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RESUMO 

Sá, R. W. M. Função dos astrócitos e ectonucleotidases na sinalização 

purinérgica do núcleo paraventricular do hipotálamo na hipertensão induzida 

por sal. [tese (Doutorado em Fisiologia Humana)]. São Paulo: Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2020. 

 

No presente estudo investigamos se a hipertensão neurogênica decorrente da 

sobrecarga de sal (SS) estimula a liberação de ATP no PVN e quais mecanismos 

seriam responsáveis por este fenômeno. Duas hipóteses foram levantadas: (1) um 

maior conteúdo de ATP no PVN durante a SS é resultado de uma falha das 

ectonucleotidases em metabolizar o ATP; e (2) a SS estimularia os astrócitos do PVN 

a liberar ATP. Para testar nossas hipóteses utilizamos ratos Wistar pesando entre 290-

350 g (n = 12) para estudos in vivo de medida de pressão arterial por radiotelemetria 

e análise de parâmetros da modulação autonômica do sistema cardiovascular e ratos 

Sprague-Dawley com peso entre 290-350 g (n = 41) para os estudos in vitro com 

utilização de biossensores para detecção de purinas e imunohistoquímica. Ambos 

grupos foram divididos em um grupo SS que recebeu solução de NaCl 2% em 

substituição à água da torneira por 4 ou 7 dias e outro grupo controle que recebeu 

água. A progressão da hipertensão em ratos acordados expostos à SS foi monitorada 

por radiotelemetria ao longo de sete dias. A expressão do RNAm das 

ectonucleotidases ecto-nucleotídeo trifosfato difosfoidrolase (E-NTPD) 1, 2 e 3 e ecto-

5'-nucleotidase (E-5’-NT) no PVN foi analisada com a técnica RT- qPCR. Utilizando 

biossensores amperométricos medimos a liberação de ATP e adenosina, bem como 

a atividade das ectonucleotidases no PVN em fatias hipotalâmicas. A função dos 

astrócitos do PVN foi avaliada por meio da interferência gênica com o vetor AVV-

sGFAP-dnSNARE-EGFP. Os níveis de pressão arterial média (PAM) dos ratos SS 

aumentaram progressivamente até ao 7º de exposição ao sal [PAM: 97 ± 4 mmHg (dia 

0) vs 129 ± 4 mmHg (dia 7) p<0,0001]. A potência da banda LF aumentou 

progressivamente do dia 0 ao dia 7 em ratos SS [LF: 1,21 ± 0,22 mmHg2 (dia 0) vs 

5,01 ± 0,96 mmHg2 (dia 6), p<0,0001]. Apenas o nível de mRNA da E-NTPD3 foi maior 

no grupo SS do que no controle no dia 7 [0,99 ± 0,5 ΔΔCt (controle) vs. 3,09 ± 0,5ΔΔCt 

(SS) p = 0,0247]. O grupo de ratos SS apresentou aumento na liberação de ATP 



 
 

 
 

(19,16 ± 6,9 μM, p<0,0001) quando comparado ao grupo controle (1,13 ± 0,8 μM), 

porém não na liberação de adenosina [1,19 ± 0,6 μM (SS) vs 2,15 ± 0,9 μM (controle)]. 

A atividade das ectonucleotidases foi avaliada in vitro quantificando a produção 

máxima de adenosina em resposta à aplicação exógena de ATP (50µM). Nenhuma 

diferença foi detectada comparando as respostas entre os dois grupos. A intensidade 

da imunofluorescência da proteína glial fibrilar glial (GFAP) foi maior no PVN de ratos 

SS do que nos controles [6,9 ± 1,3 a.u. (controle) vs 27,2 ± 6,2 a.u. (SS)]. A transfecção 

unilateral do PVN com vetor dnSNARE diminuiu a liberação de ATP nos ratos SS 

quando comparado com o lado não transfectado como controle [13,88 ± 0,07 μM (lado 

não transfectado) vs. 6,64 ± 1,64 μM (lado transfectado). Em conclusão, nossos 

resultados mostram que a sobrecarga de sal com solução hipertônica de NaCl 2% não 

afeta a atividade das ectonucleotidases, enzimas que degradam o ATP, mas 

potencialmente estimula os astrócitos do PVN a liberarem o trifosfato de adenosina 

por via exocitótica. Palavras‐chave: ATP, adenosina, astrócitos, sal, hipertensão 

arterial.  



 
 

 
 

ABSTRACT 

Sá, R. W. M. Role of astrocytes and ectonucleotidases in purinergic 

signaling of the paraventricular nucleus of hypothalamus in salt-induced 

hypertension. [Ph. D. thesis (Human Physiology)]. São Paulo: Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2020. 

 

In the present study we investigated whether salt-load (SS) stimulates the 

release of ATP in the PVN environment, and which mechanism would be responsible 

for this phenomenon. Two hypotheses have been raised: (1) a higher content of ATP 

in PVN during SS is a result of a failure of ectonucleotidases to metabolize ATP; and 

(2) SS can stimulate PVN astrocytes to release ATP. Male Wistar rats 290-350 g (n = 

12) were used for in vivo studies and Sprague Dawley rats 290-350 g (n = 41) for in 

vitro. Animals were divided in 2 group: 1) SS: group that received hypertonic saline 

solution (2% NaCl) in replacement of tap water for 4 or 7 days, and 2) control group. A 

radiotelemetry system was used to measure the progression of hypertension in SS rats 

over the seven days of salt loading. mRNA expression of ecto-nucleotide triphosphate 

diphosphohydrolase (E-NTPD) 1, 2 and 3 and ecto-5'-nucleotidase (E-5'-NT) in PVN 

was analyzed by RT-qPCR. The release of ATP, adenosine and the activity of 

ectonucleotidases were measured via amperometric biosensors overlaid on the PVN 

region of hypothalamic slices. The function of PVN astrocytes was assessed by 

interference with the AVV-sGFAP-dnSNARE-EGFP vector. Mean arterial pressure 

(MAP) of SS rats increased progressively from day 2 to 7 [MAP: 97 ± 4 mmHg (day 0) 

vs 129 ± 4 mmHg (day 7), p<0.0001]. The power of the LF component increased 

progressively from day 0 to day 7 in SS rats [LF: 1.21 ± 0.22 mmHg2 (day 0) vs 5.01 

± 0.96 mmHg2 (day 6), p<0.0001]. E-NTPD3 mRNA expression was higher in the SS 

group than in control [0.99 ± 0.5 ΔΔCt (control) vs. 3.09 ± 0.5ΔΔCt (SS) p = 0.0247]. 

SS rats showed an increase in ATP release [1.13 ± 0.8 μM (control) vs. 19.16 ± 6.9 

μM (SS), p<0,0001], but not in adenosine [2.15 ± 0.9 μM (control) vs. 1.19 ± 0.6 μM 

(SS)]. The activity of ectonucleotidases was tested in vitro by quantifying the maximum 

production of adenosine in response to exogenous application of ATP (50µM). No 

difference was detected when comparing the responses between the groups. PVN glial 

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



 
 

 
 

in control [6.9 ± 1.3 a.u. (control) vs 27.2 ± 6.2 a.u. (SS)]. PVN unilateral transfection 

with dn-SNARE vector decreased the release of ATP in SS rats when compared to the 

non-transfected side as a control [13.88 ± 0.07 μM (non-transfected side) vs. 6.64 ± 

1.64 μM (transfected side). In conclusion, our results showed that SS gradually 

increases the BP as well as the sympathetic influence on the cardiovascular system 

and stimulates the glial release of ATP in the PVN by exocytosis. As conclusion, our 

results show that high salt intake of hypertonic NaCl solution (2%) does not affect 

ectonucleotidases activity but stimulates PVN astrocytes to release ATP via exocytosis 

mechanism. 

 

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

 1.1 SAL E HIPERTENSÃO ARTERIAL  

 Os altos níveis de pressão arterial (PA), conhecido, como hipertensão arterial 

(HA), é a principal causa de doenças cardiovasculares que é responsável por mais de 

18 milhões de mortes por ano (Frieden and Jaffe 2018). A HA é degenerativa e de 

etiologia multifatorial que pode ser agravada pelos maus hábitos alimentares da 

população em geral, principalmente em grandes centros urbanos onde o consumo de 

dietas hipercalóricas, ricas em gorduras e carboidratos, é elevado. Associado às 

dietas hipercalóricas, há também um grande vilão que ainda não aparece como 

protagonista, mas que oferece sérios transtornos para o controle da pressão arterial: 

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

A ingestão de sal excede o nível recomendado em quase todos os países do 

mundo (Powles, Fahimi et al. 2003). Em 2010, por exemplo, a ingestão média global 

de sal foi 10 g/dia, ou 4 g/dia de sódio (Na+), mais do que o dobro do limite 

recomendado tanto pela American Heart Association quanto pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) figura 1A. Na América do Sul, a ingestão média de sal 

correspondeu a 7 g/dia, enquanto na América do Norte e em países da Europa 

ocidental, incluindo o Reino Unido, França, Alemanha e Grécia, os valores chegaram 

a quase 9 g/dia. Na Ásia, o consumo médio foi superior a 13 g/dia, equivalente a mais 

de 5,5 g/dia de Na+.  

A B 

C 

Figura 1. Ingestão global de sódio. 

Em A: ingestão média de sódio em 2010 em 21 regiões. Em B: ingestão de sódio por país, para maiores 
de 20 anos, média de ambos os sexos e em C: incerteza relativa. Fonte: Powles et al. 2013. 
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1.1.1 HISTÓRICO  

A hipertensão causada pela alta ingestão de sal foi sistematicamente estudada 

ao longo do último século, sobretudo a partir dos estudos de Ambard e Beaujard em 

1904 que demonstraram pela primeira vez na história que hipertensos tendiam a reter 

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

Ambard e Beaujard estudaram 6 pacientes com hipertensão essencial por um 

período de três semanas, onde a quantidade de sal na dieta variava de 3 g/dia até 14 

g/dia. Na primeira circunstância, os pacientes apresentaram uma modesta queda dos 

níveis de pressão arterial (PA) e a quantidade Na+ excretada na urina superava a 

quantidade ingerida, tornando o balanço de Na+ positivo. Ao aumentarem a ingestão 

de sal para 14 g/dia, a PA tornou-se ainda maior do que o normal e a quantidade Na+ 

excretada na urina era menor do que a ingerida, sugerindo que parte do Na+ ingerido 

ficava retido no organismo dos pacientes.  

A retenção de sal passou a ser então admitida na comunidade científica como 

uma das causas de edema e HA, e o consumo de dietas com restrição severa de sal 

(rice and fruit diet) passou a ser estimulado por médicos como tratamento da HA, até 

a produção dos primeiros diuréticos a partir da década de 1950 (DiNicolantonio and 

O’Keefe 2017). 

Em 1947, o farmacologista britânico Ernest Basil Verney conduziu uma série 

de experimentos na University College London (UCL) demonstrando que a injeção 

intracarotídea  de soluções hipertônicas de cloreto de sódio (NaCl), mas não de uréia, 

causava inibição da diurese em cachorros, e esta resposta era diminuída em cerca de 

90% após a remoção do lobo posterior (Verney 1947). Verney sugeriu então que o 

sistema circulatório dispunha de “osmossensores” que detectavam alterações na 

pressão osmótica do sangue e regulavam a secreção do hormônio antidiurético pela 

neurohipófise, conhecimento que serviu como base para todas as descobertas que 

viriam adiante sobre a função do sistema nervoso central (SNC) na regulação do 

balanço hídrico e eletrolítico e subsequentemente no controle da PA. 

Quase uma década após a descoberta de Verney, surgiu um dos nomes mais 

importantes na ciência relacionada aos estudos sobre o sal e seus efeitos no sistema 

circulatório:  Lewis K. Dahl. Médico e pesquisador do Laboratório Nacional 
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Brookhaven (Upton, NY) Dahl publicou em 1960 o primeiro estudo populacional 

demonstrando que a incidência da HA variava com a média de consumo diário de 

NaCl em populações ao redor do mundo (Dahl 1960). Em populações mais primitivas 

onde o acesso a alimentos com alto teor de sal era limitado, como no Alasca onde 

vivem os esquimós, raramente se encontrava indivíduos hipertensos. Ao passo que 

no norte do Japão, onde o consumo de NaCl ultrapassava 25 gramas por dia, cerca 

de 40% da população apresentava HA. 

A metodologia empregada por Dahl em seu estudo foi recebida com certo 

ceticismo por parte da comunidade acadêmica dada a subjetividade na classificação 

do consumo diário de NaCl entre as populações estudadas, a propósito, o 

levantamento preciso destes dados ainda naquela época seria bastante desafiador. 

Tal desconfiança levou o grupo de estudo INTERSALT a publicar em 1988 uma nova 

correlação com base em dados de excreção urinária de sódio de 24 horas que reflete 

uma estimativa mais precisa da ingestão deste íon (Intersalt 1988), já que a 

capacidade do organismo em retê-lo é definitivamente limitada no longo prazo (De 

Luca Jr, Menani et al. 2013). No entanto, os resultados confirmaram o que 

previamente fora demonstrado por Dahl de que em locais onde a excreção urinária de 

sódio era maior, os níveis de pressão arterial sistólica (PAS) também tendiam a ser 

maiores.  

Dahl também identificou que em todos locais havia indivíduos que consumiam 

de forma consistente grandes quantidades de sal, mas que não desenvolviam HA, 

sugerindo que o background genético determinava a sensibilidade ao sal. Alguns anos 

mais tarde, após observar que o mesmo acontecia em roedores, publicou um artigo 

de duas páginas na renomada revista britânica Nature, onde apresentava duas cepas 

de animais experimentais criadas a partir de endo-cruzamentos de ratos Sprague-

Dawley: os ratos Dahl sal-sensíveis (Dahl-SS) que desenvolviam HA após serem 

submetidos a uma dieta hipersódica (NaCl a 8%) e os ratos Dahl sal-resistentes (Dahl-

SR) que permaneciam normotensos quando submetidos à mesma dieta hipersódica 

(Dahl, Heine et al. 1962). Ambas as linhagens são modelos animais experimentais 

utilizados até hoje na investigação dos mecanismos envolvidos na sensibilidade 

genética ou na resistência à hipertensão induzida por sal (Guo, Menga et al. 2015, 

Hashmat, Rudemiller et al. 2016, Yoshimoto, Onishi et al. 2019).  
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1.1.2 MECANISMOS FISIOLÓGICOS DA HIPERTENSÃO INDUZIDA DE SAL 

A partir da década de 1960 começaram a surgir os primeiros experimentos que 

examinaram os mecanismos fisiológicos envolvidos com a HA induzida por sal. Dahl 

et al (1967) uniram um rato Dahl-SR com rato Dahl-SS em experimentos de parabiose 

e observaram que o rato Dahl-SR desenvolvia rapidamente HA quando era alimentado 

com uma dieta rica em sal, enquanto que a hipertensão no rato Dahl-SS era 

moderada, sugerindo que mecanismos humorais contribuíam de maneira importante 

para a hipertensão induzida por sal e poderiam ser transmitidos experimentalmente 

entre os sistemas circulatórios de ambas cepas (Dahl, Knudsen et al. 1967).  

Em estudos subsequentes, Dahl et al (1972) transplantaram os rins de um rato 

Dahl-SS em um rato Dahl-SR e observaram que cepa receptora desenvolvia HA 

severa quando era alimentada com dieta hipersódica (NaCl a 8%) e concluíram que o 

genótipo dos rins também desempenhava uma função decisiva na sensibilidade ao 

sal (Dahl, Heine et al. 1972). 

Estes achados estavam em sinergia com a visão de que um aumento na 

ingestão de NaCl poderia assim, em um rim susceptível, provocar HA. Os fisiologistas 

Arthur C. Guyton e Thomas G. Coleman eram os principais apoiadores desta teoria, e 

na década de 1970 publicaram um modelo matemático onde revisavam alguns 

princípios do funcionamento do sistema circulatório, e projetavam a curva pressão-

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

De acordo com este modelo, a HA pode resultar de um defeito na capacidade 

renal de excretar Na+. Portanto, a PA se eleva para aumentar a taxa de filtração 

glomerular até que a excreção urinária de Na+ seja aumentada de forma a reequilibrar 

o balanço entre a ingesta e a excreção. A sensibilidade ao sal conferiria a esta curva 

um descolamento para esquerda, enquanto a resistência ao sal a deslocaria para a 

direita.  

1.1.3 HIPERTENSÃO NEUROGÊNICA  

Ao final da década de 1970 surgiam os primeiros relatos contrapondo a visão 

de que os rins exerciam de fato o protagonismo na gênese da HA induzida por sal, já 

que a dieta hipersódica aumentava o débito cardíaco nas linhagens Dahl-SS e Dahl-
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SR, mas produzia vasodilatação nos ratos Dahl-SR e vasoconstrição nos ratos Dahl-

SS (Ganguli, Tobian et al. 1979). 

Estudos subsequentes demonstraram que a simpatectomia química com 6-

hidroxidopamina ou a denervação da cadeia simpática lombar minimizava o 

desenvolvimento da hipertensão induzida por sal na cepa Dahl-SS (Takeshita, Mark 

et al. 1979). Friedman et al 1979 demonstraram que a interrupção da função 

adrenérgica periférica com injeções subcutâneas de guanetidina evitou o 

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

Seguindo a mesma linha de evidências, Gordon et al., 1981 demonstraram que 

ratos Dahl-SS apresentavam uma ligeira diminuição na sensibilidade do barorreflexo 

e o bloqueio ganglionar da cadeia simpática promovido pela infusão intravenosa de 

20 mg/kg de clorisondamina normalizava a pressão arterial de ratos Dahl-SS e Dahl-

SR, sustentando a visão que distúrbios no sistema nervoso autônomo, sobretudo na 

subdivisão simpática, estariam diretamente envolvidos na gênese da HA durante a 

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

Ainda no final da década de 1970, outros estudos foram além ao demonstrar a 

importância de algumas regiões cerebrais na regulação das respostas 

cardiovasculares induzidas pela alta ingestão de sal. Lesões eletrolíticas na região 

anteroventral do terceiro ventrículo (AV3V) hipotalâmico (Brody and Johnson 1979), 

no núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) (Goto, Ikeda et al. 1981) ou no 

hipotálamo anteromedial (Azar, Ernsberger et al. 1981) impediam ou minimizavam a 

hipertensão induzida por sal em ratos Dahl-SS. 

A região AV3V compreende duas estruturas interligadas: o núcleo preóptico 

mediano (MnPO) que apresenta formação completa de barreira hematoencefálica 

(BHE), e o órgão vasculoso da lâmina terminal (OVLT), onde essa estrutura é 

fragmentada. A presença de capilares fenestrados nesta última estrutura bem como 

no órgão subfornicial (SFO), localizado na porção dorsal da lâmina terminal, tornam a 

BHE altamente permeável ao íon Na+ e expõe as membranas dos neurônios e 

astrócitos às variações de pressão osmótica sanguínea (Kinsman, Nation et al. 2017, 

Nomura, Hiyama et al. 2019). Portanto, o OVLT e o SFO são denominados órgãos 

circumventriculares (CVOs) devido a localização periventricular e funcionam como 

duas estações sensoriais primárias do SNC que enviam os sinais decorrentes das 
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alterações de osmolaridade sanguínea e outros fatores humorais (como angiotensina-

II circulante) para outros núcleos hipotalâmicos que controlam a atividade do sistema 

nervoso autônomo, dentre eles o PVN. 

1.2 NÚCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTÁLAMO (PVN) 

Atualmente já é bem compreendido que a alta ingestão de sal pode aumentar 

tanto a osmolaridade quanto o conteúdo de Na+ plasmático (hipernatremia) e 

desencadear resposta de sede, redução do apetite ao Na+ e secreção de arginina 

vasopressina (AVP) na corrente sanguínea, aumentando a PA e produzindo efeito 

antidiurético (Gizowski and Bourque 2018). Também estimula uma reação não 

uniforme do sistema nervoso simpático, definida como uma simpatoexcitação lombar 

e adrenal e simpatoinibição renal, que em conjunto tendem a redistribuir o fluxo 

sanguíneo da circulação sistêmica para os rins, produzindo efeito natriurético como 

feedback negativo e aumento da resistência vascular periférica e da PA (Weiss, 

Claassen et al. 1996, Kinsman, Browning et al. 2017). Uma parcela importante dessas 

reações é regulada por grupamentos neuronais do PVN que desempenham funções 

essenciais no contexto fisiológico de integração e processamento de informações 

neuroendócrinas e autonômicas. 

Situado na porção ventral do diencéfalo e adjacente ao terceiro ventrículo, o 

PVN é composto de duas classes principais de neurônios: os magnocelulares e 

parvocelulares. Morfologicamente, os magnocelulares apresentam corpo celular 

maior comparativamente aos parvocelulares e estão localizados na porção lateral do 

PVN. Constituem o eixo hipotálamo-neurohipofisário e seus fenótipos podem ser 

vasopressinérgicos ou oxitonérgicos. Suas terminações axonais se projetam para a 

hipófise posterior e são responsáveis pela secreção de AVP e oxitocina (OT) na 

corrente sanguínea. Uma subpopulação de neurônios parvocelulares localizados na 

porção medial do PVN, paralelamente à borda do terceiro ventrículo, se projeta para 

eminência mediana e são responsáveis pela liberação do hormônio liberador de 

corticotrofina (CRH) e do hormônio liberador de tireotrofina (TRH). Estimulam a 

hipófise a secretar corticotrofina (ACTH) e tireotrofina (TSH), respectivamente 

(Benarroch 2005).  
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 Já os neurônios parvocelulares pré-autonômicos localizados na porção ventral 

e dorsal do PVN se projetam para uma série de regiões no tronco cerebral e na medula 

espinhal que exercem uma importante função no controle neural da circulação, via 

sistema nervoso autônomo. Tais regiões incluem o bulbo ventrolateral rostral (RVLM) 

e caudal (CVLM),  onde se localizam os neurônios catecolaminérgicos C1 e A1, a 

porção compacta do núcleo ambíguo (NAc), o núcleo do trato solitário (NTS), a área 

pressora caudal (APC) e a coluna intermediolateral (IML) da medula espinhal 

(Geerling, Shin et al. 2010). São neurônios imunorreativos a AVP, OT, CRH, Tirosina 

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

 

Em um estudo publicado pelo nosso grupo de pesquisa foi demonstrado que a 

integridade do PVN bem como das aferências que partem dos CVOs tem um papel 

importante na resposta simpatoexcitória durante elevação da osmolaridade 

plasmática (Antunes, Yao et al. 2006). Subsequentemente foi avaliado a importância 

das projeções vasopressinérgicas do PVN para a medula espinhal. Os resultados 

demonstraram que a injeção intratecal de um antagonista do receptor V1a para 

vasopressina deprimiu aproximadamente 25% a resposta de simpatoexcitatória do 

Figura 2. Núcleo Paraventricular do Hipotálamo. 

À esquerda: imunofluorescência de neurônios vasopressinérgicos (verde) e ocitocinérgicos 
(vermelho) do PVN. À direita: representação esquemática das subpopulações neuronais do PVN, 
adaptado de Kandel, Schwartz et al. 2000 e Ludwig e Leng, 2006. 
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nervo lombar estimulado por solução hipertônica de NaCl, indicando que a simpático-

excitação causada pela hiperosmolaridade é mediada, em parte, por vias neuronais 

vasopressinérgicas entre o PVN e a medula espinal.  

Ao nível sináptico os microambiente neuronal do PVN é controlado por uma 

série de inputs interoceptivos, humorais, límbicos e intrahipotalâmicos que foram 

sistemicamente revisados na literatura (Benarroch 2005). No que se refere aos 

neurotransmissores e neuromoduladores que são liberados no PVN durante a 

hiperosmolaridade pode-se destacar a angiotensina-II (Chen and Toney 2001), o 

glutamato (Antunes, Yao et al. 2006) e AVP (Ribeiro, Panizza et al. 2015). Mais 

recentemente, estudos do nosso laboratório identificou um novo candidato como 

potencial neurotransmissor: o trifosfato de adenosina (ATP) (Ferreira-Neto, Ribeiro et 

al. 2017) 

1.3 NEUROTRANSMISSÃO PURINÉRGICA  

O ATP é uma molécula constituída por uma purina, a adenina, ligada a um 

açúcar, a ribose, conjugada com três radicais fosfato. A hidrólise da ligação do último 

radical fosfato libera cerca de 7 Kcal/mol de substância que é então usado pela pelas 

células para o cumprimento de suas funções vitais. No entanto, além de ser fonte 

primária de energia o ATP e seus derivados também foram identificados como 

importantes moléculas de sinalização extracelular. Essa conclusão partiu de estudos 

demonstrando que o nucleotídeo monofosfato de adenosina (AMP) e o nucleosídeo 

adenosina exerciam efeito cronotrópico negativo no coração e dilatador em vasos 

coronarianos (Drury and Szent-Györgyi 1929). Anos mais tarde, Pamela Horton 

demonstrou que o ATP era liberado por nervos sensoriais na orelha de coelhos ao 

serem estimulados de forma antidrômica (Holton 1959). 

Mas somente alguns anos mais tarde que a ideia do ATP como 

neurotransmissor começou a ser disseminada na literatura, sobretudo a partir das 

publicações do neurocientista britânico Geoffrey Burnstock que foi presidente do 

Centro de Neurociência Autonômica da Faculdade de Medicina da University College 

London (UCL). 

Em suas primeiras publicações, Burnstock observou por meio de uma 

preparação de músculo liso intestinal -taenia coli- que o estímulo elétrico transmural 
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provocava hiperpolarização e relaxamento do músculo liso. Além disso, notava-se que 

a hiperpolarização se cessava com a tetrodotoxina (TTX) que é uma a neurotoxina 

que bloqueia canais de Na+ dependentes de voltagem e inibe a condução nervosa 

sem afetar a atividade muscular lisa. Portanto, sugeria que que o estímulo transmural 

ativava potenciais juncionais inibitórios de nervos que não eram nem adrenérgicos 

nem colinérgicos (NANC), já que o tecido tinha sido previamente incubado com 6-

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

Em uma série de trabalhos subsequentes, Burnstock e seu grupo de pesquisa 

observaram que o ATP satisfazia todos os critérios moleculares para a definição desta 

purina como neurotransmissor, uma vez que era sintetizado e armazenado nos 

terminais dos nervos NANC e sua liberação ocorria durante a estimulação nervosa 

por um mecanismo dependente de Ca2+. Além disso, o ATP era inativado por 

ectoenzimas e tinha sua sinalização bloqueada por um antagonista e, portanto, estes 

foram critérios que levaram Burnstock a cunhar o termo “sinalização purinérgica” 

(Burnstock, Campbell et al. 1970, Burnstock 1972). O grupo também demonstrou que 

o ATP não era apenas liberado pelos nervos NANC, mas também pelos terminais dos 

nervos simpáticos que inervavam o músculo liso da taenia coli. Assim, foi estabelecido 

que o ATP era co-liberado com a noradrenalina pelos nervos simpáticos (Burnstock 

1990). 

Ao longo dos anos vários estudos mostraram que diversos estímulos levam a 

liberação de ATP por células de mamíferos, inclusive alterações no volume celular 

(Hazama, Shimizu et al. 1999), estresse mecânico (Grygorczyk and Hanrahan 1997), 

hipóxia/hipercapnia (Marina, Turovsky et al. 2017) ou em resposta ao cAMP 

(Schwiebert, Egan et al. 1995). Uma vez liberado, o ATP interage com duas classes 

principais de receptores purinérgicos:  os ionotrópicos P2X que apresentam dois 

domínios transmembranares e os metabotrópicos P2Y com 7 domínios 

transmembranares (Stojilkovic 2009). Os primeiros são canais iônicos permeáveis ao 

Na+, K+ e Ca2+ e formam sete diferentes subtipos de receptores: P2X1 ao P2X7. Os 

metabotrópicos formam 8 subtipos:  P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, 

P2Y14, sendo que os quatro primeiros estão acoplados à proteína Gq e, portanto, 

quando estimulados ativam fosfolipase C (PLC) para produzirem inositol-trifosfato 

(IP3) e mobilizar Ca2+ a partir dos retículos, e os P2Y12, P2Y13, P2Y14 se acoplam a 
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diferentes proteínas G, incluindo a Gs, a Gi e a Gi/o, que ativam distintas cascatas de 

sinalização intracelular (Stojilkovic 2009). 

O ATP extracelular também pode ser metabolizado pelas ectonucleotidases 

podendo levar em última instância à formação do nucleosídeo adenosina. A adenosina 

também influencia a atividade celular por meio da sinalização a receptores 

purinérgicos P1.  Estes se apresentam em quatro subtipos:  A1, A2A, A2B e A3. Os 

receptores A1 e A3 estão acoplados à proteína Gi/o e exercem efeito inibitório, 

enquanto os receptores A2A e A2B estão acoplados à proteína Gs e, portanto, são 

excitatórios (Stojilkovic 2009). A adenosina no e eixo hipotálamo-neurohipofisário 

parece exercer majoritariamente efeito inibitório por meio da sinalização de receptores 

A1 (Stojilkovic 2009). 

 

Tabela 1. Ectonucleotidases. 

 

 

 

 

 

 

Família Características Localização no SNC Substratos
Afinidade  (Km, 

µM)
Produtos

E-NTPDase 1 (CD39) NTP e NDP ATP: 17

E-NTPDase 2 (CD39/L1) NTP e NDP ATP: 70

E-NTPDase 3 (CD39/L3) NTP e NDP ATP: 75

E-NTPDase 8 ATP: 81-226 

E-NTPDase 4 (UDPase -hlALP70) UDP, GDP: 200-500

E-NTPDase 5 (CD39/L4) GDP: 130

E-NTPDase 6 (CD39/L2) -

E-NTPDase 7 (LALP1) -

E-NPP 1 (PC-1) NTP e NDP ATP: 50-500 NMP + Pi + PPi

E-NPP 2 (Autotaxina) ADP-ribose 100 AMP + ribose-5-fosfato

E-NPP 3 (Gp130RB13-6)
Lisofosfatidilc

olina
200 Ácido lisofosfatídico

E-NPP 4

E-NPP 5

E-NPP 6

E-NPP 7

Prostatic acid 

phosphatase
TM-PAP (ACPP isoforma 1) Transmembrana ATP-AMP ? ADP-Adenosina

sPAP (ACPP isoforma 2) Secretada ATP-AMP

Fosfatase Alcalina 

(AP)
TNAP (Tecido não-específico AP)

Glicofosfatidilino

sitol

Hipotálamo;  Tálamo; 

Bulbo Olfativo; Bulbo 

(porção ventral e 

dorsal); Córtex 

Cerebral; 

NTP, NDP, 

NMP
ATP: 40 Nucleosídio + Pi

_ Ecto-5’-Nucleotidase (CD73)
Glicofosfatidilino

sitol

Hipocampo; córtex 

cingular; cerebelo
NMP AMP: 1-50 Nucleosídio + Pi

NMP:  Nucleosídio Monofosfato; NDP: Nucleosídio Difosfato; NTP: Nucleosídio Trifosfato; Pi: Fosfato inorgânico; PPi: Pirofosfato inorgânico. Referências:  Langer 

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

_ _

NMP + Pi

Enzimas/gene

_

Córtex Cerebral; 

Hipotálamo; Bulbo 

Olfativo; Bulbo (porção 

ventral e dorsal); 

?

Ancorada à 

membrana por 

Domínio N-

Terminal

NTP e NDP, 

mas pouco 

ATP e ADP

Não expressada no 

SNC

E-NPPs

Córtex Cerebral; 

Hipotálamo; Bulbo 

Olfativo; Bulbo (porção 

ventral e dorsal); 

Membrana Plasmática 

da Microglia; 

Microvasos Cerebrais; 

Parede Lateral do 

Ancorada à 

membrana por 

domínios C 

(COOH) e N 

Intracelular

E-NTPDases
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Como é apresentado na tabela 1, as ectonucleotidases abrangem várias 

famílias de enzimas que metabolizam o ATP em outros nucleotídeos, como ADP e 

AMP, e a adenosina. Existem ectonucleotidases pertencentes às famílias 

ectonucleosídio trifosfato difosfoidrolase (E-NTPD), ectonucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), além da fosfatase alcalina (AP) e da ecto-5’-

nucleotidase (E-5’-NT) (Langer, Hammer et al. 2008). Alguns subtipos dentro das 

famílias E-NTPDases (NTPDase1,2,3 e 8) e E-NPP (E-NPP1 e 3) hidrolisam moléculas de 

ATP e adenosina difosfato (ADP) em moléculas de adenosina monofosfato (AMP) 

resultando em aumento da concentração extracelular de AMP e fosfato inorgânico 

(Zimmermann, Zebisch et al. 2012). A fosfatases alcalina e a ecto-5’-nucleotidase 

catalisam as reações de degradação de AMP em adenosina e ambas são ancoradas 

à membrana celular por meio do glicosilfosfatidilinositol (Zimmermann, Zebisch et al. 

2012).  

Figura 3. Papel das E-NTPDs e E-5'-NT na sinalização purinérgica.  

 

O ATP extracelular pode ser metabolizado pelas NTPDases (ou CD39) levando a formação dos 

nucleotídeos ADP e AMP. O AMP, por sua vez, pode ser transformado em adenosina pela Ecto-5’-

nucleotidase (ou CD735). O ATP e ADP interagem com receptores P2X e P2Y que são essencialmente 

excitatórios, enquanto a adenosina interage com receptores pré-sinápticos que podem ser tanto excitatórios 

(A2A e A2B) quanto inibitórios (A1 e A3).Fonte: Menzies et al. (2017) 
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Um outro componente importante que participa da sinalização purinérgica são 

as células da glia e várias linhas de pesquisa sugerem que os astrócitos podem ser a 

principal fonte de ATP no SNC (Anderson, Bergher et al. 2003, Coco, Calegari et al. 

2003, Hamilton and Attwell 2010, Bohmbach, Schwarz et al. 2018). Este consenso 

teve como base experimentos iniciais demonstrando que os astrócitos requerem ATP 

não apenas como substrato energético, mas também como um mensageiro parácrino 

para a propagação das ondas de Ca2+ intracelular (Guthrie, Knappenberger et al. 

1999). Nesse contexto, um mecanismo provável para a propagação intercelular de 

Ca2+ nos astrócitos seria a liberação de ATP através das conexinas ou hemicanais 

(Stout, Costantin et al. 2002).  

1.6 SINALIZAÇÃO PURINÉRGICA EM ASTRÓCITOS 

Os astrócitos formam a maioria das células da glia no SNC e de acordo com 

suas características morfológicas e localização podem ser classificados em duas 

classes principais: os astrócitos protoplasmáticos, cujos processos citoplasmáticos 

são mais espessos e numerosos e estão localizados na substância cinzenta, e os 

astrócitos fibrosos, que apresentam processos citoplasmáticos longos e estreitos e 

são encontrados principalmente na substância branca. Contudo, vários outros 

subtipos foram identificados de acordo com a especificidade da região cerebral, 

incluindo glia de Bergmann, glia ependimária, glia marginal, glia radial, glia 

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

Estas células desempenham uma função central na homeostase cerebral pois 

estão envolvidas com a regulação do fluxo sanguíneo local, na constituição da barreira 

hematoencefálica, dão suporte estrutural e metabólico aos neurônios e também são 

responsáveis pela captação de glutamato e potássio (K+) extracelular (Franke, 

Verkhratsky et al. 2012, Yang, Gao et al. 2013). Além de estabelecerem um ambiente 

neuroquímico apropriado, os astrócitos podem modular a atividade neuronal por um 

mecanismo que se inicia com deflagração de ondas de Ca2+ intracelular acarretando 

na liberação de gliotransmissores (Hamilton and Attwell 2010). 
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Os astrócitos estão ativamente envolvidos na modulação de sinalização 

neuronal. Essas células juntamente com os neurônios formam a sinapse tripartite, 

sendo que um único astrócito no cérebro humano pode, dentro de seu domínio, 

acomodar até 2 milhões de sinapses (Hol and Pekny 2015). A função dos astrócitos 

na liberação de gliotransmissores emergiu a partir de estudos demonstrando que o 

glutamato podia evocar ondas de Ca2+ intracelular em cultura in vitro de astrócitos 

(Cornell-Bell, Finkbeiner et al. 1990) e que estas ondas podiam ser propagadas entre 

os astrócitos por meio de junções comunicantes, elevando inclusive a concentração 

intracelular de Ca2+ em neurônios  adjacentes (Nedergaard 1994).  

Figura 4. Características morfológicas e localização dos astrócitos protoplasmáticos e fibrosos.  

 

Os astrócitos protoplasmáticos, cujos processos citoplasmáticos são mais espessos e numerosos e estão 

localizados na substância cinzenta, e os astrócitos fibrosos, que apresentam processos citoplasmáticos 

longos e estreitos e são encontrados principalmente na substância branca. Disponível em: http://what-when-

how.com/neuroscience/histology-of-the-nervous-system-the-neuron-part-2/. 
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Estudos subsequentes demonstraram que o glutamato liberado por terminais 

neuronais também evocava ondas de Ca2+ em astrócitos que, por sua vez, estimulava 

a liberação glial de glutamato, como uma alça de feedback positivo que potencializa o 

efeito excitatório deste transmissor (Porter and McCarthy 1996). Outros 

gliotransmissores foram identificados ao longo dos anos incluindo a D-serina (Mothet, 

Pollegioni et al. 2005), a taurina (Kimelberg, Goderie et al. 1990), o lactato (Tang, Lane 

et al. 2014), o ácido gama-aminobutírico (GABA) (Kozlov, Angulo et al. 2006), e o 

ATP (Guthrie, Knappenberger et al. 1999).  

Os mecanismos da liberação glial de ATP bem como de outros 

gliotransmissores podem ser classificados em dois grupos: (1) mecanismos não-

exocitóticos, que envolvem difusão através de canais iônicos regulados por volume 

(VRAC), por hemicanais, através do receptor purinérgico P2X7 e por meio de 

transportadores de aminoácidos excitatórios (EAATs); e (2) exocitótico, o qual envolve 

o acúmulo de ATP nas vesículas sinápticas e subsequente inserção na membrana 

plasmática guiada pelas proteínas que formam o complexo SNARE (Hamilton and 

Attwell 2010). 

Um importante avanço nos estudos sobre a interação entre os neurônios e a 

glia no SNC ocorreu a partir da criação do modelo animal experimental com 

camundongos transgênicos que expressam proteína vesicular SNARE dominante 

negativa (dn-SNARE) (Pascual, Casper et al. 2005). Neste modelo experimental a 

proteína dn-SNARE é expressa no citosol dos astrócitos e interfere na formação do 

complexo SNARE entre a proteína sinaptobrevina (VAMP3), presente na membrana 

vesicular, com as proteínas associadas à membrana plasmática - sintaxina e 

sinaptosomal (SNAP-23). A dn-SNARE se liga à sintaxina e a SNAP-23 competindo o 

sítio de ligação com a VAMP3, impedindo a ancoragem e a fusão de vesículas 

carregadas com gliotransmissores na membrana plasmática dos astrócitos.  

A interferência na formação do complexo SNARE e na fusão de vesículas na 

membrana plasmática de astrócitos passou a ser possível inclusive em estudos 

realizados em ratos (Sheikhbahaei, Turovsky et al. 2018). A possibilidade é dada pela 

microinjeção de vetores virais no SNC que direcionam a expressão da proteína dn-

SNARE sobre o sítio promotor GFAP, tornando a expressão seletiva em astrócitos. 

Esta abordagem, por sua vez, exerce uma vantagem sobre à transgenia por 
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possibilitar o estudo da gliotransmissão em regiões cerebrais específicas, e não no 

SNC em sua totalidade. Este método foi utilizado recentemente em dois estudos que 

demonstraram pela primeira vez que os astrócitos localizados na superfície ventral do 

bulbo liberam gliotransmissores, sobretudo o ATP, que exercem um papel importante 

no controle da respiração (Sheikhbahaei, Turovsky et al. 2018), bem como na 

regulação do fluxo sanguíneo cerebral (Marina, Christie et al. 2020). 

1.4 NEUROTRANSMISSÃO PURINÉRGICA NO PVN 

Nas últimas cinco décadas a sinalização purinérgica se tornou um aspecto 

importante na neurotransmissão em muitos núcleos encefálicos envolvidos em 

diferentes condições fisiopatológicas (Burnstock 2007), influenciando inclusive 

respostas autonômicas e neuroendócrinas ao nível do PVN (Knott, Marrero et al. 2008, 

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

A contribuição do nosso laboratório começou a partir de 2013 quando foi 

demonstrado que a administração exógena de ATP no PVN promovia aumento dose-

dependente da atividade do nervo simpático lombar em ratos (Ferreira-Neto, Yao et 

al. 2013). Curiosamente, o antagonismo local de tanto dos receptores purinérgicos do 

tipo P2 (com administração de PPADS) bem como dos receptores não-NMDA 

(AMPA/Kainato) para glutamato (com CNQX) atenuaram a simpato-excitação, 

sugerindo, portanto, a existência de uma interação purino-glutamatérgica (Ferreira-

Neto, Yao et al. 2013). 

Posteriormente, estudos mais detalhados dos mecanismos ao nível sináptico 

por meio da técnica de eletrofisiologia de registro neuronal whole-cell patch clamp foi 

demonstrado que o ATP exógeno elevava a frequência de potenciais de ação dos 

neurônios do PVN que se projetavam para o RVLM e, além disso, aumentava as 

correntes de entrada mediadas via ativação dos receptores AMPA por um mecanismo 

que dependia de Ca2+ intracelular (Ferreira-Neto, Antunes et al. 2015). Contudo, havia 

ainda uma questão importante a ser respondida sobre em qual condição fisiológica 

poderia envolver a liberação endógena do ATP no microambiente neuronal do PVN?  

Os autores notaram que os neurônios do PVN identificados com projeção direta 

ao RVLM, ao serem expostos em meio com solução hipertônica (manitol 1%) exibiam 

um aumento similar da amplitude das correntes de entrada via ativação dos receptores 
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AMPA, e o PPADS normalizava este efeito (Ferreira-Neto, Antunes et al. 2015). 

Surgia-se então o primeiro indicativo que o ATP poderia ser liberado no PVN durante 

um desafio hiperosmótico e mais ainda, que esses neurônios hipotalâmicos tinham 

conexões diretas com o tronco-encefálico, como parte de uma via integrativa neuronal 

autonômica. 

Na sequência dos estudos, experimentos mais recentes demonstraram que o 

estímulo hiperosmótico agudo com solução hipertônica de NaCl (3M) ou manitol 

(10%), injetadas intravenosamente em animais experimentais, promoveu uma intensa 

ativação em neurônios do PVN, identificados pela imunomarcação da proteína FOS e 

grande parte desses neurônios eram purinérgicos, pois expressavam receptores 

P2X2. Além disso, no mesmo conjunto de experimentos foi demonstrado que a 

simpatoexcitação decorrente do estímulo hiperosmótico foi significativamente 

atenuada pelo antagonismo dos receptores P2 do PVN com o uso de PPADS 

(Ferreira-Neto, Ribeiro et al. 2017). 

Embora os estudos acima conectam diretamente a hiperosmolaridade com 

ativação de vias purinérgicas em neurônios do PVN e respostas simpatoexcitórias, é 

importante destacar que todos os experimentos até então foram feitos com desafio 

osmótico agudo, mas nenhum, que seja do nosso conhecimento, havia ainda 

demonstrado se a sobrecarga de sal ao longo do tempo induziria de fato a liberação 

de ATP no PVN e se essa purina teria alguma função importante na hipertensão 

induzida por sal. Ademais, uma pergunta relevante que norteou o desenvolvimento do 

presente estudo foi sobre a origem e qual(s) mecanismo(s) envolvido(s) na liberação 

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

Dessa forma, aventamos em primeiro lugar a hipótese de que a sobrecarga de 

sal poderia estimular o acúmulo de ATP no PVN como resultado de uma falha das 

ectonucleotidases em hidrolisar o ATP em adenosina. No entanto, alternativamente 

seria possível que a sobrecarga de sal também estimulasse os astrócitos do PVN a 

liberarem ATP, levando como consequência a ativação dos neurônios do PVN. 

Para responder tais questões, foi concedido pela Fundação de Amparo à 

Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) uma Bolsa Estágio de Pesquisa no 

Exterior (BEPE) que nos possibilitou trabalhar em parceria com o Professor Alexander 

V. Gourine, em seu laboratório no Departamento de Neurociência, Fisiologia e 
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Farmacologia da University College London (UCL) entre outubro de 2018 à outubro 

de 2019. Avaliamos em primeiro lugar a liberação glial de ATP e adenosina utilizando 

biossensores que detectam em tempo real a presença destas purinas em fatias 

coronais do hipotálamo incluindo o PVN. Numa etapa subsequente investigamos se a 

sobrecarga de sal ativaria os astrócitos do PVN bem como de outras regiões cerebrais, 

como no córtex e no hipocampo. Por fim, também exploramos se as vias não-

exocitóticas astrocitárias (como conexinas e receptores P2X7) bem como exocitóticas, 

por meio da expressão viral da proteína SNARE dominante negativa (dn-SNARE) no 

citosol dos astrócitos do PVN, poderiam estar envolvidas com a liberação glial de ATP 

nesse microambiente neuronal.  
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6. CONCLUSÃO 

Nossos resultados mostram que a sobrecarga de sal dada pelo suprimento de 

solução hipertônica com NaCl 2% não afeta a atividade das ectonucleotidases, mas 

estimula os astrócitos do PVN a liberarem ATP por uma via exocitótica.  
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