (Figura 4). 
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Figura 4. Protocolo experimental realizado para avaliar o efeito da remoção dos corpúsculos 

carotídeos (CCX) sobre os ajustes cardiovasculares induzidos por sobrecarga aguda de sódio em 

ratos acordados. CF, cirurgia fictícia. 

 

3.3.3. Avaliação da remoção dos corpúsculos carotídeos sobre a 

excreção renal de sódio após a infusão de salina hipertônica 

Os ratos foram inicialmente submetidos à CF (n=5) ou à CCX (n=8). 

Quatro horas após recuperarem-se da anestesia, foram realizados os testes de 

barorreflexo e quimiorreflexo. Os animais foram colocados em gaiolas 

metabólicas e mantidos por 24 horas para aclimatação. Nas 48 horas seguintes 

foram realizadas duas coletas de urina, sendo cada coleta em intervalos de 24 

horas. Durante este período, os animais tiveram livre acesso à água de torneira e 

ração triturada. No dia do desafio hiperosmótico, os animais receberam infusão 

intravenosa de salina hipertônica (NaCl 3 mol/L, 1,8 mL/kg de peso corporal, em 

60 segundos) e tiveram a urina coletada após 30, 60 e 90 minutos. (Figura 5). 

 

Figura 5. Delineamento experimental para avaliar o efeito da remoção dos corpúsculos carotídeos 

(CCX) sobre a excreção renal de sódio após a infusão de salina hipertônica em ratos acordados. 
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3.3.4. Avaliação das atividades dos nervos do seio carotídeo, simpático 

torácico e frênico em resposta a soluções hiperosmóticas 

A ANSC, ANSt e ANF foram registradas em preparações in situ 

decorticadas de ratos controles (não denervados; n=6-16/grupo). Primeiramente, 

a responsividade das atividades dos nervos registrados à ativação do barorreflexo 

arterial e quimiorreflexo periférico foi avaliada para comparação com os animais 

CCX. Esses testes foram realizados por infusão intra arteriais de fenilefrina e 

KCN, respectivamente, em intervalos de cinco minutos. Após um período de 

aproximadamente 10 minutos para o retorno dos parâmetros avaliados aos níveis 

basais, as alterações na ANSC, ANSt e ANF foram avaliadas em resposta à 

infusão intra arterial de solução de Ringer. Em seguida, foram realizados testes 

hiperosmóticos por meio de infusões de diferentes concentrações de salina 

hipertônica (NaCl 0,17; 0,3; 0,7; 1,5 e 2 mol/L) ou manitol (0,3; 0,5; 1; 2,7 e 3,8 

mol/L) em ordem ascendente e acumulativa através do cateter inserido na aorta 

descendente (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Protocolos experimentais realizados para avaliar as atividades do nervo do seio 

carotídeo (ANSC), simpático torácico (ANSt) e frênico (ANF) em resposta à estimulação 

hiperosmótica aguda por meio da infusão intra arterial de salina hipertônica (NaCl 0,17, 0,3, 0,7, 

1,5 e 2 mol/L) ou manitol (0,3, 0,5, 1, 2,7 e 3,8 mol/L) em preparações in situ de ratos controles. 
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3.3.5. Efeitos da remoção dos corpúsculos carotídeos sobre as 

atividades dos nervos simpático torácico e frênico em resposta à 

sobrecarga de sódio 

Ratos (n=5) foram inicialmente submetidos à CCX. No dia seguinte à 

realização dos procedimentos cirúrgicos (aproximadamente 24 h), os animais 

foram usados para o registro da ANSt e ANF em preparação in situ decorticadas. 

Infusões intra arteriais de fenilefrina e KCN foram realizadas para avaliar a 

sensibilidade baroreflexa e confirmar a remoção dos corpúsculos carotídeos, 

respectivamente. Após os parâmetros avaliados retornarem aos valores basais, 

foram realizadas infusões de solução de Ringer e salina hipertônica (NaCl 0,17; 

0,3; 0,7; 1,5 e 2 M) (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Protocolo experimental realizado para determinar o efeito da remoção do corpúsculo 

carotídeo (CCX) sobre as alterações nas atividades do nervo simpático torácico (ANSt) e frênico 

(ANF) induzidas por sobrecarga aguda de sódio (NaCl 0,17, 0,3, 0,7, 1,5 e 2 mol/L). 

 

3.3.6. Efeitos da descerebração sobre as atividades dos nervos 

simpático torácico e frênico em resposta à hiperosmolalidade 

Inicialmente, ratos (n=6) foram usados para obter preparações in situ 

decorticadas e tiveram a ANSt e ANF registradas. Para avaliar os efeitos da 

descerebração sobre as respostas simpáticas e respiratórias induzidas por 

hiperosmolalidade, os encéfalos dessas preparações foram transeccionados ao 

nível pré colicular, rompendo as conexões neuronais entre o prosencéfalo e o 
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tronco encefálico. Após um período de estabilização dos parâmetros 

eletrofisiológicos (aproximadamente 20 minutos), solução de Ringer e salina 

hipertônica (NaCl 0,17; 0,3; 0,7; 1,5 e 2 M) foram infundidas intra arterialmente 

(Figura 8). 

 

 

Figura 8. Delineamento experimental utilizado para avaliar os efeitos da remoção do prosencéfalo 

(por transecção pré colicular) sobre as alterações nas atividades do nervo simpático torácico 

(ANSt) e frênico (ANF) induzidas por infusão intra arterial de salina hipertônica (NaCl 0,17, 0,3, 

0,7, 1,5 e 2 mol/L).  

 

3.4. Análise Estatística 

 Resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

As operações gráficas e as análises estatísticas foram realizadas usando o 

software GraphPad Prism (v6; GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). O 

teste t de Student não pareado foi utilizado para a comparar uma variável entre 

dois grupos, como os valores basais de PAM, FC e ANSr, o peso corporal e as 

respostas evocadas por ativação do barorreflexo e quimiorreflexo entre os grupos 

controle e CCX ou grupos controle e DSA. O teste t de Student pareado foi usado 

para a comparação de duas amostras pareadas, tal como a comparação das 

alterações no acoplamento simpático-respiratório durante a infusão de Ringer e 

salina hipertônica 2 mol/L. Anova one way, seguido pelo pós teste de Tukey, foi 

usada para comparar uma variável em mais de dois grupos diferentes, tais como 
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os valores basais dos parâmetros analisados na preparação in situ entre os 

grupos controle, CCX e descerebrados. Anova one way para medidas repetidas, 

seguido pelo pós teste de Tukey, foi utilizada para comparar mais de duas 

amostras dependentes, como as alterações na ANSt, ANF, ANSC induzidas por 

infusão de solução de Ringer, diferentes concentrações de salina hipertônica ou 

manitol e KCN, e as alterações na osmolalidade do perfusato promovidas por 

infusões de salina hipertônica ou manitol. Anova two way, seguido pelo pós teste 

de Bonferroni ou de Fisher, foi usada para comparar mais de uma variável como 

as respostas evocadas na ANSt e ANF por infusão intra arterial de solução de 

Ringer e salina hipertônica entre os grupos na preparação in situ, o efeito 

temporal da infusão intravenosa de salina hipertônica sobre a pressão arterial, 

FC, ANSr, excreção renal e concentração plasmática de sódio nos experimentos 

in vivo. As diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05. 
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4.1. Resultados obtidos nos experimentos in vivo  

 

4.1.1. Ajustes cardiovasculares e simpáticos induzidos por infusão de 

salina hipertônica em ratos controle e DSA 

 

4.1.1.1. Alterações na pressão arterial e frequência cardíaca induzidas por 

ativação do quimiorreflexo e barorreflexo em ratos controle e DSA não 

anestesiados 

Os animais DSA não anestesiados apresentaram níveis elevados de PAM 

e FC basal (ver Tabela 1). Não houve diferença no peso corporal entre ratos 

controle e DSA. 

 

Tabela 1. Valores basais de PAM e FC e o peso corporal de ratos controle e DSA 

não anestesiados. 

Grupos 
PAM  

(mmHg) 

FC  

(bpm) 

p.c.  

(g) 

Controle 109 ± 1 350 ± 8 324 ± 5 

DAS 123 ± 4† 412 ± 18† 316 ± 4 

Valores estão expressos como média ± EPM. PAM, pressão arterial média; FC, frequência 

cardíaca; p.c., peso corporal; DSA, denervação sinoaórtica. Controle, n=6; DSA, n=6. Diferenças 

analisadas usando teste t de Student não pareado. †diferente do controle. p < 0,05. 

 

O teste de barorreflexo realizado por meio da infusão intravenosa de 

fenilefrina mostrou significativa redução na sensibilidade barorreflexa em ratos 
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DSA (-0,43 ± 0,05 ∆ bpm/∆ mmHg vs. ratos controle: -2,06 ± 0,09 ∆ bpm/∆ mmHg; 

p < 0,05) (Figuras 9 A e C). 

Nos animais controle a ativação do quimiorreflexo periférico por meio da 

administração de KCN provocou aumento na PAM (∆: 61 ± 5 mmHg) e bradicardia 

(∆: -186 ± 9 bpm). Nos ratos DSA as alterações na PAM e FC foram 

completamente abolidas (-9 ± 5 mmHg e -10 ± 2 bpm, respectivamente; p < 0,05) 

(Figuras 9 B, D e E). 
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Figura 9. Registros da pressão arterial pulsátil (PAP) e frequência cardíaca (FC) de um rato 

controle e de um rato submetido à denervação sinoaórtica (DSA) durante a ativação do 

barorreflexo (A) e quimiorreflexo (B) por infusão intravenosa de fenilefrina (2 g em 100 L) e 

cianeto de potássio (KCN, 40 g em 100 L), respectivamente. As setas pretas acima dos 

registros indicam o momento das infusões. Índice de barorreflexo (IB) (C) calculado pela razão 

entre as alterações na frequência cardíaca (FC) e pressão arterial média (PAM) induzidas por 

infusão intravenosa de fenilefrina (1, 1,5 e 2 g em 100 L). Alterações na PAM (D) e FC (E) 

provocadas por infusão de cianeto de potássio (KCN; 40 g em 100 L). Diferenças foram 

analisadas usando o teste t de Student não pareado. † diferente do controle. p < 0,05. n=6/grupo  
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4.1.1.2. Efeito da denervação sinoaórtica sobre as respostas cardiovasculares 

e simpáticas induzidas por sobrecarga de sódio em ratos anestesiados 

Os valores basais de PAM, FC e ANSr obtidos em ratos anestesiados 

estão mostrados na tabela 2. Estas variáveis foram similares entre ratos controles 

e DSA. 

 

Tabela 2. Valores basais de PAM, FC e ANSr em ratos controle e DSA 

anestesiados. 

Grupos 
PAM  

(mmHg) 

FC  

(bpm) 

ANSr  

(a.u.) 

Controle 105 ± 5 416 ± 6 0,0689 ± 0,0093 

DSA 104 ± 7 388 ± 11 0,0627 ± 0,0110 

Valores estão expressos como média ± EPM. PAM, pressão arterial média; FC, frequência 

cardíaca; ANSr, atividade do nervo simpático renal; DSA, denervação sinoaórtica. Controle, n=6; 

DSA, n=6. Diferenças analisadas usando teste t de Student não pareado. 

 

No grupo controle, a infusão de salina hipertônica (SH) não causou 

alterações significativas na PAM (∆: 11,8 ± 4,3 mmHg, 10 minutos após a SH) 

(Figuras 10 e 11 A). Nos ratos DSA, a infusão de salina hipertônica causou 

transiente resposta pressora (13,6 ± 3,1 mmHg do basal, 10 minutos após a SH; p 

< 0,05), retornando ao basal 20 minutos após a salina hipertônica (6,8 ± 4,2 

mmHg do basal) (Figuras 10 e 11 A). Nos ratos controle, houve redução na FC 10 

minutos após a infusão de SH (20,1 ± 7,2 bpm do basal; p < 0,05), enquanto nos 

ratos DSA não foi observada bradicardia transiente após a sobrecarga de NaCl (-

3,3 ± 4,9 bpm do basal, 10 minutos após a SH) (Figuras 10 e 11 B). 

Nos ratos controle, a ANSr diminui 10 minutos após a infusão de salina 

hipertônica (-34,4 ± 10,3 % do basal; p < 0,05) e permaneceu reduzida durante 

todo o período experimental (-28,7 ± 4,8 % do basal, 60 minutos após a SH; p < 
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0,05) (Figuras 10 e 11 C). Nos ratos DSA, a redução na ANSr induzida por salina 

hipertônica foi abolida (-3,7 ± 2,7 % e -10,7 ± 5,5 % do basal, 10 e 60 minutos 

após a SH, respectivamente) (Figuras 10 e 11 C). 
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Figura 11. Efeitos da infusão intravenosa de salina hipertônica (NaCl 3 mol/L, 1,8 mL/kg de peso 

corporal) sobre a pressão arterial média (PAM; A), frequência cardíaca (FC; B) e atividade do 

nervo simpático renal (ANSr; C) em ratos controle (n=6) e submetidos à denervação sinoaórtica 

(DSA; n=6). As barras pretas indicam o momento da infusão de salina hipertônica. Dados foram 

analisados utilizando Anova two way para medidas repetidas seguido pelo pós teste de Bonferroni. 

*diferente do basal. †diferente do controle. p < 0,05.  
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4.1.2. Efeitos da remoção dos corpúsculos carotídeos sobre os ajustes 

cardiovasculares e renais induzidos por sobrecarga de sódio em 

ratos não anestesiados 

 

4.1.2.1. Alterações na pressão arterial e frequência cardíaca em resposta à 

ativação do barorreflexo e quimiorreflexo 

A ativação do barorreflexo por meio da infusão de fenilefrina mostrou 

discreta redução na sensibilidade barorreflexa em ratos submetidos à remoção 

dos corpúsculos carotídeos (CCX: -1,65 ± 0,06 ∆ bpm/∆ mmHg vs. controle: -1,98 

± 0,08 ∆ bpm/∆ mmHg; p < 0,05) (Figura 12 A e C).   

Nos ratos controle, a ativação dos quimiorreceptores periféricos com KCN 

aumentou a PAM (∆: 38 ± 5 mmHg) e reduziu a FC (∆: -131 ± 15 bpm). No grupo 

CCX, as alterações na PAM e FC foram abolidas (-9 ± 2 mmHg e 15 ± 2; p < 0,05) 

(Figura 12 B, D e E). 
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Figura 12. Registros da pressão arterial pulsátil (PAP) e frequência cardíaca (FC) de um rato 

controle e de um rato submetido à remoção dos corpúsculos carotídeos (CCX) durante o teste de 

barorreflexo (A) e quimiorreflexo (B) realizados por meio da infusão intravenosa de fenilefrina (2 

g em 100 L) e cianeto de potássio (KCN, 40 g em 100 L), respectivamente. As setas pretas 

acima dos registros indicam o momento das infusões. Índice de barorreflexo (IB) (C) calculado 

pela razão entre as alterações na frequência cardíaca (FC) e pressão arterial média (PAM) 

induzidas por infusão intravenosa de fenilefrina (1, 1,5 e 2 g em 100 L). Alterações na PAM (D) 

e FC (E) provocadas por infusão de cianeto de potássio (KCN; 40 g em 100 L). Diferenças 

foram analisadas usando o teste t de Student não pareado. †diferente do controle. p < 0,05. 

(Controle, n=10) (CCX, n=15). 
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4.1.2.2. Ajustes cardiovasculares induzidos por infusão de salina hipertônica 

em ratos controle e CCX não anestesiados 

Os valores basais de PAD, PAS, PAM e FC e o peso corporal dos ratos 

controle e CCX estão apresentados na tabela 3. Não foram encontradas 

diferenças estatísticas nestes parâmetros entre ratos controle e CCX. 

 

Tabela 3. Valores basais de PAD, PAS, PAM e FC e o peso corporal dos ratos 

controle e CCX. 

Grupos 
PAD  

(mmHg) 

PAS  

(mmHg) 

PAM  

(mmHg) 

FC  

(bpm) 

p.c.  

(g) 

Controle 98,8 ± 3,1 124,1 ± 5,8 107,8 ± 3,7 333,1 ± 10,3 308 ± 8 

CCX 91,3 ± 3,2 112,9 ± 6,8 98,3 ± 5,2 330,6 ± 8,9 293 ± 9 

Valores estão expressos como média ± EPM. PAD, pressão arterial diastólica; PAS, pressão 

arterial sistólica; PAM, pressão arterial média; FC, frequência cardíaca; p.c., peso corporal; CCX, 

remoção dos corpúsculos carotídeos. Controle, n=7; CCX, n=6. Diferenças analisadas usando 

teste t de Student não pareado. 

 

Nos ratos controle, a infusão intravenosa de salina hipertônica promoveu 

aumento sustentado na PAD (∆: 18,1 ± 4 e 8,1 ± 2,4 mmHg, 2 e 28 minutos após 

SH, respectivamente; p < 0,05), PAS (∆: 25,3 ± 4,5 e 10 ± 1 mmHg, 2 e 20 

minutos após SH, respectivamente; p < 0,05) e PAM (∆: 20,5 ± 4,2 e 7,1 ± 2,1 

mmHg, 2 e 28 minutos após SH, respectivamente; p < 0,05) (Figuras 13 e 14 A-

C). Ratos CCX, apresentaram similar pico de resposta pressora (∆ PAD: 16,8 ± 

2,8, mmHg, PAS: 20,9 ± 3,4 mmHg e PAM: 18,2 ± 3 mmHg, 2 minutos após SH; p 

< 0,05), porém, com breve retorno aos valores basais (∆ PAD: 4,5 ± 2,2 mmHg, 

PAS: 5,5 ± 2,6 mmHg e PAM: 4,8 ± 2,1 mmHg, 16 minutos após SH) (Figuras 13 

e 14 A-C). 
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Em ambos os grupos controle e CCX houve redução na FC após a 

infusão de salina hipertônica (-32,9 ± 4,5 e -31,8 ± 5 bpm, respectivamente, 12 

minutos após a SH; p < 0,05) (Figuras 13 e 14 D). 
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Figura 14. Efeitos da infusão intravenosa de salina hipertônica (NaCl 3 mol/L, 1,8 mL/kg de peso 

corporal) sobre a pressão arterial diastólica (PAD; A), pressão arterial sistólica (PAS; B), pressão 

arterial média (PAM; C) e frequência cardíaca (FC; D) em ratos controle (n=7) e ratos com 

remoção dos corpúsculos carotídeos (CCX) (n=6) não anestesiado. As barras pretas indicam o 

momento da infusão de salina hipertônica. Dados foram analisados utilizando Anova two way para 

medidas repetidas seguido pelo pós teste de Bonferroni. *diferente do basal. †diferente do 

controle. p < 0,05.  
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4.1.2.3. Avaliação da variabilidade da PAS 

A análise da variabilidade da PAS realizada no domínio da frequência 

mostrou que as oscilações nas faixas de BF, FMB e AF extraídas durante o 

registro basal foram similares entre ratos controle (41 ± 6 %, 43 ± 7 % e 15 ± 2 %, 

respectivamente) e CCX (38 ± 3 %, 49 ± 3 % e 13 ± 2 %, respectivamente) 

(Figura 15). Após a infusão de salina hipertônica, os ratos controles apresentaram 

redução na faixa de BF (18 ± 5 %; p < 0,05) e aumento na faixa de FMB (59 ± 9 

%; p < 0,05), o que não foi observado em ratos CCX (27 ± 4 % e 57 ± 5 %, 

respectivamente) (Figura 15). Não foram encontradas alterações significativas na 

faixa de AF após a administração de salina hipertônica (CCX: 14 ± 2 %, vs. 

Controle: 22 ± 4%). Estes dados indicam redução no componente simpático da 

variabilidade da PAS após a infusão de salina hipertônica em ratos controle, efeito 

abolido nos animais submetidos à CCX. 
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Figure 15. Análise da variabilidade da pressão arterial sistólica (PAS) antes e após a infusão 

intravenosa de salina hipertônica em ratos controle (n=4) e com remoção dos corpúsculos 

carotídeos (CCX) (n=5). Os componentes oscilatórios da PAS foram quantificados em três faixas 

de frequência: baixa frequência (BF; A) (low frequency), alta frequência (AF; B) (high frequency) e 

frequência muito baixa (FMB; C) (very low frequency). Dados foram analisados utilizando Anova 

two way para medidas repetidas seguido pelo pós teste de Bonferroni. *p < 0,05.  
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4.1.2.4. Concentração plasmática de sódio e hematócrito  

A concentração plasmática de sódio basal foi similar entre ratos controle 

(140 ± 0,5 mmol/L) e CCX (141 ± 1,8 mmol/L). Após a infusão de salina 

hipertônica, o sódio plasmático aumentou similarmente entre os grupos (Controle: 

146 ± 0,9 mmol/L e CCX: 147 ± 2,9 mmol/L, 10 minutos após SH; p < 0,05) 

(Figura 16 A). O hematócrito basal foi similar entre ratos controle (41 ± 0,6 %) e 

CCX (40 ± 0,3 %) e não alterou após a infusão de salina hipertônica (Controle: 40 

± 1,5 % e CCX: 40 ± 0,3 %, 10 minutos após SH) (Figura 16 B). 
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Figura 16. Concentração plasmática de sódio ([Na+] Plasmático) e hematócrito antes e após a 

infusão intravenosa de salina hipertônica (NaCl 3 mol/L, 1,8 mL/kg de peso corporal) em ratos 

controle (n=6) e ratos com remoção dos corpúsculos carotídeos (CCX) (n=3). Dados foram 

analisados utilizando Anova two way seguido pelo pós teste de Fisher. *diferente do basal. p < 

0,05.  

 

4.1.2.5. Avaliação da excreção renal de sódio em ratos controle e CCX 

A análise da excreção renal de sódio mostrou redução no volume urinário 

(CCX: 3,8 ± 0,4 mL, vs. ratos controle: 5,4 ± 0,7 mL, 60 minutos após SH; p < 

0,05), concentração urinária de sódio (CCX: 326 ± 13 mmol/L, vs. ratos controle: 

408 ± 41 mmol/L, 90 minutos após SH; p < 0,05), quantidade de sódio excretado 
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(CCX: 1,27 ± 0,15 mmol, vs. ratos controle: 1,91 ± 0,07 mmol, 90 minutos após a 

SH; p < 0,05) e balanço de sódio (CCX: 74,9 ± 7,3 %, vs. ratos controle: 99,7 ± 

6,7 %, 90 minutos após a SH; p < 0,05) induzido por salina hipertônica em ratos 

CCX em comparação com o grupo controle (Figura 17).  
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Figura 17. Efeitos da infusão intravenosa de salina hipertônica (NaCl 3 mol/L, 1,8 mL/kg de peso 

corporal) sobre o volume urinário acumulativo (A), concentração urinária de sódio ([Na+] Urinário) 

(B), excreção acumulativa de sódio (C) e balanço de sódio (D) em ratos controle (n=5) e ratos com 

remoção dos corpúsculos carotídeos (CCX) (n=8). Dados foram analisados utilizando Anova two 

way seguido pelo pós teste de Fisher. *diferente do basal. †diferente do controle. p < 0,05.  
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4.2. Resultados obtidos nos experimentos in situ 

 

4.2.1. Alterações na osmolalidade do perfusato induzidas por infusão 

intra arterial de soluções hiperosmóticas  

Como mostrado na tabela 4, as infusões intra arteriais acumulativas de 

salina hipertônica aumentaram gradualmente a osmolalidade do perfusato. Ao 

final de todas as infusões a osmolalidade do perfusato aumentou 

aproximadamente 2%.  

 

Tabela 4. Alterações na osmolalidade do perfusato induzidas por infusões 

acumulativas de salina hipertônica (NaCl 0,17; 0,3; 0,7; 1,5 e 2 mol/L) em ordem 

ascendente. 

NaCl 0,17 mol/L 0,3 mol/L  0,7 mol/L 1,5 mol/L  2 mol/L  

∆ osmolalidade 

(mOsmol/kg/água) 
0,1 ± 0,1 1,0 ± 0,4 2,5 ± 0,5* 3,3 ± 0,4* 6,8 ± 0,3* 

Valores estão expressos como média ± EPM. Os dados foram comparados utilizando Anova one-

way para medidas repetidas seguido pelo pós teste de Tukey. *diferente do basal. p<0,05. n=10. 

 

Similarmente, as infusões acumulativas de manitol também aumentaram a 

osmolalidade do perfusato, resultando em um aumento de aproximadamente 2% 

ao final dos testes hiperosmóticos (Tabela 5). 
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Tabela 5. Alterações na osmolalidade do perfusato induzidas por infusões 

acumulativas de manitol (0,3; 0,5; 1; 2,7 e 3,8 mol/L) em ordem crescente. 

Manitol 0,3 mol/L 0,5 mol/L  1 mol/L 2,7 mol/L  3,8 mol/L  

∆ osmolalidade 

(mOsmol/kg/água) 
1,2 ± 0,3 2,0 ± 0,2 2,6 ± 0,2* 4,0 ± 0,0* 6,2 ± 0,1* 

Valores estão expressos como média ± EPM. Diferenças foram analisadas utilizando Anova one-

way para medidas repetidas seguido pelo pós teste de Tukey. *diferente do basal. p<0,05. n=6. 

 

4.2.2. Valores basais de PP, ANSt, ANSC e ANF e peso corporal dos 

ratos controle, CCX e descerebrados infundidos intra arterialmente 

com NaCl hipertônico ou manitol 

 Os valores basais de PP, ANSt, ANSC, frequência de despolarização do 

nervo frênico e peso corporal dos ratos controle, CCX e descerebrados estão 

mostrados na tabela 6. Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os 

grupos. 
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Tabela 6. Valores basais de PP, ANSt, ANSC e Freq ANF e o peso corporal dos 

ratos controle, CCX e descerebrados que receberam infusões intra arteriais de 

NaCl hipertônico ou manitol. 

Grupos 
PP  

(mmHg) 

ANSt  

(µV) 

ANSC  

(µV) 

Freq ANF  

(cpm) 

p.c.  

(g) 

Controle 

(NaCl) 
71 ± 1 9,566 ± 2,512 0,447 ± 0,093 21 ± 1 79 ± 3 

Controle 

(Manitol) 
66 ± 4 9,073 ± 4,970 0,361 ± 0,134 18 ± 1 83 ± 2 

CCX 

(NaCl) 
80 ± 4 6,783 ± 1,465 – 18 ± 3 76 ± 4 

Descerebrado 

(NaCl) 
71 ± 3 3,168 ± 1,013 – 18 ± 3 80 ± 1 

Valores estão expressos como média ± EPM. PP, pressão de perfusão; ANSt, atividade do nervo 

simpático torácico; ANSC, atividade do nervo do seio carotídeo; Freq ANF, frequência de 

despolarização do nervo frênico; p.c., peso corporal; CCX, remoção dos corpúsculos carotídeos. 

Controle NaCl, n=16; Controle manitol, n=6; CCX, n=5; Descerebrado, n=6. Os valores de PP, 

ANSt, Freq ANF e peso corporal foram analisados usando ANOVA one-way seguido pelo pós 

teste de Tukey. A ANSC foi analisada utilizando teste t de Student não pareado.  

 

4.2.3. Alterações na ANSt, ANSC e ANF induzidas por sobrecarga aguda 

de sódio em preparações in situ decorticadas de ratos controles 

No grupo controle, as infusões intra arteriais de salina hipertônica 0,17, 

0,3, e 0,7 mol/L não modificaram a ANSt (0,5 ± 2,5, 2,6 ± 1,9, 0,5 ± 2,1%, 

respectivamente, vs. Ringer: -0.8 ± 1.9%). Infusão de salina hipertônica 1,5 mol/L 

aumentou modestamente a ANSt (9,6 ± 3,6%), enquanto a infusão de NaCl 2 

mol/L produziu marcada resposta simpatoexcitatória (63,3 ± 8,4%) (Figuras 18 e 

19 A). 
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Infusões intra arteriais de salina hipertônica 0,17, 0,3, 0,7 e 1,5 mol/L não 

alteraram a ANSC (-1,3 ± 0,4, 1,4 ± 0,8, 0,0 ± 0,8 e 27,7 ± 11,0%, 

respectivamente, vs. Ringer: -0,2 ± 1,3%). Apenas NaCl 2 mol/L aumentou 

significativamente a ANSC (105,1 ± 13,2 %) (Figuras 18 e 19 B).  

Infusões de salina hipertônica 0,17 mol/L não alterou a frequência de 

despolarização do nervo frênico (0,9 ± 0,4 cpm, vs. Ringer: 0,4 ± 0,2 cpm) (Figura 

19 C). Infusões adicionais de salina hipertônica 0,3, 0,7, 1,5 e 2 mol/L 

aumentaram a frequência de descargas do nervo frênico (2,1 ± 0,4, 2,8 ± 0,6, 3,8 

± 0,5 e 5,8 ± 0,9 cpm, respectivamente; p < 0,05) (Figuras 18 e 19 C). Infusões de 

salina hipertônica 0,17, 0,3, 0,7, 1,5 e 2 mol/L não induziram significativas 

alterações da amplitude de atividade do nervo frênico, (-2,3 ± 1,6, -3,0 ± 15, -1,3 ± 

2,0, -2,1 ± 1,8 e 1,7 ± 2,9 µV, respectivamente, vs. Ringer: -0,1 ± 1.4 µV) (Figura 

18). Salina hipertônica 0,17, 0,3, 0,7 e 1,5 mol/L não modificaram a frequência 

cardíaca dos animais (-1,4 ± 0,3, -1,0 ± 0,4, 0,0 ± 0,8 e -5,8 ± 1,9 bpm, 

respectivamente, vs. Ringer: -0,6 ± 0,3 bpm). Apenas infusões de NaCl 2 mol/L 

provocaram discreta bradicardia (-6,9 ± 1,3 bpm; p < 0,05). 

As alterações na ANSt, ANSC e ANF induzidas por infusão de salina 

hipertônica 2 mol/L (63,3 ± 8,4%, 105,1 ± 13,2 % e 5,8 ± 0,9 cpm, 

respectivamente, p < 0,05) foram menores em comparação às respostas 

evocadas por ativação dos quimiorreceptores periféricos com KCN (180,8 ± 

18,4%, 214,9 ± 16,5 % e 13,0 ± 1,0 cpm, respectivamente) (Figuras 18 e 20). 
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Figura 18. Registros brutos e integrados (∫) mostrando as atividades do nervo simpático torácico 

(ANSt), nervo do seio carotídeo (ANSC) e nervo frênico (ANF) em resposta à infusão intra arterial 

de cianeto de potássio (KCN; 25 g em 50 L), solução de Ringer e NaCl 2 mol/L em ratos 

controles. À direita está representado o ruído elétrico obtido ao final do experimento. A seta preta 

acima do registro indica o momento da infusão em bólus de KCN. As linhas pretas acima do 

registro indicam o período das infusões de solução de Ringer e salina hipertônica 2 mol/L. As 

alterações na ANSt, ANSC e ANF induzidas por infusão de NaCl 2 mol/L estão destacadas em 

cinza.  
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Figura 19. Alterações nas atividades do nervo simpático torácico (ANSt; A), nervo do seio 

carotídeo (ANSC; B) e na frequência de disparo do nervo frênico (Freq ANF; C) induzidas por 

infusão intra arterial de solução de Ringer ou salina hipertônica (NaCl 0,17; 0,3; 0,7; 1,5 e 2 mol/L) 

em ratos controles (n=16). As diferenças foram comparadas utilizando ANOVA one way para 

medidas repetidas seguido pelo pós teste de Tukey. *=p<0,05. 
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Figure 20. Alterações nas atividades do nervo simpático torácico (ANSt; A), nervo do seio 

carotídeo (ANSC; B) e na frequência de descargas do nervo frênico (Freq ANF; C) produzidas por 

infusão intra arterial de cianeto de potássio (KCN; 25 g em 50 L), solução de Ringer ou NaCl 2 

mol/L em preparações in situ de ratos controles (n=10). Note que as alterações induzidas por NaCl 

2 mol/L foram significativamente menores que as produzidas por KCN. Os dados foram analisados 

usando ANOVA one way para medidas repetidas seguido pelo pós teste de Tukey. *=p<0,05. 
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4.2.4. Acoplamento simpático-respiratório em ratos controle durante a 

sobrecarga de sódio 

Em condições basais, a ANSt exibiu marcante modulação respiratória 

com pico durante o início da fase pós inspiratória (Figura 21). A hiperosmolalidade 

produziu bursts adicionais e aumentou a ANSt durante a pós inspiração (5,0 ± 1,2 

µV vs. solução de Ringer: 2,4 ± 0,5 µV; p < 0,05) e expiração final (4,4 ± 0,9 µV 

vs. solução de Ringer: 1,8 ± 0,3 µV; p < 0,05), mas não alterou a ANSt durante a 

fase inspiratória (3,1 ± 0,3 µV vs. solução de Ringer: 2,6 ± 0,5) (Figuras 21 e 22).  
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Figura 22. Valores absolutos da atividade do nervo simpático torácico (ANSt) na expiração final 

(EF; A), inspiração (IP; B) e pós inspiração (PI; C) durante a infusão de solução de Ringer ou NaCl 

2 mol/L em ratos controles (n=6). Nos gráficos estão representados a média da ANSt durante cada 

fase respiratória. As diferenças foram analisadas usando teste t de Student pareado. *diferente da 

solução de Ringer. p < 0,05. 
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4.2.5. Alterações na ANSt, ANSC e ANF induzidas por infusão aguda de 

manitol em preparações in situ de ratos controle 

Infusões intra arterial de manitol 0,3, 0,5, 1, 2,7 e 3,8 mol/L não 

promoveram alterações significativas na ANSt (-2,7 ± 1,4, -1,0 ± 1,9, 2,5 ± 2,8, 3,1 

± 3,1 e 10,3 ± 5,6 %, respectivamente vs. solução de Ringer: 0.4 ± 2.3 %), ANSC 

(1,1 ± 1,6, 3,4 ± 2,4, 2,1 ± 1,6, 12,7 ± 8,8 e 23,5 ± 11,0 %, respectivamente, vs. 

solução de Ringer: 1,2 ± 0,2 %), frequência de descargas do nervo frênico (-0,8 ± 

0,4, -0,6 ± 1,2, 0,5 ± 1,2, 1,0 ± 0,4 e 3,7 ± 1,5 cpm, respectivamente, vs. solução 

de Ringer: -0,4 ± 0,3 cpm) e na amplitude da ANF (-8,6 ± 1,9, -2,3 ± 2,8, -4,7 ± 

3,6, -4,8 ± 2,0 e -2,6 ± 4,4 µV, respectivamente, vs. solução de Ringer: -5,4 ± 1,7 

µV) em ratos controle (Figuras 23 e 24). 
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Figura 23. Registros brutos e integrados (∫) mostrando as atividades do nervo simpático torácico 

(ANSt), nervo do seio carotídeo (ANSC) e nervo frênico (ANF) em resposta à infusão intra arterial 

de solução de Ringer (esquerda) e manitol 3,8 mol/L (direita) em ratos controles. À direita está 

representado o ruído elétrico obtido ao final do experimento. As linhas pretas acima do registro 

indicam o período das infusões de solução de Ringer e manitol 3,8 mol/L.  
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Figura 24. Alterações nas atividades do nervo simpático torácico (ANSt; A), nervo do seio 

carotídeo (ANSC; B) e na frequência de disparo do nervo frênico (Freq ANF; C) induzidas por 

infusão intra arterial de solução de Ringer ou manitol (0,3; 0,5; 1; 2,7 e 3,8 mol/L) em ratos 

controles (n=6). Os valores foram comparados utilizando ANOVA one way para medidas repetidas 

seguido pelo pós teste de Tukey.*=p<0,05.  
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4.2.6. Efeito da remoção dos corpúsculos carotídeos sobre as alterações 

simpáticas e ventilatórias induzidas por sobrecarga aguda de sódio 

 

4.2.6.1. Respostas pressoras, simpáticas e respiratórias à ativação do 

quimiorreflexo e barorreflexo em ratos controles e com remoção dos 

corpúsculos carotídeos 

A infusão intra arterial de fenilefrina aumentou similarmente a pressão de 

perfusão em ratos controles (∆: 33 ± 2 mmHg) e ratos submetidos à remoção dos 

corpúsculos carotídeos (∆: 29 ± 5 mmHg). A simpatoinibição induzida por ativação 

do baroreflexo foi discretamente reduzida em ratos CCX (-65,8 ± 3,8 %; p < 0,05) 

comparada com os ratos controle (-93.4 ± 2.2 %) (Figura 25). A ativação do 

quimioreflexo periférico por infusão de KCN aumentou a frequência de ANF (13,1 

± 1,2 cpm), a ANSt (199,1 ± 31,4 %) e a PP (19 ± 3 mmHg) em ratos controles. 

Em ratos CCX, a taquipneia (0,9 ± 0,3 cpm; p < 0,05), simpatoexcitação (2,0 ± 

4,8%; p < 0,05) e resposta pressora (-4 ± 1 mmHg) induzidas por KCN foram 

abolidas (Figura 26). Estes resultados confirmam que a CCX foi efetiva. 
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Figura 25. Registros representativos dos grupos mostrando as alterações na pressão de perfusão 

(PP) e atividade do nervo simpático torácico (ANSt) induzidas por ativação do barorreflexo em um 

rato controle e um rato com remoção dos corpúsculos carotídeos (CCX) (A). As setas pretas 

acima dos registros indicam o momento da infusão intra arterial de fenilefrina (agonista 

adrenérgico α1; 10 µg em 100 mL). Alterações na pressão de perfusão (PP) (B) e ANS torácica 

(ANSt) (C) promovidas por infusão intra arterial de fenilefrina. As diferenças foram comparadas 

usando teste t de Student não pareado. †diferente do controle. p < 0,05. (Controle, n=6) (CCX, 

n=5). 
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Figura 26. Registros representativos dos grupos mostrando as alterações na pressão de perfusão 

(PP) e integradas das atividades do nervo simpático torácico (∫ANSt) e do nervo frênico (∫ANF) 

induzidas por ativação do quimiorreflexo em um rato controle e um rato com remoção dos 

corpúsculos carotídeos (CCX) (A). As setas pretas acima dos registros indicam o momento da 

infusão intra arterial de cianeto de potássio (KCN; 25 g em 50 L). Alterações na pressão de 

perfusão (PP) (B), ANS torácica (ANSt) (C) e frequência de descargas do nervo frênico (Freq 

ANF) (D) promovidas por infusão intra arterial de KCN. As diferenças foram comparadas usando 

teste t de Student não pareado. †diferente do controle. p < 0,05. (Controle, n=6) (CCX, n=5). 
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4.2.6.2. Contribuição dos corpúsculos carotídeos nas respostas simpática e 

ventilatória induzidas por hiperosmolalidade 

A remoção dos corpúsculos carotídeos atenuou marcadamente o aumento 

na ANSt induzido por infusão de NaCl 2 mol/L (CCX: 26,2 ± 4,9%, vs. ratos 

controles: 63,3 ± 8,4 %; p < 0,05) (Figuras 27 e 28 A). Contudo, a remoção dos 

corpúsculos carotídeos não modificou a resposta taquineica promovida por 

hiperosmolalidade (3,6 ± 0.5 cpm, vs. ratos controles: 5,8 ± 0,9 cpm; p > 0,05) 

(Figuras 27 e 28 B). A ANSt e a frequência de ANF não foram alteradas por 

infusão de salina hipertônica 0,17, 0,3, 0,7 e 1,5 mol/L em ratos CCX (Tabela 7). 
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Figura 28. Alterações nas atividades do nervo simpático torácico (ANSt; A) e na frequência de 

despolarização do nervo frênico (Freq ANF; B) durante a infusão intra arterial de solução de 

Ringer ou NaCl 2 mol/L em ratos controles (n=16) e com remoção dos corpúsculos carotídeos 

(CCX) (n=5). Os dados foram comparados usando ANOVA two way para medidas repetidas 

seguido pelo pós teste de Bonferroni. *=p<0,05. 
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Tabela 7. Alterações na ANSt e ANF induzidas por infusão de solução de Ringer e 

salina hipertônica (NaCl 0,17; 0,3; 0,7 e 1,5 mol/L) em ordem crescente em ratos 

CCX. 

Parâmetro 
Ringer 

(%) 

0,17 mol/L  

(%) 

0,3 mol/L  

(%) 

0,7 mol/L  

(%) 

1,5 mol/L  

(%) 

ANSt -2,7 ± 1,2 2,2 ± 3,9 0,2 ± 2,3 6,8 ± 3,5 4,0 ± 2,2 

ANF 0,7 ± 0,5 1,6 ± 0,6 1,7 ± 0,9 1,6 ± 0,9 1,9 ± 0,7 

Valores estão expressos como media ± EPM. ANSt, atividade do nervo simpático torácico; ANF, 

atividade do nervo frênico; CCX, remoção dos corpúsculos carotídeos. CCX, n=5. 

 

4.2.7. Efeito da remoção do prosencéfalo sobre as alterações simpáticas 

e ventilatórias induzidas por sobrecarga aguda de sódio 

 

4.2.7.1. Avaliação histológica da transecção pré colicular 

A figura 29 apresenta a imagem da secção sagital do encéfalo de uma 

preparação in situ de um rato descerebrado representativo do grupo. Podemos 

notar que a transecção pré colicular promoveu a desconexão do prosencéfalo, 

rompendo as interações neuronais entre o prosencéfalo e as estruturas 

encefálicas remanescentes.  
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Figura 29. A transecção pré colicular [rostral ao colículo superior (CS)] desconectou o 

prosencéfalo das demais estruturas encefálicas. Note que a transecção removeu o terceiro 

ventrículo (3º V) e áreas próximas, como a lâmina terminal (LT). Estruturas mesencefálicas e 

ponto-bulbares permaneceram intactas. 4º V, quarto ventrículo; B, bulbo; C, cerebelo; CC, corpo 

caloso; CI, colículo inferior; ME, medula espinhal; P, ponte; VL, ventrículo lateral. 

 

4.2.7.2. Contribuição do prosencéfalo nas respostas simpáticas e ventilatórias 

induzidas por hiperosmolalidade 

 A descerebração aboliu o aumento na ANSt (8,4 ± 3,7%, vs. ratos 

controles: 63,3 ± 8,4 %; p < 0,05) e na frequência de ANF (1,2 ± 0,4 cpm, vs. ratos 

controles: 5,8 ± 0,9 cpm; p < 0,05) induzido por infusão de NaCl 2 mol/L (Figuras 

30 e 31). A ANSt e a frequência de ANF não foram alteradas pelas infusões de 

NaCl 0,17, 0,3, 0,7 e 1,5 M em ratos descerebrados (Tabela 8). 
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Figura 31. Alterações na atividade do nervo simpático torácico (ANSt) e na frequência de ANF 

(Freq ANF) durante a infusão de solução de Ringer ou NaCl 2 mol/L em ratos controles (n=16) e 

descerebrados (n=6). As diferenças foram analisadas utilizando ANOVA two way para medidas 

repetidas seguido pelo pós teste de Bonferroni. *=p<0,05. 
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Tabela 8. Alterações na ANSt e ANF induzidas por infusão de solução de Ringer e 

salina hipertônica (NaCl 0,17; 0,3; 0,7 e 1,5 mol/L) em ordem crescente em ratos 

descerebrados. 

Parâmetro 
Ringer 

(%) 

0,17 mol/L  

(%) 

0,3 mol/L  

(%) 

0,7 mol/L  

(%) 

1,5 mol/L  

(%) 

ANSt 2,1 ± 2,6 -0,5 ± 4,4 -0,8 ± 2,0 1,3 ± 2,5 4,7 ± 3,4 

ANF -0,2 ± 0,3 0,5 ± 0,3 -0,3 ± 0,4 0,5 ± 0,6 1,0 ± 0,7 

Valores estão expressos como media ± EPM. ANSt, atividade do nervo simpático torácico; ANF, 

atividade do nervo frênico. n=6.  
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Participação dos aferentes sinoaórticos na simpatoinibição renal induzida 

por sobrecarga aguda de sódio  

A primeira parte de nosso estudo avaliou o envolvimento dos aferentes 

aórticos e carotídeos na simpatoinibição renal induzida por infusão intravenosa de 

salina hipertônica. É bem descrito na literatura que os barorreceptores arteriais e 

quimiorreceptores periféricos atuam na regulação a curto prazo da pressão 

sanguínea e na detecção de alterações na pressão parcial dos gases sanguíneos 

(Cowley et al., 1973; Guyton et al., 1972; Kumar & Prabhakar, 2012; Prabhakar & 

Peng, 2004). Entretanto, a participação destes aferentes na regulação da 

atividade simpática durante alterações na osmolalidade dos fluidos corporais não 

haviam sido completamente elucidados. Em nosso estudo, observamos que a 

DSA previne a simpatoinibição renal induzida por sobrecarga intravenosa de 

sódio em ratos anestesiados. Estes resultados sugerem o envolvimento dos 

aferentes sinoaórticos nos ajustes autonômicos induzidos por aumento agudo na 

concentração plasmática de sódio.  

O reflexo barorreceptor arterial é a via primária pela qual o SNC detecta 

alterações na pressão arterial. Este reflexo atua como um sistema de feedback 

negativo minimizando as flutuações na pressão arterial (Cowley et al., 1973). Por 

esta razão, a DSA aguda foi associada com o aumento na variabilidade da 

pressão arterial e transiente hipertensão e taquicardia (Cowley et al., 1973; Barres 

et al., 1992). Consistentes com estes resultados, observamos aumento na PAM e 

FC basal em ratos não anestesiados um dia após a denervação sinoaórtica. 

Métodos recentes para o tratamento da hipertensão têm implicações sobre os 

barorreceptores arteriais. Heusser et al. (2010) mostraram que a estimulação 

constante dos barorreceptores reduz os elevados níveis de pressão arterial e a 

atividade nervosa simpática em humanos hipertensos. Em consonância com 

nossos dados, estes achados reforçam a importância dos aferentes sinoaórticos 

no controle tônico da pressão arterial.  

Estudos sugerem que as fibras associadas com as aferências 

sinoaórticas estejam envolvidas na detecção de variações no volume e 

composição do compartimento extracelular (Morris & Alexander, 1988; Antunes-
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Rodrigues et al., 1992; Colombari et al., 2000). Colombari et al, (2000), mostraram 

que a DSA abole a vasodilatação renal induzida por expansão de volume. 

Ademais, estudos documentaram redução na secreção de ANP induzida por 

expansão de volume ou sobrecarga de sódio (Morris & Alexander, 1988; Antunes-

Rodrigues et al., 1992). Em conformidade com esses achados, nossos dados 

indicam que os aferentes sinoaórticos têm proeminente papel nos ajustes 

induzidos por alterações na tonicidade dos fluidos corporais. Vimos que o 

bloqueio da função destes aferentes pela denervação, aboliu a simpatoinibição 

renal induzida por hipernatremia aguda. Uma vez que a simpatoinibição renal é 

um importante ajuste que contribui para a vasodilatação renal e excreção de 

sódio, nós hipotetizamos que a retenção de sódio observada em ratos DSA (Chen 

et al., 1998), poderia estar relacionada com a incapacidade destes animais em 

desencadear esta resposta complexa. 

Estudos prévios mostraram aumento na resposta pressora induzida por 

sobrecarga de sódio em animais DSA (Weiss et al., 1996; Silva et al., 2015). Em 

nosso estudo, a infusão intravenosa de salina hipertônica promoveu transiente 

resposta pressora em ratos DSA não anestesiados, sem alterar a ANSr. A 

bradicardia provocada por salina hipertônica foi abolida pela DSA, indicando o 

envolvimento do barorreflexo nesta resposta. Em contrapartida, se a 

simpatoinibição renal fosse consequência do aumento na PAM, esta resposta não 

ocorreria ou seria menos evidente nos ratos controle, grupo em que o aumento na 

PAM não foi significativo estatisticamente. Portanto, é lícito supor que as 

alterações na ANSr ocorrem para excretar o sódio. 

Em relação ao sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), sabe-se 

que a concentração plasmática de sódio está inversamente relacionada com a 

síntese e liberação de renina: o aumento na concentração plasmática de sódio 

suprime a renina plasmática (Schweda, 2015). Além disso, alterações na 

atividade simpática renal afeta o SRAA. A redução na ANSr inibe a secreção de 

renina (Vandongen et al., 1973; Schweda, 2015). Assim, em ratos controle, a 

simpatoinibição renal induzida por NaCl hipertônico inibe o SRAA. Esta inibição 

reduz a angiotensina II e aldosterona circulante, resultando em diminuição na 

reabsorção tubular de sódio, e consequentemente, aumento na excreção renal de 
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sódio. Em ratos DSA, uma vez que não há redução da ANSr, presume-se que os 

níveis de renina circulante estejam maiores comparados com os ratos controle, 

promovendo redução na excreção de sódio.   

O NTS é a porta de entrada das informações produzidas pelos aferentes 

sinoaórticos no SNC (Spyer, 1981). Neurônios do NTS, por sua vez, projetam-se 

para o núcleo pré óptico mediano (MnPO) e a região caudal ventrolateral do bulbo 

(CVLM) (Tucker et al., 1987; Bailey et al., 2006), envolvidas na regulação da 

composição dos fluidos corporais (Pedrino et al., 2009; Silva et al., 2013; 

McKinley et al., 2015). Como a DSA, a lesão dos neurônios noradrenérgicos A1 

localizados na região CVLM ou o bloqueio da neurotransmissão adrenérgica no 

MnPO, também previnem a vasodilatação ou simpatoinibição renal induzidas por 

infusão intravenosa de salina hipertônica em ratos anestesiados (Pedrino et al., 

2006; Pedrino et al., 2008; Pedrino et al. 2009). Portanto, informações acerca da 

concentração plasmática de sódio poderiam ser detectadas pelos receptores 

sinoaórticos e transmitidas para áreas centrais envolvidas na regulação dos 

fluidos circulantes. Estes dados sugerem a participação dos aferentes 

sinoaórticos nas vias neurais envolvidas nas respostas simpáticas à 

hipernatremia. 

Em conclusão, os resultados obtidos nessa parte de nosso estudo 

sugerem que a integridade dos aferentes aórtico e carotídeos é essencial para os 

ajustes autonômicos induzidos por sobrecarga aguda de sódio. Estes aferentes 

integram as vias envolvidas nos ajustes à hipernatremia, visto que a ausência 

destes ocasiona ineficiente resposta homeostática. Assim, disfunções neste 

sistema poderiam contribuir para a gênese e agravamento de patologias 

relacionadas com a retenção de sódio, por exemplo, a hipertensão sal sensível. 

 

Envolvimento dos corpúsculos carotídeos nos ajustes cardiovasculares e 

renais induzidos por hipernatremia  

Após mostrarmos que os aferentes sinoaórticos são essenciais para a 

manutenção da homeostasia do compartimento extracelular por desempenharem 
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importante papel nas respostas simpáticas à hipernatremia, nós procuramos 

investigar o envolvimento dos corpúsculos carotídeos nos ajustes 

cardiovasculares e renais induzidos por sobrecarga aguda de sódio. Os dados 

obtidos em nosso estudo mostraram que a remoção dos corpúsculos carotídeos 

atenua a resposta hipertensiva provocada por infusão intravenosa de salina 

hipertônica. Além disso, reduz a capacidade de perda de sódio por excreção 

renal. Estes dados indicam que os corpúsculos carotídeos estão envolvidos nos 

ajustes homeostáticos induzidos por sobrecarga aguda de sódio. 

Em nosso estudo, observamos que a remoção seletiva dos corpúsculos 

carotídeos não alterou significativamente os níveis basais de pressão arterial, 

frequência cardíaca e o componente simpático (baixa frequência) da variabilidade 

da PAS. Estudos recentes mostraram que a denervação dos corpúsculos 

carotídeos atenua os níveis pressóricos e a modulação simpática vascular em 

modelos experimentais de hipertensão neurogênica, sem alterar a pressão arterial 

em animais normotensos (Abdala et al., 2012; Pijacka et al., 2016b). Juntos com 

nossos achados, estes estudos sugerem a que a hiperatividade dos corpúsculos 

carotídeos está associada com a ativação simpática e a gênese da hipertensão 

neurogênica, mas não com a manutenção da pressão arterial em condições 

adequadas de oferta de gases sanguíneos.  

Infusões intravenosas de solução salina hipertônica são comumente 

usadas para induzir aumento na concentração plasmática de sódio (Alexander et 

al., 1979; Morris & Alexander, 1988; Silva et al., 2013; Amaral et al., 2014). 

Similarmente, em nosso estudo, a infusão de salina hipertônica aumentou o sódio 

plasmático. Como usado em diferentes estudos, a mensuração do hematócrito é 

uma medida adotada como indicar de alterações no volume circulante (Amaral et 

al., 2014; Silva et al., 2015). Estudos mostraram que a infusão de salina 

hipertônica na mesma concentração e dose utilizadas em nosso estudo (NaCl 3 

mmol/L, 1,8 mL/kg de peso corporal) promove aumento agudo na concentração 

plasmática de sódio e não altera significativamente o volume circulante, 

evidenciado por ausência de alterações no hematócrito (Silva et al., 2013; Amaral 

et al., 2014; Silva et al., 2015). Assim, é concebível que os ajustes 

cardiovasculares e renais induzidos por infusão de salina hipertônica sejam 
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desencadeados por aumento na concentração plasmática de sódio e não 

secundários à expansão de volume. 

Muitos estudos buscaram compreender os mecanismos envolvidos nas 

respostas cardiovasculares à infusão de salina hipertônica (Weiss et al., 1996; 

Pedrino et al., 2005; Pedrino et al., 2006; Silva et al., 2013). Similarmente aos 

resultados obtidos em outros estudos, verificamos que a infusão de salina 

hipertônica promoveu transiente aumento na pressão arterial (Hatzinikolaou et al., 

1981; Pedrino et al., 2012; Silva et al., 2013). É possível que a resposta pressora 

à infusão intravenosa de salina hipertônica esteja relacionada com aumento na 

ANS lombar e liberação de vasopressina (Hatzinikolaou et al., 1981; Weiss et al., 

1996). Nosso estudo mostrou que a remoção dos corpúsculos carotídeos atenua 

o aumento na pressão sanguínea causado por salina hipertônica. 

Aqui observamos redução no componente simpático da PAS após a 

sobrecarga de sódio em ratos controle. Por ser uma avaliação indireta, a análise 

da variabilidade da PAS indica redução generalizada da atividade simpática após 

a sobrecarga de sódio. Hipotetizamos que a redução na modulação simpática 

vasomotora seja reflexa à ativação dos barorreceptores arterial atuando no 

tamponamento da resposta hipertensiva. Em contrapartida, o efeito hipertensor da 

salina hipertônica pode ser decorrente de elevada liberação de vasopressina. De 

fato, aumentos de 1-2% na osmolalidade plasmática são suficientes para 

desencadear a liberação de vasopressina (Antunes-Rodrigues et al., 2014), a qual 

desempenha potente efeito vasoconstritor.   

Em nosso estudo mostramos que a remoção dos corpúsculos carotídeos 

reduz a excreção urinária de sódio em resposta ao NaCl hipertônico, indicando 

que os corpúsculos carotídeos estão envolvidos nos mecanismos determinantes 

da perda de sódio em condições de alterações na osmolalidade plasmática. 

Dibona & Sawin (2002) mostraram que a capacidade em estabelecer o balanço 

de sódio é prejudicada em animais com denervação sinoaórtica tratados com 

dieta rica em sódio, sugerindo que os aferentes carotídeos estão envolvidos na 

adequada excreção renal de sódio. Vários fatores poderiam determinar a 

atenuação da excreção renal de sódio durante desafios hiperosmóticos em ratos 
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CCX. Morris & Alexander (1988) mostraram que a DSA reduz a concentração 

plasmática de ANP em resposta à sobrecarga aguda de sódio, indicando que os 

aferentes aórtico e carotídeos são importantes nos mecanismos de regulação 

hormonal do equilíbrio hidroeletrolítico. Recentemente, nosso grupo de pesquisa 

mostrou que a inativação seletiva dos quimiorreceptores dos corpúsculos 

carotídeos abole a simpatoinibição e vasodilatação renal induzidas por infusão de 

salina hipertônica (Pedrino et al., 2016). Em conjunto, esses achados sugerem 

que os corpúsculos carotídeos estão envolvidos nos mecanismos hormonais, 

autonômicos e hemodinâmicos de regulação da osmolalidade durante estímulos 

hiperosmóticos.  

Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa mostrou que os ajustes 

homeostáticos induzidos por sobrecarga aguda de sódio dependem de uma via 

neuronal envolvendo a ativação de aferentes carotídeos (Pedrino et al., 2011; 

Silva et al., 2015; Pedrino et al., 2016). Os sinais neurais transmitidos pelos 

neurônios do NTS – núcleo onde ocorre a primeira sinapse entre aferentes 

carotídeos e o SNC – alcançam neurônios localizados no bulbo caudal 

ventrolateral (Bailey et al., 2006). Em estudos anteriores, mostramos que a lesão 

dos neurônios noradrenérgicos A1 da região CVLM atenua a hipertensão 

provocada por infusão de salina hipertônica e reduz a capacidade de restauração 

da osmolalidade fisiológica por excreção renal de sódio (Silva et al., 2013). Assim, 

é possível que sinais provenientes dos corpúsculos carotídeos integrem as vias 

neurais de regulação cardiovascular e controle hidroeletrolítico durante alterações 

agudas na osmolalidade plasmática. 

Nessa parte de nosso estudo mostramos que a remoção dos corpúsculos 

carotídeos reduz a resposta pressora e a excreção renal de sódio induzidas por 

infusão de salina hipertônica, sugerindo o envolvimento dos corpúsculos 

carotídeos nos mecanismos cardiovasculares e renais envolvidos no 

reestabelecimento do equilíbrio hidroeletrolítico. 
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Contribuição dos corpúsculos carotídeos nas respostas simpáticas e 

ventilatórias induzidas por hiperosmolalidade aguda  

Após determinarmos a participação dos corpúsculos carotídeos nos 

ajustes cardiovasculares e renais induzidos por hipernatremia aguda in vivo, 

procuramos investigar a importância dos corpúsculos carotídeos nas respostas 

simpática e ventilatória à hiperosmolalidade aguda utilizando preparações in situ 

de ratos. Corroborando estudos prévios (Antunes et al., 2006; Stocker et al., 2008; 

Colombari et al., 2010; Stocker et al., 2013; Holbein & Toney, 2015), os resultados 

apresentados mostram que a hiperosmolalidade ativa o sistema nervoso 

simpático e a respiração. A osmolalidade do perfusato foi gradualmente 

aumentada pelas consecutivas adições de NaCl hipertônico, correspondendo a 

uma elevação em aproximadamente 2% ao final dos testes hiperosmóticos. As 

infusões intra arteriais de salina hipertônica aumentaram a frequência de disparos 

do nervo frênico. Exceto pelo discreto aumento na ANSt com a infusão de NaCl 

1,5 mol/L, a ANSt e a ANSC aumentaram somente durante a infusão de NaCl 2 

mol/L. O aumento na ANSt e na ANF produzidas por hiperosmolalidade foi abolido 

pela desconexão do prosencéfalo, enquanto que a remoção dos corpúsculos 

carotídeos atenuou marcadamente a simpatoexcitação, sem alterar a resposta 

taquipneica. Estes resultados sugerem a participação de áreas prosencéfálicas 

nas alterações simpática e ventilatória produzidas por hiperosmolalidade. 

Ademais, eles também indicam que sinais provenientes dos corpúsculos 

carotídeos, que provavelmente alcançam o prosencéfalo, são essenciais para a 

completa expressão da resposta simpatoexcitatória durante a estimulação 

hiperosmótica.    

 Além de papel na regulação da pressão parcial dos gases sanguíneos e 

pH (Kumar & Prabhakar, 2012; Prabhakar & Peng, 2004), os resultados obtidos 

em estudos prévios mostraram que os corpúsculos carotídeos podem atuar nos 

ajustes reflexos aos estímulos hiperosmóticos (Morris e Alexander, 1988; Silva et 

al., 2015; Pedrino et al., 2016). Entretanto, a contribuição de sensores periféricos 

nos mecanismos de controle autonômico e respiratório durante a 

hiperosmolalidade aguda, e sua relação com o prosencéfalo, não foram 

completamente elucidados. Aqui, nós mostramos que a ANSC aumenta em 
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resposta à sobrecarga aguda de sódio. Além disso, nós mostramos, pela primeira 

vez, que o surgimento da resposta simpatoexcitatória à infusão de NaCl 

hipertônico ocorre em sincronização com a ativação do nervo do seio carotídeo. A 

desconexão do prosencéfalo, ao nível pré colicular, aboliu completamente o 

aumento na ANSt e na frequência de bursts do nervo frênico produzidos por 

infusão de salina hipertônica, enquanto que a remoção dos corpúsculos 

carotídeos promoveu marcante redução na ANSt, sem afetar significativamente a 

taquipneia. Estes resultados reforçam a participação de estruturas 

prosencefálicas nas alterações simpática induzidas por sobrecarga de sódio, 

como mostrado em estudos anteriores (Antunes et al., 2006; Shi et al., 2007; 

Colombari et al., 2010; Holbein & Toney, 2015) e sugerem o envolvimento do 

prosencéfalo nas alterações ventilatórias produzidas por estimulação 

hiperosmótica. Ademais, nossos resultados indicam que os corpúsculos 

carotídeos podem atuar como osmossensores periféricos e contribuir para a 

regulação da atividade simpática durante a sobrecarga aguda de sódio.  

Evidências experimentais indicam a natureza multissensorial dos 

corpúsculos carotídeos (Fung et al., 2001; Zhang et al., 2007; Liu et al., 2009; 

Kumar & Prabhakar, 2012). Estudos da década de 70, documentaram que a 

perfusão da artéria carótida com NaCl hipertônico aumentou a frequência de 

descarga das fibras aferentes do corpúsculo carotídeo em gatos anestesiados 

(Trzebski et al., 1978). Gallego et al. (1979), em um estudo in vitro, mostraram 

aumento na frequência de descarga das células quimiossensíveis do corpúsculo 

carotídeo banhado em solução hiperosmótica. Atrelando a capacidade de 

responder a alterações na tonicidade no meio circundante com os efeitos 

fisiológicos, um estudo realizado em nosso laboratório mostrou que a inativação 

seletiva dos quimiorreceptores dos corpúsculos carotídeos abole a vasodilatação 

e simpatoinibição renal evocadas por infusão intravenosa de salina hipertônica em 

ratos anestesiados (Pedrino et al., 2016), sugerindo que o corpúsculo carotídeo 

participa dos ajustes simpáticos e hemodinâmicos durante a hipernatremia. 

No presente estudo, as infusões intra arteriais de salina hipertônica – mas 

não de manitol – aumentaram a ANF, ANSt e ANSC, indicando que estas 

respostas são específicas ao sódio e não devido ao efeito osmótico ou de volume.  
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Canais de sódio epiteliais (ENaC), sensíveis à amilorida e não dependentes de 

voltagem, são conhecidos por mediar o transporte de Na+ através dos epitélios. 

Estes canais foram descritos em uma variedade de tecidos, incluindo em áreas 

centrais implicadas no controle cardiovascular (Amin et al., 2005). Estudos 

mostraram que a administração intracerebroventricular (ICV) de benzamil, um 

bloqueador dos canais ENaC, atenua a secreção de vasopressina, a 

simpatoexcitação à hipernatremia do fuido cerebroespinhal e a hipertensão sal 

sensível (Gomez-Sanchez & Gomez-Sanchez, 1995; Nishimura et al., 1998; 

Huang & Leenen, 2002; Abrams et al., 2010), sugerindo que estes canais podem 

atuar como sensores de sódio. Assim, é possível que a ativação simpática e 

ventilatória induzida por sobrecarga de sódio seja mediada por canais específicos 

para o sódio.  

Informações transmitidas pelos aferentes carotídeos ganham acesso ao 

SNC por meio de conexões diretas com o NTS (Spyer, 1981), alcançando 

posteriormente áreas bulbares e hipotalâmicas envolvidas com a regulação 

simpática e equilíbrio hidroeletrolítico (Tucker et al., 1987; Saper et al., 1983; 

Bailey et al., 2006; Pedrino et al., 2009; Holbein & Toney, 2015; McKinley et al., 

2015; Aicher et al., 1996). Em nosso estudo, a remoção do prosencéfalo em ratos 

com corpúsculos carotídeos intactos aboliu o aumento na ANSt induzido por 

infusão de salina hipertônica. Estes resultados indicam que as informações 

produzidas pelo corpúsculo carotídeo durante a sobrecarga de sódio são 

processadas no prosencéfalo. Evidências experimentais sugerem que os 

osmorreceptores centrais no OVLT e no SFO são ativados por estímulos 

hiperosmóticos e desencadeiam ajustes simpáticos principalmente através de 

uma via descendente envolvendo o PVN e o MnPO (Shi et al., 2008; Antunes et 

al., 2006; Pedrino et al., 2009; Holbein & Toney, 2015; McKinley et al., 2015). Nós 

hipotetizamos que durante a sobrecarga aguda de sódio, os osmorreceptores 

centrais e os corpúsculos carotídeos são recrutados e fornecem sinais excitatórios 

para neurônios do PVN que, por sua vez, ativam regiões regulatórias da atividade 

simpática, incluindo os neurônios pré simpáticos localizados na região RVLM 

(Brooks et al., 2004) e neurônios pré ganglionares simpáticos na medula espinhal 

(Antunes et al., 2006) (Figura 32).  
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Figura 32. Representação esquemática das vias neurais de regulação simpática e hormonal 

durante a hiperosmolalidade. Para detalhes ver o texto. Adaptado de Toney & Stocker, 2010. 

 

Além das alterações na atividade simpática, nós verificamos que a 

hiperosmolalidade aguda também promove aumento na frequência respiratória. 

Interessantemente, a taquipneia foi abolida somente em animais com desconexão 

do prosencéfalo. Estes resultados indicam que os ajustes respiratórios induzidos 

por hiperosmolalidade dependem principalmente dos osmorreceptores centrais. 

Estudos prévios sugerem um importante efeito modulatório de núcleos 

hipotalâmicos sobre a atividade respiratória (Yeh et al., 1997; Schlenker et al., 

2001; McDowall et al., 2007). Pesquisadores identificaram a presença de 

projeções de neurônios vasopressinérgicos e ocitocinérgicos do PVN para 

neurônios respiratórios da coluna respiratória ventral e cordão espinhal (Kc et al., 

2002; Mack et al., 2002; Mack et al., 2007). Ademais, Schlenker et al. (2001) 

mostraram que a desinibição do PVN com microinjeções de bicuculina 

(antagonista GABAa) aumenta a frequência respiratória em ratos acordados. Com 

base nestas evidências, nós especulamos que a estimulação dos 

osmorreceptores centrais por hiperosmolalidade ativa neurônios hipotalâmicos, 

incluindo neurônios do PVN, os quais enviam projeções para áreas envolvidas no 

controle da inspiração e promove aumento da ANF. 
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Estudo anteriores mostraram que a modulação respiratória da atividade 

simpática não é alterada durante a infusão intra carotídea de salina hipertônica 

em ratos adultos anestesiados (Holbein & Toney, 2015). Em nossos 

experimentos, nós verificamos que a taquipneia à sobrecarga aguda de sódio 

precede o aumento na ANSt, indicando que a resposta simpatoexcitatória à 

hiperosmolalidade não está relacionada com as alterações na atividade 

inspiratória. Por outro lado, nós observamos que o aumento na ANSt foi 

caracterizado pelo surgimento de bursts com grande amplitude durante a fase 

expiratória do ciclo respiratório (Figura 21), sugerindo que a resposta simpática à 

hiperosmolalidade aguda é modulada por neurônios que controlam a atividade 

expiratória. Modificações no padrão de sincronização entre as atividades 

simpática e respiratória, com a ocorrência de bursts adicionais durante o ciclo 

respiratório, é sugerido como um mecanismo para aumentar a eficiência da 

transmissão neuroefetora, especialmente entre neurônios pós glanglionares e 

células musculares lisas vasculares (Gilbey, 2007; Moraes et al., 2014). Além 

disso, estudos prévios utilizando modelos experimentais de hipertensão 

neurogênica, como ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e ratos submetidos 

à hipóxia intermitente crônica, documentaram interação reforçada entre neurônios 

simpáticos e respiratórios durante a fase expiratória, o que pode contribuir para a 

manutenção da hipertensão arterial (Zoccal et al., 2008; Simms et al., 2009; 

Moraes et al., 2013; Moraes et al., 2014). Baseado nestas observações, o padrão 

da sincronização entre as atividades simpáticas e respiratórias durante a 

hiperosmolalidade, com bursts adicionais na fase expiratória, podem representar 

um importante mecanismo para promover aumento na resistência vascular. 

Atualmente os corpúsculos carotídeos têm atraído considerável interesse 

como um novo alvo para o tratamento da hipertensão neurogênica (Abdala et al., 

2012; McBryde et al., 2013; Pijacka et al., 2016a; Pijacka et al., 2016b). Estudos 

recentes mostraram que a denervação dos corpúsculos carotídeos melhora a 

hipertensão em SHR e em ratos com hipertensão renovascular (tipo Goldblatt, 

dois rins um clipe) (Abdala et al., 2012, Pijacka et al., 2016b). Em ambos os 

casos, estes efeitos foram relacionados com a redução no componente simpático 

da PAS. Além disso, Pijacka et al. (2016a) mostraram que o antagonismo dos 
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receptores purinérgicos P2X3 resulta em normalização da hiperreflexia do 

corpúsculo carotídeo e na redução na pressão arterial e atividade simpática basal 

em SHR. Juntos, estes estudos indicam que a hiperatividade dos corpúsculos 

carotídeos podem aumentar a resistência vascular, contribuindo para a 

patogênese da hipertensão. Assim, é importante considerar a possibilidade dos 

corpúsculos carotídeos estarem envolvidos na hipertensão sal sensível, a qual é 

acentuadamente marcada por exarcebada ativação do sistema nervoso simpático 

e alterado controle neurocirculatório (Leenen et al., 2002; Osborn & Fink, 2010; 

Kandlikar & Fink, 2011).  

 Nossos resultados sugerem que informações produzidas pelos 

corpúsculos carotídeos são importantes para os ajustes simpáticos induzidos por 

sobrecarga aguda de sódio. Em adição aos mecanismos centrais de detecção de 

alterações na composição dos fluidos circulantes, nossos resultados sugerem que 

o corpúsculo carotídeo pode atuar como sensor periférico de sódio e regular a 

atividade simpática durante a infusão de salina hipertônica. É possível que as 

informações produzidas pelos corpúsculos carotídeos alcancem áreas 

hipotalâmicas contribuindo para a ativação do sistema nervoso simpático. Neste 

caso é importante considerar que sinais gerados pelos corpúsculos carotídeos 

durante a sobrecarga de sódio podem contribuir para o desenvolvimento da 

hipertensão neurogênica sal sensível.  
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Os resultados obtidos na primeira parte de nosso estudo, em 

experimentos realizados in vivo, mostraram que a denervação sinoaórtica abole a 

simpatoinibição renal induzida por infusão de salina hipertônica e que a remoção 

dos corpúsculos carotídeos atenua a resposta pressora e a excreção renal de 

sódio induzidas por hipernatremia aguda. Estes dados sugerem que os aferentes 

sinoaórtcos estão envolvidos nos ajustes simpáticos para o leito renal, 

hemodinâmicos e renais induzidos por infusão de salina hipertônica. 

Na segunda parte de nosso estudo, utilizando experimentos in situ, 

mostramos que em ratos controle a infusão de salina hipertônica provoca 

taquipneia e simpatoexcitação, a qual ocorre em sincronização com a ativação do 

nervo do seio carotídeo. Vimos que a remoção dos corpúsculos carotídeos atenua 

marcadamente o aumento na atividade simpática induzido por salina hipertônica, 

sem alterar a resposta taquipneica. Por fim, a transecção rostral ao colículo 

superior (remove o hipotálamo), abole as respostas ventilatória e simpática 

induzidas por infusão de salina hipertônica. Esses resultados sugerem que áreas 

prosencefálicas participam das alterações simpática e ventilatória produzidas por 

sobrecarga aguda de sódio. Além disso, indica que sinais provenientes dos 

corpúsculos carotídeos são essenciais para a completa expressão da resposta 

simpatoexcitatória durante a hiperosmolalidade. 

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que as 

informações produzidas pelos corpúsculos carotídeos são importantes para os 

ajustes fisiológicos durante alterações na tonicidade dos fluidos circulantes. O 

aferente carotídeo é sensível à sobrecarga aguda de sódio e a integridade dos 

corpúsculos carotídeos é essencial para as respostas cardiovasculares, renais e 

simpáticas induzidas por salina hipertônica. Portanto, os corpúsculos carotídeos 

estão envolvidos nos ajustes regulatórios durante aumento agudo na tonicidade 

dos fluidos corporais. Neste sentido, é importante considerar que disfunções nos 

corpúsculos carotídeos poderiam contribuir para patologias relacionadas com a 

retenção de sódio, como a hipertensão arterial e insuficiência cardíaca.  
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