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Roncari CF. Mecanismos prosencefdlicos envolvidos na ingestdao de sédio e dgua induzida
pela ativacdo gabaérgica do nucleo parabraquial lateral [Dissertacio de Mestrado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP; 2010.

RESUMO

Estudos recentes mostraram a existéncia de importantes mecanismos de
controle da ingestdo de sddio e dgua no nucleo parabraquial lateral (NPBL), uma estrutura
pontina localizada dorsolateralmente ao pedinculo cerebelar superior. Lesdes eletroliticas ou
neurotéxicas do NPBL aumentam a ingestdao de dgua induzida por administracdo central ou
periférica de angiotensina II (ANG II). O bloqueio dos receptores serotoninérgicos,
colecistocinérgicos ou glutamatérgicos com inje¢des bilaterais no NPBL de metisergida,
proglumide ou DNQX, respectivamente, aumentam a ingestao de solu¢@o hipertonica de NaCl
induzida por tratamento com o diurético furosemida combinado com doses baixas do inibidor
da enzima conversora de angiotensina captopril injetados subcutaneamente. Metisergida
injetada no NPBL ainda aumenta a ingestdo de NaCl induzida por ANG II administrada no
ventriculo lateral (VL) ou no 6rgdo subfornical (OSF) e por privagdo hidrica por 24 h,
deplecdo de sédio ou DOCA. Além disso, a ativacdo de receptores adrenérgicos O, com
injecdes de moxonidina ou noradrenalina no NPBL aumenta a ingestdo de NaCl induzida por
furosemida + captopril. Sendo assim, esses estudos mostram que o bloqueio dos mecanismos
inibitérios do NPBL com injecdes de antagonistas de receptores serotoninérgicos,
colecistocinérgicos e glutamatérgicos ou agonistas de receptores adrenérgicos aumenta a
ingestdo de NaCl e 4gua induzida por tratamentos prévios. No entanto, mais recentemente
mostrou-se que a ativagdo gabaérgica do NPBL induz ingestdao de NaCl e dgua em ratos
saciados e normovolémicos que ndo receberam nenhum tratamento prévio. Essa resposta é

reduzida pelo bloqueio dos mecanismos colinérgicos centrais. No presente estudo,




investigamos o efeito da desativacdo de mecanismos prosencefdlicos facilitatérios na ingestao
de NaCl e 4gua induzida pela ativacdo gabaérgica do NPBL. Em ratos com canulas-guia
implantadas no VL ou OSF e bilateralmente no NPBL, foram estudados os efeitos do
bloqueio dos receptores angiotensinérgicos AT, com inje¢des intracerebroventriculares (i.c.v.)
de losartan combinado ou ndo com o bloqueio dos receptores colinérgicos centrais com
injecdo i.c.v. de atropina na ingestdo de NaCl 0,3 M e dgua induzida por muscimol no NPBL.
O envolvimento do OSF na resposta induzida pelo muscimol no NPBL também foi
investigado com injecdes de losartan e atropina nessa drea. Ainda foram testados os efeitos da
ativacdo dos receptores adrenérgicos o/imidazélicos com injecdo i.c.v. de moxonidina na
ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativacdo gabaérgica do NPBL e, a fim de se
verificar a especificidade dos efeitos da moxonidina, também foram testados seus efeitos na
ingestdo de sacarose 2%. Em ratos que receberam inje¢do i.c.v. de veiculo, injecdes bilaterais
de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL induziram ingestdao de NaCl 0,3 M (31,7 + 1,8 ml/4
h, vs. salina: 0,4 + 0,3 ml/4h) e dgua (21,5 £ 2,0 ml/4 h, vs. salina: 0,8 + 0,2 ml/4 h). Injecdo
i.c.v. de losartan (50 e 100 pg/1,0 ul) reduziu os efeitos da injecdo de muscimol (0,5 nmol/0,2
pl) no NPBL na ingestdo de NaCl 0,3 M (18,9 + 2,0 e 9,9 + 1,7 ml/4 h, respectivamente) e
agua (9,8 £ 1,7e 5,1 = 1,1 ml/4 h, respectivamente). Em outro grupo de animais, inje¢do i.c.v.
de losartan (100 pug/1,0 ul) ou atropina (20 nmol/1,0 ul) reduziu os efeitos do muscimol (0,5
nmol/0,2 pl) injetado no NPBL na ingestdao de NaCl 0,3 M (15,6 £ 24 ml/4 he 11,5t 1,4

ml/4 h, respectivamente, vs. veiculo i.c.v.: 38,0 + 4,8 ml/4 h) e dgua (9,4 £ 3,0 ml/4he 2,0 £

0,4 ml/4 h, respectivamente, vs. veiculo i.c.v.: 16,7 = 4,0 ml/4 h). Porém, a associacdo dos
dois tratamentos (losartan + atropina i.c.v.) ndo produziu reducdo adicional dos efeitos do
muscimol injetado no NPBL na ingestdo de NaCl 0,3 M (12,4 = 1,8 ml/4 h) e 4gua (4,1 £ 1,4
ml/4 h). Injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL em ratos que receberam

injecdo de veiculo no OSF também induziram ingestdao de NaCl 0,3 M (34,5 £ 2,2 ml/4 h, vs.




salina: 0,4 £ 0,1 ml/4 h) e 4gua (12,7 £ 2,4 ml/4 h, vs. salina: 0,2 £ 0,1 ml/4 h). Injecdes de
losartan (1 pg/0,1 pl) ou atropina (2 nmol/0,1 ul) no OSF reduziram os efeitos do muscimol
injetado no NPBL na ingestdo de NaCl 0,3 M (6,6 £ 1,9 ml/4 h e 84 £ 2,2 ml/4 h,
respectivamente) e aboliram a ingestdo de dgua (4,0 £ 1,0 ml/4 h e 2,5 = 1,0 ml/4 h,
respectivamente). A injecdo de moxonidina (20 nmol/1,0 pl) no VL aboliu os efeitos do
muscimol na ingestdo de NaCl 0,3 M (1,5 = 0,9 ml/4 h, vs. veiculo i.c.v.: 22,3 + 1,0 ml/4 h) e
dgua (1,4 = 1,2 ml/4 h, vs. veiculo i.c.v.: 11,2 + 2,9 ml/4 h), mas também reduziu a ingestao
de sacarose 2% (1,4 £ 1,0 ml/2 h, vs. veiculo i.c.v.: 3,7 = 0,9 ml/2 h) sem alterar a ingestdao de
agua (0,1 £ 0,0 ml/2 h, vs. veiculo i.c.v.: 0,4 = 0,2 ml/2 h). Os resultados sugerem que os
mecanismos facilitatorios prosencefalicos angiotensinérgico e colinérgico, particularmente os
localizados no OSF, estdao envolvidos igualmente na ingestdo de dgua e especialmente de
NaCl induzida pela ativacdo gabaérgica do NPBL. Além disso, a ativagdo do mecanismo
inibitorio prosencefdlico adrenérgico ap/imidazdlico também inibe a ingestdo de NaCl e dgua
induzida pela ativagdo gabaérgica do NPBL, o que mais uma vez sugere o envolvimento de
mecanismos prosencefalicos na ingestdo de NaCl e dgua que ocorre apos a desativagdo dos
mecanismos inibitérios do NPBL com injecdes de muscimol. Os efeitos da moxonidina,
porém, talvez possam ser resultado de acdes inespecificas, j4 que a ativacdo de receptores
adrenérgicos ap/imidazdlicos também reduz outros comportamentos ingestivos, como
ingestdo de sacarose. Portanto, parece que a atividade dos mecanismos angiotensinérgico e
colinérgico centrais € essencial para a ingestao de NaCl e d4gua produzida pela desativagao dos
mecanismos inibitérios do NPBL com inje¢des de muscimol nessa drea em ratos saciados e

normovolémicos.

Palavras-chave: muscimol, angiotensina II, acetilcolina, 6rgao subfornical.
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ABSTRACT

Recent studies have shown important mechanisms for the control of sodium
and water intake in the lateral parabrachial nucleus (LPBN), a pontine structure localized
dorsolaterally to the superior cerebellar peduncle. Electrolytic or neurotoxic lesions of the
LPBN increase water intake induced by central or peripheral administration of angiotensin II
(ANG II). The blockade of serotonergic, cholecystokinergic or glutamatergic receptors with
bilateral injections of methysergide, proglumide or DNQX, respectively, into the LPBN
increases hypertonic NaCl intake induced by the treatment with subcutaneous injections of
diuretic furosemide combined with low dose of angiotensin converting enzyme inhibitor
captopril. LPBN injections of methysergide also increases NaCl intake induced by ANG 11
injected in the lateral ventricle (LV) or into the subfornical organ (SFO) and 24 h water
deprivation, sodium depletion or DOCA. Moreover, activation of ay-adrenoceptors with
injections of moxonidine or noradrenaline into the LPBN also increases NaCl intake induced
by furosemide + captopril. Therefore theses studies have shown that blockade of LPBN
inhibitory mechanisms with injections of serotonergic, cholecystokinergic or glutamatergic
antagonists or adrenergic agonists increase NaCl and water intake induced by treatments that
induce water and/or NaCl intake. However, recently it has been shown that GABAergic
activation of the LPBN induces NaCl and water intake in satiated and normovolemic rats that
received no previous treatment, a response reduced by the blockade of central cholinergic
mechanisms. In the present study, we investigated the effects of deactivation of forebrain

facilitatory mechanisms on NaCl and water intake induced by gabaergic activation of the




LPBN. Rats with stainless steel cannulas implanted into the LV or SFO and bilaterally into
the LPBN were used to test the effects of the blockade of central angiotensinergic AT,
receptors with losartan injected intracerebroventricularly (i.c.v.) combined or not with the
blockade of central cholinergic receptors with i.c.v. atropine on LPBN muscimol-induced 0.3
M NaCl and water intake. The involvement of the SFO on LPBN-muscimol responses was
also investigated with injection of losartan and atropine into this area. In addition, we also
tested the effects of the activation of ay-adrenergic/imidazoline receptors with i.c.v.
moxonidine on 0.3 M NaCl and water intake induced by gabaergic activation of the LPBN. In
order to test the specificity of moxonidine to inhibit water and NaCl intake, we also tested its
effects on 2% sucrose intake. In rats that received i.c.v. injection of vehicle, bilateral
injections of muscimol (0.5 nmol/0.2 ul) into the LPBN induced 0.3 M NaCl (31.7 £ 1.8 ml/4
h, vs. saline: 0.4 + 0.3 ml/4h) and water intake (21.5 £ 2.0 ml/4 h, vs. saline: 0.8 £ 0.2 ml/4 h).
Losartan (50 and 100 ug/1.0 pul) injected i.c.v. reduced the effects of LPBN-muscimol (0.5
nmol/0.2 pl) on 0.3 M NaCl (18.9 + 2.0 and 9.9 = 1.7 ml/4 h, respectively) and water intake
(9.8 £ 1.7 and 5.1 + 1.1 ml/4 h, respectively). In another group of rats, i.c.v. injection of
losartan (100 pg/1.0 ul) or atropine (20 nmol/1.0 ul) reduced the effects of muscimol into the
LPBN on 0.3 M NaCl (15.6 £2.4 ml/4 h and 11.5 * 1.4 ml/4 h, respectively, vs. vehicle i.c.v.:
38.0 = 4.8 ml/4 h) and water intake (9.4 = 3.0 ml/4 h and 2.0 = 0.4 ml/4 h, respectively, vs.
vehicle i.c.v.: 16.7 = 4.0 ml/4 h). However, association of both treatments (i.c.v. losartan +
atropine) did not produce additional reduction on muscimol effects on 0.3 M NaCl (12.4 + 1.8
ml/4 h) and water intake (4.1 = 1.4 ml/4 h). Bilateral injections of muscimol (0.5 nmol/0.2 ul)
into the LPBN in rats that received vehicle into the SFO also induced 0.3 M NaCl (34.5 £ 2.2
ml/4 h, vs. saline: 0.4 + 0.1 ml/4 h) and water intake (12.7 £ 2.4 ml/4 h, vs. saline: 0.2 + 0.1
ml/4 h). Injections of losartan (1 pug/0.1 ul) or atropine (2 nmol/0.1 ul) into the SFO reduced

the effects of muscimol into the LPBN on 0.3 M NaCl intake (6.6 £ 1.9 ml/4 h and 8.4 £ 2.2




ml/4 h, respectively) and abolished water intake (4.0 £ 1.0 ml/4 h and 2.5 £ 1.0 ml/4 h,
respectively). Injection of moxonidine (20 nmol/1.0 pl) into the LV abolished the effects of
muscimol into the LPBN on 0.3 M NaCl (1.5 £ 0.9 ml/4 h, vs. vehicle i.c.v.: 22.3 = 1.0 ml/4
h) and water intake (1.4 = 1.2 ml/4 h, vs. vehicle i.c.v.: 11.2 = 2.9 ml/4 h), but also reduced
2% sucrose intake (1.4 £ 1.0 ml/2 h, vs. vehicle 1.c.v.: 3.7 £ 0.9 ml/2 h) without affecting
water intake (0.1 £ 0.0 ml/2 h, vs. vehicle i.c.v.: 0.4 £ 0.2 ml/2 h) in the same rats. The results
suggest that forebrain angiotensinergic and cholinergic facilitatory mechanisms, particularly
of the SFO, are similarly involved on water and specially NaCl intake induced by gabaergic
activation of the LPBN. Moreover, the activation of forebrain a,-adrenergic/imidazoline
inhibitory mechanisms inhibits NaCl and water intake induced by gabaergic activation of the
LPBN, suggesting again the involvement of forebrain mechanisms on NaCl and water intake
after deactivation of LPBN inhibitory mechanisms with muscimol injection. However,
moxonidine i.c.v. also reduced sucrose intake, which suggests that activation of central o,-
adrenergic/imidazoline receptors may also produce non specific inhibition of ingestive
behaviors. Therefore it seems that the activity of angiotensinergic and cholinergic
mechanisms is essential for the release of NaCl intake produced by the deactivation of LPBN
inhibitory mechanisms with injections of muscimol into this area in satiated and

normovolemic rats.

Keywords: muscimol, angiotensin II, acetylcholine, subfornical organ.
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1 INTRODUCAO

A todo instante perdemos dgua e eletrdlitos, principalmente sédio, pela respiracao,
suor e predominantemente pela excrecdo urindria. A dgua e o sédio sdo fundamentais para a
manutencdo da quantidade e da concentracdo dos liquidos corporais, garantindo o perfeito
funcionamento das células e a manutencdo da pressdao arterial. Portanto, em situacdes de
alteracdes de volume ou da osmolaridade dos liquidos corporais, diferentes mecanismos sao
ativados. A ativagdo desses mecanismos, por promover ajustes na ingestao e excrecdo de dgua
e sodio, normalmente permite restabelecer o equilibrio hidroeletrolitico do organismo. A
ingestao de dgua e de NaCl, ou apenas de 4gua, é estimulada diante de uma hipovolemia ou de
aumento da osmolaridade. Nessas situacOes, receptores localizados em diversas partes do
organismo (por exemplo, receptores de volume localizados no sistema cardiovascular e
osmorreceptores) ou hormonios produzidos sinalizam para algumas regides especificas do
cérebro que, uma vez ativadas, desencadeiam respostas renais e/ou comportamento de busca
por dgua (sede) e sédio (apetite ao sédio)48’78.
Um pequeno aumento de 1 a 2% na pressdo osmotica efetiva do plasma resulta
na estimulacdo da sede em mamiferos. Trabalhos pioneiros mostraram um importante papel
da regidao anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V) nos mecanismos da sede, pois a

~ . .. 147
ablacdo da regido AV3V de carneiros e ratos causa adipsia”

. Em estudos subsequentes,
novas evidéncias confirmaram que os osmorreceptores estdo localizados no 6rgdo vasculoso
da lamina terminal (OVLT) e no 6rgdo subfornical (OSF)47’80’81. O OSF e o0 OVLT sao dois
orgdos circunventriculares situados na lamina terminal fora da barreira hematoencefalica.
Trabalhos eletrofisioldgicos e imunohistoquimicos sugerem que os neurdnios dos Orgaos
circunventriculares sdo ativados através de suas células osmo-sédio- e angiotensina II-
sensiveis durante um aumento da osmolaridade do liquido extracelular ou uma deficiéncia

47,68,80,81

aguda de sédio corporal, respectivamente . O nucleo pré-o6ptico mediano (MnPO), o
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qual também faz parte da regido AV3V, recebe aferéncias dos neurdnios do OSF e OVLT e
pode integrar sinais neurais vindos desses 6rgdos circunventriculares com as informacoes
sensoriais viscerais vindas do tronco cerebral™.

O sistema renina-angiotensina-aldosterona é um importante sistema hormonal
ativado em situacdes de hipovolemia. A renina, uma enzima proteolitica, atua sobre o
substrato plasmadtico, o angiotensinogénio (uma proteina globular sintetizada no figado),
produzindo a angiotensina I (ANG I). A ANG I sob a agdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA), localizada especialmente nos endotélios da circulagdo pulmonar, produz
a angiotensina Il (ANG II). Fatores como reducdo da pressdo de perfusdo arterial renal,
reducdo da concentracdo do fon sédio para a micula densa, aumento da atividade do nervo
renal, ativacdo dos receptores adrenérgicos do subtipo P, catecolaminas ou prostaglandinas
circulantes, ativam a secrecdo de renina’>. A ANG II apresenta indmeras funcdes fisiolégicas,
como regulacdo da pressdo arterial e secrecdo de vasopressina, além de estimular a ingestdo
de dgua e/ou sddio, tanto por suas acOes periféricas (controle da secrecdo de aldosterona),
quanto pela acdo direta em algumas areas do cérebro, como a regido AV3V e o OSF,
principais areas do cérebro onde estio localizados os receptores para esse peptideo“’53 A
administracdo periférica ou intracerebroventricularmente (i.c.v.) de inibidores da ECA

32,64,82,83 R
. Tanto o inibidor da

diminui a ingestdo de s6dio em animais depletados deste fon
ECA captopril ou o antagonista de receptores AT, losartan perifericamente, como losartan ou
PD123319 (antagonista de receptores AT,) centralmente reduzem a ingestdo de solucdo
hipertdnica de NaCl induzida por privacdo hidrica ou deplecdo de sédio’”. Assim, verifica-se
que a ANG II tem um importante papel na ingestdo de sédio induzida por diferentes
protocolos. A aldosterona, um mineralocorticéide, também tem papel fundamental na

conservagao do s6dio no organismo. A secre¢do de aldosterona pela zona fasciculada da

adrenal € regulada pela ANG II e concentracdo extracelular de potdssio. A aldosterona tem
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acdes renais, regulando a reabsorcio de sédio e secrecdo de potéssio’, e acdes centrais em
dreas como no nucleo central da amigdala (CeA), induzindo o apetite ao s6dio™ . Além
disso, o NTS contém uma subpopulacdo de neurdnios que co-expressam receptores da
aldosterona e a enzima 11-B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (HSD2), o que os torna
sensiveis apenas a aldosterona. Esses neurdnios também estariam envolvidos na modulagdo
do apetite ao sédio, que é aumentado pela aldosterona***.

Paralelamente a atuacdo dos mecanismos que facilitam a ingestio de dgua e de
NaCl, como os acima citados, o organismo também dispde de mecanismos inibitérios da
ingestdo de dgua e de NaCl que atuam limitando a ingestdo nas situacdes em que o equilibrio
estd presente, ou seja, esses mecanismos sinalizam para que ocorra a saciedade. A ocitocina
(OT) e o peptideo natriurético atrial (ANP) sdo secretados na circulacdo sanguinea durante
expansdo de volume, particularmente durante expansdo hipertdnica, e ambos tem acdo
natriurética, um mecanismo importante para compensar ou pelo menor atenuar essa
expans€1054. Complementando a a¢do renal, esses hormdnios também inibem a sede e o apetite
ao sodio. Injecio de ANP no ventriculo lateral (VL) reduz a ingestdo de dgua e de NaCl
induzidos por privagdo hidrica, por deplecao de sddio ou por inje¢do central de ANG %,
Aumento na ingestdo de sddio ocorre por inje¢do intracerebral de anticorpo para ANP*. Os
niveis plasméticos de OT aumentam em resposta a uma carga osmotica e este aumento €
revertido em resposta a dilui¢do do liquido extracelular durante a ingestdo de dgua que
precede o apetite ao sédio em animais hipovolémicos®”. Injecdo i.c.v. de OT reduz a ingestdo
de NaCl induzida por deplecdo de sédio e a injecao de antagonista de OT potencializa a
ingestio de NaCl induzida por ANG II'"". Concomitante 2 ativacdo de mecanismos
facilitarios do apetite ao s6dio (ANG II, aldosterona, desativacao de receptores de volume),

ocorreria a liberacdo de OT centralmente que inibiria o apetite ao sédio nas fases iniciais de

hipovolemia. Mais tarde, com a ingestdo de &dgua, os mecanismos inibitérios seriam
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desativados pela reducdo da osmolaridade extracelular, liberando entdo a acdo dos
mecanismos facilitatérios para a ingestdo de s6dio®"”.

No tronco cerebral, um importante mecanismo inibitério da ingestdo de dgua e
sédio foi recentemente descoberto no nicleo parabraquial lateral (NPBL)>'!9-21:29976063.66.67
O NPBL ¢ uma estrutura pontina que recebe projecdes aferentes da drea postrema (AP) e da
porcdo medial do nidcleo do trato solitirio (NTSm) e que faz conexdes com dreas
prosencefélicas envolvidas no controle do balanco hidroeletrolitico, como nucleos especificos

. , . 15,43,44,51
do hipotdlamo e amigdala'>***

. Assim, um papel importante do NPBL seria integrar as
informacdes ascendentes do NTSm e AP que, por sua vez, poderiam influenciar a atividade
das dreas prosencefdlicas envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico. Lesdes
eletroliticas ou quimicas (4cido iboténico) e injecdo de lidocaina no NPBL aumentam a
ingestdo de 4dgua induzida por injec@o central ou periférica de ANG II, bem como por outros
estimulos relacionados com a formacdo de ANG II, sugerindo um papel inibitério do NPBL

. ~ £ o11429:48,65,66
sobre o controle da ingestao de dgua

. Injecdes bilaterais no NPBL de metisergida, um
antagonista de receptores serotoninérgicos, aumentam a ingestdo de NaCl induzida pela ANG
IT administrada tanto i.c.v. quanto no OSF'*%, Metisergida injetada bilateralmente no NPBL
também aumenta a ingestdo de NaCl em animais submetidos a deplecdo de sédio, tratamento
com injecdes do diurético furosemida combinado com o bloqueador da enzima conversora de
angiotensina captopril em baixa dose, ambos injetados subcutaneamente (s.c.) e tratamento
com desoxicorticosterona (DOCA — composto esteréide com propriedades semelhantes a
aldosterona)®'**®. Por outro lado, a injecio de DOI (agonista de receptores 5-HTac) no
NPBL reduz a ingestdo de NaCl induzida pelo tratamento com furosemida + captopril®.

Além da serotonina, também a colecistocinina (CCK) no NPBL tem um papel

inibitério na ingestdo de dgua e sédio60, demonstrando-se, inclusive, uma interdependéncia e

cooperatividade entre serotonina (5-HT) e CCK no NPBL no controle da ingestdo de dgua e
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NaCl?’. Estudos mais recentes mostraram que paralelamente 2 5-HT e CCK, virios outros
neurotransmissores e receptores participam do controle da ingestao de NaCl no NPBL. Dentre
esses neurotransmissores, o fator liberador de corticotrofina e o glutamato ativam esse
mecanismo inibitério reduzindo ou limitando a ingestdo de sddio, enquanto a ativagcdo de
receptores gabaérgicos, opioidérgicos e adrenérgicos a, no NPBL bloqueiam o mecanismo
inibitério levando a uma intensa ingestdo de NaCl por ratos saciados ou estimulados a ingerir
NaClI*"**’. Portanto, pelo que se sabe até hoje parecem existir neurotransmissores que ativam
e outros que desativam ou bloqueiam o mecanismo inibitério da ingestdo de NaCl presente no
NPBL.

Injecdes de antagonistas da serotonina, colecistocinina, fator liberador de
corticotrofina e glutamato, assim como agonistas de receptores adrenérgicos o, no NPBL
aumentam a ingestdo de sédio em ratos submetidos a algum tratamento que estimule a

2,3,18,21,2 4 4 . N
-3.18,21,27.58.63.8 . Porém, em ratos saciados e normovolémicos esses mesmos

ingestdo de sédio
tratamentos ndo produzem nenhum efeito na ingestdao de sodio. Isso levou a hipétese de que a
ingestdo de sddio sé ocorreria quando, simultaneamente, mecanismos facilitatorios fossem
ativados e mecanismos inibitérios fossem desativados'®>®®. No entanto, resultados mais
recentes mostraram que somente injecdes bilaterais de agonistas gabaérgicos ou opioidérgicos
no NPBL induzem uma intensa ingestio de NaCl em ratos saciados e normovolémicos' .
Esses estudos demonstraram que a ativacao de receptores GABA 4 (com injecdes bilaterais de
muscimol) e GABAg (com injecdes bilaterais de baclofen) no NPBL induz intensa ingestao
de NaCl e 4gua em ratos saciados, normalmente hidratados e sem nenhum tratamento
prévio’®, sugerindo um envolvimento do aminodcido inibitério 4cido <Y-aminobutirico
(GABA) no NPBL no controle da ingestdo de sédio. Ou seja, parece que apenas a desativacao

dos mecanismos inibitérios do NPBL pela inibi¢do dos neurdnios do NPBL pela ativagao de

receptores gabaérgicos seria suficiente para induzir ingestdo de NaCl e d4gua. Um ponto a ser
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completamente esclarecido € como a inibi¢do do NPBL com a ativagdo gabaérgica poderia
estimular a ingestao de dgua e sédio.

Um aumento paradoxal da ingestdo de NaCl hipertdnico além da ingestdo
normal de dgua foi recentemente descrito quando o bloqueio serotoninérgico ou a ativagao de
receptores adrenérgicos ay no NPBL foram combinados com o aumento da osmolaridade
plasmitica produzido por sobrecarga intragdstrica de NaCl 2 M>*2. Segundo modelo proposto
por De Luca Jr. et al.??, os osmorreceptores ou receptores de sédio ativam circuitos que
desencadeiam a sede e o apetite ao s6dio, porém, ha uma inibi¢do paralela do apetite ao sddio
pelos mecanismos inibitérios do NPBL que neutralizariam os efeitos facilitatérios da ingestao
de NaCl produzidos pela ativacdo de osmorreceptores. Considerando-se que, de acordo com a
proposta de De Luca Jr. et al.*’, os sinais facilitatérios produzidos pela ativacdo de
osmorreceptores poderiam nao apenas estimular a ingestdo de dgua, mas também estimular a
ingestdo de NaCl se o mecanismo inibitério do NPBL estiver bloqueado e que mecanismos
colinérgicos centrais serlam importantes para a sinalizacdo produzida pelos
osmorreceptoressz, realizou-se um estudo para testar a participacdo dos mecanismos
colinérgicos na ingestdo de NaCl e dgua induzida pela ativacdo gabaérgica do NPBL. Os
resultados mostraram que o bloqueio dos mecanismos colinérgicos reduz a ingestdo de NaCl e
dgua induzida pelo muscimol no NPBL, evidenciando que os mecanismos colinérgicos sao
essenciais para a resposta induzida pelo muscimol injetado no NPBL'.

Resultados recentes obtidos no laboratério mostraram que também a lesdo da
regiio AV3V reduz a ingestdo de NaCl e dgua induzida pela inje¢do de muscimol no NPBL*,
Como a regido AV3V € muito importante para as respostas produzidas pela ANG II, entre
elas a ingestdo de dgua e NaCl'%!", ¢ possivel que a ingestdo de NaCl e dgua produzida pela
injecdo de muscimol no NPBL também dependa da ativagcdo de receptores angiotensinérgicos

da regiio AV3V ou mesmo do OSF que tem fortes conexdes com a regido AV3V**™.
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Sabe-se também que a ingestdo de dgua e de sodio induzida pelos mais
diferentes tipos de estimulos até hoje testados € altamente influenciada por um mecanismo
inibitério localizado em dreas prosencefdlicas e que € ativado pelos receptores adrenérgicos
oy, Esse mecanismo, ativado pela administracdo central ou periférica de moxonidina ou
clonidina (agonistas de receptores adrenérgicos op/imidazélicos), inibe a ingestdo de dgua
e/ou NaCl induzida por diferentes protocolos experimentais, como privacdo hidrica de 24 h,
infusdo de salina hipertdnica, estimulacdo angiotensinérgica ou colinérgica centrais, deplecao
de s6dio, injecdo i.c.v. de renina e injecdo periférica de DOCA'*!42326:28.:30.31,34-37.62.73.77.85.86
Outra possibilidade que ainda ndo foi testada € se a ativacdo desse mecanismo inibitério

prosencefiélico reduziria os efeitos induzidos pelas injecdes bilaterais de muscimol no NPBL.



Objetivo

2 OBJETIVO

Investigar a participacdo de mecanismos prosencefdlicos na ingestdao de NaCl e dgua
induzida pela ativacdo gabaérgica do NPBL, avaliando-se os efeitos na ingestao de NaCl 0,3
M e 4gua induzida por injecdes bilaterais de muscimol no NPBL apds 1) bloqueio dos
receptores AT; com injecdes de losartan no VL; 2) bloqueio combinado dos receptores AT, e
colinérgicos com injecdes i.c.v. de losartan e atropina; 3) bloqueio dos receptores AT; ou
colinérgicos com injecdes de losartan ou atropina no OSF; 4) ativacdo dos receptores

adrenérgicos 0/imidazdlicos com inje¢des i.c.v. de moxonidina.



Material e método

3 MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Holtzman com peso entre 290 e 310 g no dia da cirurgia
cerebral, provenientes do Biotério do Campus de Araraquara da UNESP. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais de aco inoxiddvel, com livre acesso a racdo Guabi, dgua e
NaCl 0,3 M e permaneceram em salas climatizadas (temperatura de 23 + 2° C e umidade de
50 + 10%), com clico claro-escuro de doze horas (luzes acesas as 7h), no Laboratério
Experimental de Fisiologia do Departamento de Fisiologia e Patologia da FOAr, UNESP,
Araraquara. Todos os procedimentos experimentais foram autorizados pelo Comité de Etica

em Experimentacdo Animal — CEEA (Proc. CEEA n° 17/2007).

3.2 Cirurgia cerebral

Os ratos foram anestesiados com uma combinagdo de cetamina (80 mg/kg peso
corporal) e xilazina (7 mg/kg peso corporal) administrada intraperitonealmente e posicionados
em um aparelho estereotdxico (modelo Kopf 900). O cranio foi nivelado utilizando como
referéncia o bregma e o lambda. Duas canulas-guia de ago inoxiddvel de 12 x 0,5 mm d.i.
(didmetro interno) foram implantadas bilateralmente direcionadas para o NPBL. Uma terceira
canula-guia foi implantada em direcdo ao VL ou OSF. As coordenadas estereotdxicas
utilizadas para o posicionamento das canulas-guia foram: a) NPBL: 9,6 mm caudal ao
bregma, 2,1 mm lateral a linha mediana e 3,1 mm abaixo da dura-mater; b) VL: 0,8 mm
caudal ao bregma, 1,6 mm lateral a linha mediana e 3,5 mm abaixo da superficie cranial; c)
OSF: 1,2 mm caudal ao bregma, na linha mediana e 2,7 mm abaixo da dura-mditer. A
extremidade das canulas-guia foi posicionada no encéfalo 2 mm acima das dreas de interesse.
As canulas-guia foram fixadas utilizando resina acrilica aderida a parafusos presos na calota

craniana. Exceto durante as injecdes, um mandril de metal foi utilizado para o preenchimento
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e fechamento da extremidade externa das canulas-guia. Ao fim da cirurgia cerebral, os ratos
receberam uma injecdo intramuscular de antibidtico (benzilpenicilina — 80.000 Uls e
estreptomicina — 33 mg) e uma injecdo subcutanea de analgésico/anti-inflamatério
(cetoprofeno 1% - 0,03 ml/rato).

Apés a cirurgia, os ratos foram manipulados diariamente e treinados para o
procedimento experimental. Os experimentos foram iniciados cinco dia apds a cirurgia

cerebral.

3.3 Injecao de drogas no encéfalo

As injecdes no NPBL, VL e OSF foram feitas utilizando-se seringas Hamilton de 5 pl,
conectada por um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora. Essa agulha injetora foi
introduzida no encéfalo pelas canulas-guia previamente fixadas no encéfalo. A agulha injetora
(0,3 mm d.i.) era 2 mm mais longa que a canula-guia. O volume de inje¢do foi de 0,2 ul no

NPBL (em cada lado), 1,0 ul no VL e 0,1 ul no OSF.

3.4 Drogas utilizadas

Hidrobrometo de muscimol (Research Biochemicals Internationals — RBI, Natick,
MA, USA), agonista de receptores GABA,, foi dissolvido em salina isotOnica estéril e
administrado no NPBL na concentracdo de 0,5 nmol/0,2 pl.

Losartan potéssico (Galena, Campinas, SP, Brasil), antagonista de receptores AT}, foi
dissolvido em solugdo salina tamponada (veiculo) e administrado no VL e OSF nas
concentracoes de 50 e 100 pug/1,0 ul e 1 ug/0,1 ul, respectivamente.

Metilbrometo de atropina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), antagonista
colinérgico muscarinico, foi dissolvido em solucdo salina tamponada (veiculo) e administrado

no VL e OSF nas concentragdes de 20 nmol/1,0 pl e 2 nmol/0,1 pl, respectivamente.
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Cloridrato de moxonidina (doac@o da Solvay Pharma, Hannover, Alemanha), agonista
adrenérgico 0/imidazdlico, foi dissolvido em uma mistura de propilenoglicol e dgua 2:1

(veiculo) e administrado no VL na concentrag@o de 20 nmol/1,0 pl.

3.5 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua

A ingestdao de NaCl 0,3 M e é4gua foi testada em ratos mantidos em suas gaiolas.
Durante a execugao dos experimentos, 0s ratos nio tiveram acesso a ra¢ao. A solucao de NaCl
0,3 M e a 4gua foram oferecidas em buretas graduadas (divisao de 0,1 ml). Logo apds as
injecOes no NPBL, as buretas foram oferecidas e a ingestdo de NaCl 0,3 M e dgua foi medida
a cada 30 minutos durante 4 horas. As injecdes no VL e OSF foram feitas previamente as
injecoes no NPBL. No experimento em que losartan e atropina foram injetados
conjuntamente, losartan foi injetado 15 minutos antes da atropina. Foi guardado um intervalo

de, no minimo, 48 horas entre dois experimentos nos mesmos animais.

3.6 Ingestao de sacarose 2% e agua

Ap6s o periodo de recuperacao da cirurgia cerebral, os animais foram treinados para a
ingestdo de sacarose 2%. Para isso, os animais tiveram a disposicao solu¢do de sacarose 2%
por 2 horas diariamente. Assim que se observou uma estabilidade no volume ingerido de
sacarose 2% foram feitos os experimentos.

A ingestdo de sacarose 2% e 4gua foi testada em ratos mantidos em suas gaiolas.
Durante a execug¢do dos experimentos, 0os ratos nao tiveram acesso a ragdo. A solucdo de
sacarose 2% e agua foram oferecidas em buretas graduadas (divisao de 0,1 ml). Quinze
minutos apos a injecdo no VL, as buretas foram oferecidas e a ingestao de sacarose 2% e dgua
foi medida a cada 30 minutos durante 2 horas. Foi guardado um intervalo de, no minimo, 48

horas entre dois experimentos nos mesmos animais.
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3.7 Analise histolégica

Terminados os experimentos, os ratos receberam inje¢do de corante (azul de Evans a
2%) em cada canula-guia no mesmo volume utilizado para a injecao de drogas. Em seguida,
os ratos foram profundamente anestesiados com tiopental sédico (70 mg/kg de peso corporal)
e submetidos a uma perfusao cerebral por meio de inje¢do no coragdo de 50 ml de solugdo de
formalina 10%. A seguir, os cérebros foram retirados e fixados em formalina 10% por alguns
dias. Cortes transversais (50 pm de espessura) foram feitos nos sitios de injecdo com auxilio
de um criostato (Leica). Os cortes histologicos montados em lamina foram corados pelo
método de Giemsa e analisados em microscopio para a localizagdo dos sitios de inje¢des no

NPBL, VL e OSF.

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média (E.P.M.) foram
representados em gréficos ou tabelas. A andlise de variancia (ANOVA) e o pods-teste de
Newman Keuls foram utilizados para as comparacdes entre os diferentes tratamentos.

Diferencas foram consideradas significantes para P < 0,05.

3.9 Protocolos experimentais
3.9.1 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativacao gabaérgica do NPBL
em ratos pré-tratados com injecao i.c.v. de losartan.

Para testar os efeitos do losartan, a ingestdo de NaCl 0,3 M e dgua foi medida nas
seguintes condicdes: 1) injecdo de veiculo (soluc¢do salina tamponada) no VL e salina no
NPBL 2) injec@o de veiculo no VL e muscimol no NPBL; 3) injecdo de losartan (50 pug/1,0
ul) no VL e muscimol no NPBL; 4) injecao de losartan (100 pg/1,0 pl) no VL e muscimol no

NPBL. Em cada experimento o grupo de ratos foi divido em dois e metade do grupo recebeu
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um dos tratamentos descritos acima e a outra metade recebeu outro tratamento. A sequéncia
dos tratamentos em cada rato nos diferentes experimentos foi aleatdria e ao final de todos os

experimentos cada rato havia recebido os quatro tratamentos.

3.9.2 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativacao gabaérgica do NPBL

em ratos pré-tratados com injecao i.c.v. combinada de losartan e atropina.
Para testar os efeitos da injecdo i.c.v. combinada de losartan e atropina a ingestao de
NaCl 0,3 M e agua foi medida nas seguintes condi¢des: 1) injecdo de veiculo (solucdo salina
tamponada) no VL e salina no NPBL 2) injecdo de veiculo no VL e muscimol no NPBL; 3)
injecdo de losartan (100 ng/1,0 ul) no VL e muscimol no NPBL; 4) injecdo de atropina (20
nmol/1,0 pl) no VL e muscimol no NPBL; 5) injecdo de losartan e atropina no VL e
muscimol no NPBL. Em cada experimento o grupo de ratos foi divido em dois e metade do
grupo recebeu um dos tratamentos descritos acima e a outra metade recebeu outro tratamento.
A sequéncia dos tratamentos em cada rato nos diferentes experimentos foi aleatéria e ao final

de todos os experimentos cada rato havia recebido os cinco tratamentos.

3.9.3 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativacao gabaérgica do NPBL

em ratos pré-tratados com injecao de losartan ou atropina no OSF.
Para testar os efeitos da injec@o de losartan ou atropina no OSF a ingestdao de NaCl 0,3
M e dgua foi medida nas seguintes condi¢des: 1) injecdo de veiculo (solucdo salina
tamponada) no OSF e salina no NPBL 2) injec@o de veiculo no OSF e muscimol no NPBL; 3)
injecdo de losartan (1 pg/0,1 pl) no OSF e muscimol no NPBL; 4) injecao de atropina (2
nmol/0,1 pl) no OSF e muscimol no NPBL. Em cada experimento o grupo de ratos foi divido
em dois e metade do grupo recebeu um dos tratamentos descritos acima e a outra metade

recebeu outro tratamento. A sequéncia dos tratamentos em cada rato nos diferentes
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experimentos foi aleatdria e ao final de todos os experimentos cada rato havia recebido os

quatro tratamentos.

3.9.4 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativacao gabaérgica do NPBL
em ratos pré-tratados com injecao i.c.v. de moxonidina.

Para testar os efeitos da moxonidina a ingestao de NaCl 0,3 M e dgua foi medida nas
seguintes condi¢des: 1) injecdo de veiculo (propilenoglicol e dgua 2:1) no VL e salina no
NPBL 2) injecdo de veiculo no VL e muscimol no NPBL; 3) injecdo de moxonidina (20
nmol/1,0 ul) no VL e muscimol no NPBL. Em cada experimento o grupo de ratos foi divido
em dois e metade do grupo recebeu um dos tratamentos descritos acima € a outra metade
recebeu outro tratamento. A sequéncia dos tratamentos em cada rato nos diferentes
experimentos foi aleatdria e ao final de todos os experimentos cada rato havia recebido os trés

tratamentos.

3.9.5 Ingestao de sacarose 2% e agua em ratos pré-tratados com injecao i.c.v. de
moxonidina.

Para testar a especificidade dos efeitos da injecdo de moxonidina no VL, apds o
treinamento para a ingestdo de sacarose 2% a ingestdo de sacarose 2% e dgua foi medida nas
seguintes condi¢des: 1) injecdo de veiculo (propilenoglicol e dgua 2:1) no VL; 2) injecdo de
moxonidina (20 nmol/1,0 ul) no VL. Em cada experimento o grupo de ratos foi divido em
dois e metade do grupo recebeu um dos tratamentos descritos acima e a outra metade recebeu
outro tratamento. A sequéncia dos tratamentos em cada rato nos diferentes experimentos foi

aleatodria e ao final dos experimentos cada rato havia recebido os dois tratamentos.
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4 RESULTADO

4.1 Analise histoldégica

Na andlise histoldgica, injecdes foram consideradas corretamente posicionadas no VL.
quando localizadas nas porcdes central e posterior do ventriculo lateral. Injecdes no OSF
foram consideradas corretamente posicionadas quando o corante estava visivel apenas no
parénquima do OSF, ndo havendo ruptura do epéndima que separa o OSF da por¢do dorsal do
terceiro ventriculo (III-V) e do VL (Figura 1). Nos animais cujos sitios de injecdes nao
atingiram o OSF, estas foram classificados como: a) injecdo na por¢ao dorsal do III-V,
quando o epéndima apresentava-se rompido e ndo havia sinal de injecdo no parénquima do
OSF ou b) injecao no tecido adjacente ao OSF, quando o sitio de injecdo ndo fora o tecido do
OSF ou o III-V. Os ratos com sitio de injecao localizado na extremidade ventral do OSF em
uma posi¢ao em que pudesse ter ocorrido vazamento para o III-V foram excluidos da analise,
ja que nao era possivel classificd-los como tendo injecao apenas no OSF ou apenas no III-V.
Para o NPBL, as injecdes foram consideradas corretamente posicionadas quando ambas as
canulas estavam direcionadas para as porcdes lateral dorsal e central (ver Fulwiler, Saper’ 8
para definicao dos subnicleos do NPBL) (Figura 2). Inje¢des que atingiram a por¢ao lateral
ventral e lateral externa, assim como o nucleo Kolliker-Fuse, foram observadas apenas em
alguns animais e os resultados desses animais foram incluidos na anélise. Os sitios de injecao
no NPBL utilizados sao similares aos utilizados em estudos prévios que mostraram efeito do

muscimol no NPBL na ingestao de dgua e NaCl 7:13.24.25
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FIGURA 1 - Fotomicrografia de um corte transversal do encéfalo de um animal
representativo dos grupos testados mostrando o sitio de injecdo no OSF (indicado pela seta).

Barra preta = 1000 pm.
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FIGURA 2 - Fotomicrografia de um corte transversal do encéfalo de um animal
representativo dos grupos testados mostrando os sitios de injecio no NPBL (indicados pelas
setas) e pedinculo cerebelar superior (pcs; destacados pelos circulos pontilhados vermelhos).

Barra preta = 1000 pm.



Resultado 37

4.2 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativacao gabaérgica do NPBL em ratos
pré-tratados com injecao i.c.v. de losartan.

Injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL em ratos saciados e
normovolémicos tratados com inje¢do i.c.v. de veiculo induziram ingestdo de NaCl 0,3 M
(31,7 £ 1,8 ml/4 h, vs. salina no NPBL: 0,4 + 0,3 ml/4 h) [F(3,33) = 77,38; P < 0,05] e 4gua
(21,5 £ 2,0 ml/4 h, vs. salina no NPBL: 0,8 £ 0,2 ml/4 h) [F(3,33) = 35,41; P < 0,05].

As injegdes i.c.v. de losartan (50 e 100 pg/1,0 ul) reduziram de maneira dose-
dependente a ingestdo de NaCl 0,3 M (18,9 £2,0 € 9,9 + 1,7 ml/4 h, respectivamente) e d4gua
9,8 £ 1,7 e 5,1 £ 1,1 ml/4 h, respectivamente) induzida pelas inje¢cdes de muscimol (0,5

nmol/0,2 pl) no NPBL (Figura 3).
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FIGURA 3 - Ingestdao cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) dgua em ratos saciados e
normovolémicos que receberam injecoes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) ou salina
no NPBL combinado com injecao i.c.v. de losartan (50 pg/1,0 ul e 100 nug/1,0 pl) ou veiculo
(solugdo salina tamponada). Valores sdo representados como média + E.P.M.; n = nimero de

animais.
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4.3 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativacao gabaérgica do NPBL em ratos
pré-tratados com injecao i.c.v. combinada de losartan e atropina.

Injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL em ratos saciados e
normovolémicos tratados com inje¢do i.c.v. de veiculo induziram ingestdo de NaCl 0,3 M
(38,0 £ 4,8 ml/4 h, vs. salina no NPBL: 1,7 £ 0,9 ml/4 h) [F(4,36) = 15,65; P < 0,05] e 4gua
(16,7 £ 4,0 ml/4 h, vs. salina no NPBL: 1,1 + 0,6 ml/4 h) [F(4,36) = 10,99; P < 0,05].

As injecOes i.c.v. de losartan (100 pg/1,0 ul) e atropina (20 nmol/1,0 ul)
reduziram a ingestdo de NaCl 0,3 M (15,6 £ 2.4 e 11,5 £ 1,4 ml/4 h, respectivamente) e 4gua
(94 £ 3,0e 2,0+ 0,4 ml/4 h, respectivamente) induzida pelas inje¢cdes de muscimol (0,5
nmol/0,2 pl) no NPBL. A associacdo das injecdes i.c.v. de losartan e atropina reduziu o efeito
do muscimol na ingestdo de NaCl 0,3 M (12,4 + 1,8 ml/4 h) e aboliu a ingestdo de dgua (4,1 +

1,4 ml/4 h), mas a resposta ndo foi diferente das injecdes separadas de losartan e atropina

(Figura 4).
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FIGURA 4 - Ingestdao cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) dgua em ratos saciados e
normovolémicos que receberam injecoes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) ou salina
no NPBL combinado com inje¢do i.c.v. de losartan (100 pg/1,0 ul) e/ou atropina (20 nmol/1,0
ul) ou veiculo (solugdo salina tamponada). Valores sao representados como média + E.P.M.;

n = ndmero de animais.
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4.4 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativacao gabaérgica do NPBL em ratos

pré-tratados com injecao de losartan ou atropina no OSF.

Injegdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL em ratos saciados e
normovolémicos tratados com injecdo i.c.v. de veiculo induziram ingestdo de NaCl 0,3 M
(34,5 £ 2,2 ml/4 h, vs. salina no NPBL: 0,4 + 0,1 ml/4 h) [F(3,24) = 63,90; P < 0,05] e dgua
(12,7 £2,4 ml/4 h, vs. salina no NPBL: 0,2 + 0,1 ml/4 h) [F(3,24) = 11,42; P < 0,05].

As injecdes de losartan (1 pg/0,1 pl) ou atropina (2 nmol/0,1 ul) no OSF
reduziram a ingestdo de NaCl 0,3 M (6,6 + 1,9 e 8,4 + 2,2 ml/4 h, respectivamente) e
aboliram a ingestdao de agua (4,0 £ 1,0 e 2,5 + 1,0 ml/4 h, respectivamente) induzidas pelas

injecdes de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL (Figura 5).
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FIGURA 5 - Ingestdao cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) dgua em ratos saciados e
normovolémicos que receberam injecoes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) ou salina
no NPBL combinado com inje¢do de losartan (1 pg/0,1 ul), atropina (2 nmol/0,1 ul) ou
veiculo (solucdo salina tamponada) no OSF. Valores sdo representados como média + E.P.M.;

n = nimero de animais.




Resultado 43

4.5 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativacao gabaérgica do NPBL em ratos
pré-tratados com injecao de losartan ou atropina fora do OSF.

A especificidade do OSF como local de acdo das inje¢des de losartan ou
atropina foi confirmada pelos resultados obtidos em ratos que receberam injecdes de
muscimol no NPBL combinado com injecdo de losartan ou atropina no III-V ou no tecido
adjacente ao OSF. O pré-tratamento com losartan (1 pug/0,1 ul) ou atropina (2 nmol/0,1 pl) no
III-V nao alterou os efeitos das inje¢des bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL na
ingestao de NaCl 0,3 M (veiculo III-V: 32,3 + 2,3 ml/4 h; losartan III-V: 27,6 + 1,6 ml/4 h;
atropina II1-V: 26,6 + 2,3 ml/4 h) [F(3,21) = 42,55; P < 0,05] e 4gua (veiculo III-V: 18,9 + 2,5
ml/4 h; losartan III-V: 16,3 + 2,4 ml/4 h; atropina: 15,4 £ 1,6 ml/4 h) [F(3,21) = 24,47; P <
0,05] (Tabela 1). Quando a canula estava posicionada no tecido adjacente ao OSF, a injecdo
de losartan (1 pg/0,1 ul) ou atropina (2 nmol/0,1 pl) também ndo alterou os efeitos do
muscimol na ingestdo de NaCl 0,3 M (veiculo tecido: 39,2 + 4,3 ml/4 h; losartan tecido: 35,4
+ 4,2 ml/4 h; atropina: 39,9 + 5,4 ml/4 h) [F(3,15) = 21,48; P < 0,05] e 4gua (veiculo tecido:
249 + 1,4 ml/4 h; losartan tecido: 22,1 + 1,5 ml/4 h; atropina tecido: 23,8 + 1,9 ml/4 h)

[F(3,15) = 86,89; P < 0,05] (Tabela 2).
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Tabela 1 — Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e dgua em ratos saciados e normovolémicos

que receberam injecdes bilaterais de muscimol ou salina no NPBL combinado com injecdo de

losartan, atropina ou veiculo no III-V.

Tratamento

n=3§

Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)

60 min 120 min 180 min 240 min

veiculo III-V + salina NPBL
veiculo III-V + muscimol NPBL
losartan III-V + muscimol NPBL

atropina III-V + muscimol NPBL

veiculo III-V + salina NPBL
veiculo III-V + muscimol NPBL
losartan III-V + muscimol NPBL

atropina III-V + muscimol NPBL

05+04 06+04 0,6 +0,4 0,6 +0,4
8,4 +£42% 237+£32*% 323+25% 323+25%
27€£13 19,0£3,1* 27,6+1,6% 27,6+1,6*

42+1,6 23,0+1,6% 26,6+23% 26,6+23%

Ingestao de agua (ml)

60 min 120 min 180 min 240 min

09+04 1,1+04 1,2+04 1,2+04

25+£06 142+£21* 188+24* 189 +25*

1,3£0,6 109+£22* 163+24* 16,3+24*

L1£0,5 129+14* 153+1,6% 154+1,6*

Valores sdo representados como média + E.P.M.; * Diferente de veiculo III-V + salina NPBL,;

n = ndmero de animais. Muscimol (0,5 nmol/0,2 ul), losartan (1 pg/0,1 pl), atropina (2

nmol/0,1 ul), veiculo (solugdo salina tamponada).
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Tabela 2 — Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e dgua em ratos saciados e normovolémicos
que receberam injecdes bilaterais de muscimol ou salina no NPBL combinado com injecdo de

losartan, atropina ou veiculo no tecido adjacente ao OSF.

Tratamento Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)
n=6 60 min 120 min 180 min 240 min
veiculo tecido + salina NPBL 15«13 1,6+1.3 1,7+1,3 1,7+ 1,3
veiculo tecido + muscimol NPBL 82+48 329+43* 39,1+43*% 392 +473%*
losartan tecido + muscimol NPBL 9,6 +7.3 26,0+7,2* 355+54*% 354+472%*
atropina tecido + muscimol NPBL 10,6 6,1 29,5+3,7* 353 +4,2* 399 +54*
Ingestao de agua (ml)

60 min 120 min 180 min 240 min
veiculo tecido + salina NPBL 0,8+0,2 09+0,2 1,0+0,2 1,0+0,2
veiculo tecido + muscimol NPBL 1,5+1,0 13,1 +1,8% 23 8+12* 249+14*
losartan tecido + muscimol NPBL 24 +14 13,9+2,6* 215+1,2* 22,1+1,5%
atropina tecido + muscimol NPBL. 24 +1,0 14,3+1,5* 20,1 +£1,3* 238+1,9*

Valores sdo representados como média + E.P.M.; * Diferente de veiculo tecido + salina
NPBL; n = nimero de animais. Muscimol (0,5 nmol/0,2 ul), losartan (1 pug/0,1 ul), atropina

(2 nmol/0,1 ul), veiculo (solugdo salina tamponada).
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4.6 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativacao gabaérgica do NPBL em ratos
pré-tratados com injecao i.c.v. de moxonidina.

Injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL em ratos saciados e
normovolémicos tratados com inje¢do i.c.v. de veiculo induziram ingestdo de NaCl 0,3 M
(22,3 £ 1,0 ml/4 h, vs. salina no NPBL: 0,1 + 1,0 ml/4 h) [F(2,14) = 13,41; P < 0,05] e 4gua
(11,2 £ 2,9 ml/4 h, vs. salina no NPBL: 0,8 +£ 0,5 ml/4 h) [F(2,14) = 163,03; P < 0,05].

A 1injec¢do i.c.v. de moxonidina (20 nmol/1,0 pl) aboliu a ingestdo de NaCl 0,3
M (1,5 £ 0,9 ml/4 h) e dgua (1,4 £ 1,2 ml/4 h, respectivamente) induzidas pelas inje¢des de

muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL (Figura 6).
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FIGURA 6 - Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) dgua em ratos saciados e
normovolémicos que receberam injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) ou salina
no NPBL combinado com inje¢do i.c.v. de moxonidina (20 nmol/1,0 pl) ou veiculo

(propilenoglicol e dgua 2:1). Valores sao representados como média + E.P.M.; n = niimero de

animais.
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4.7 Ingestao de sacarose 2% e agua em ratos pré-tratados com injecdo i.c.v. de
moxonidina.

A injecdo i.c.v. de moxonidina (20 nmol/1,0 ul) reduziu a ingestdo de sacarose 2%
(1,4 £ 1,0 ml/4 h, vs. veiculo: 3,7 + 0,9 ml/4 h) [F(1,7) = 13,57; P < 0,05] sem alterar a
ingestao de dgua (0,1 £ 0,0 ml/4 h, vs. veiculo: 0,4 + 0,2 ml/4 h) [F(1,7) = 4,70; P > 0,05]

(Figura 7).
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FIGURA 7 - Ingestdo cumulativa de (A) sacarose 2% e (B) dgua apds injecdo i.c.v. de
moxonidina (20 nmol/1,0 ul) ou veiculo (propilenoglicol e 4gua 2:1). Valores sdo

representados como média + E.P.M.; n = niimero de animais.
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4.8 Ingestao de NaCl 0,3 M e agua em ratos que receberam injecoes bilaterais de
muscimol fora do NPBL apés diferentes pré-tratamentos.

Em alguns animais, ambas as canulas-guia foram posicionadas fora do NPBL
e, portanto, esses animais receberam injec¢des bilaterais de muscimol ou salina no tecido
adjacente ao NPBL, combinadas com injecao de droga ou veiculo no VL ou OSF.

Injecdes de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) em tecido adjacente ao NPBL
combinado com injecdo i.c.v. de veiculo ndo induziram ingestdo de NaCl 0,3 M [F(3,9) =
0,74; P > 0,05] ou agua [F(3,9) = 1,30; P > 0,05] em ratos saciados e normovolémicos (Tabela
3). Nesses animais, a inje¢do i.c.v. de losartan nas diferentes concentragoes (50 pg/1,0 pl e
100 pug/1,0 ul) também nao alterou a ingestao de NaCl 0,3 M e dgua.

No grupo de animais em que foram testados os efeitos da associacdo dos pré-
tratamentos com losartan e atropina, inje¢Oes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) fora do
NPBL combinadas com injecao i.c.v. de veiculo, losartan (100 pg/1,0 pl) e/ou atropina (20
nmol/1,0 pl) ndo modificaram a ingestdao de NaCl 0,3 M [F(4,8) = 1,70; P > 0,05] ou 4gua
[F(4,8) = 0,46; P > 0,05] em relacdo ao grupo controle (veiculo i.c.v. + salina NPBL) (Tabela
4).

Em animais que receberam injecdes no OSF, porém fora no NPBL, injecdes
bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) em tecido adjacente ao NPBL combinadas com
injecdo de veiculo no OSF ndo induziram ingestdo de NaCl 0,3 M [F(3,6) = 0,98; P > 0,05] e
agua [F(3,6) = 0,51; P > 0,05] em ratos saciados e normovol€micos. A injecao de losartan (1,0
ng/0,1 ul) e atropina (2 nmol/0,1 ul) no OSF em animais que receberam muscimol fora do

NPBL também nao modificou a ingestdo de NaCl 0,3 M e dgua (Tabela 5).



Resultado 51

Tabela 3 — Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e dgua em ratos saciados e normovolémicos
que receberam injecdes bilaterais de muscimol ou salina fora do NPBL combinado com

injecdo i.c.v. de losartan ou veiculo.

Tratamento Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)
n=4 60 min 120 min 180 min 240 min
veiculo i.c.v. + salina fora do NPBL 22+18 24+17 27+1,6 28+1,6
veiculo i.c.v. + muscimol fora do NPBL 48+28 50%+27 50«27 5027

LOS (50 pg) i.c.v. + muscimol fora do NPBL 22+18 24+17 27+1,6 28+1,6

LOS (100 pg) i.c.v. + muscimol forado NPBL 4,7 +3,77 477+3,77 50+£3,6 5,1 +3,6

Ingestao de agua (ml)

60 min 120 min 180 min 240 min
veiculo i.c.v. + salina fora do NPBL 22+18 24+1,7 2,7+1,6 2,8+1,6
veiculo i.c.v. + muscimol fora do NPBL 46+31 54+39 55+40 55+4,0
LOS (50 pg) i.c.v. + muscimol fora do NPBL 22+18 24+1,7 2,7+1,6 2,8+1,6

LOS (100 pg) i.c.v. + muscimol forado NPBL 22+ 18 24+1,77 2,7+1,6 28+1,6

Valores sdo representados como média + E.P.M.; n = nimero de animais. Muscimol (0,5

nmol/0,2 pl), losartan (LOS, 50 e 100 ug/1,0 ul), veiculo (solucdo salina tamponada).
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Tabela 4 — Ingestdao cumulativa de NaCl 0,3 M e dgua em ratos saciados e normovolémicos
que receberam injecdes bilaterais de muscimol ou salina fora do NPBL combinado com

injecdo i.c.v. de losartan, atropina ou veiculo.

Tratamento Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)
n=3 60 min 120 min 180 min 240 min
veiculo i.c.v. + salina fora do NPBL 0,1+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1
veiculo i.c.v. + muscimol fora do NPBL 0,7+0,5 09+0,5 3,1+23 3,1+23
LOS i.c.v. + muscimol fora do NPBL 05+04 1,704 1,804 1,8+04
atropina i.c.v. + muscimol fora do NPBL 2,7+05 28+0,5 2,8+0,5 2,8+0,5

LOS + atropina i.c.v. + muscimol forado NPBL 1,2+1,0 1,7+09 19+0,8 1,9+0,8

Ingestao de agua (ml)

60 min 120 min 180 min 240 min

veiculo i.c.v. + salina fora do NPBL 12+1,1 12+1,1 12+1,1 13+1,1
veiculo i.c.v. + muscimol fora do NPBL 0,0+0,0 03+0,2 1,2+1,1 19+1,8
LOS i.c.v. + muscimol fora do NPBL 1,1+09 1,1+09 15+0,8 1,9+0,9
atropina i.c.v. + muscimol fora do NPBL 1,9+08 19+0,8 1,9+0,8 1,9+0,8

LOS + atropina i.c.v. + muscimol forado NPBL 0,8+0,4 1,1£0,5 1,2+0,5 1,2+0,5

Valores sdo representados como média + E.P.M.; n = nimero de animais. Muscimol (0,5
nmol/0,2 ul), losartan (LOS, 100 pg/1,0 ul), atropina (20 nmol/1,0 pl), veiculo (solucdo salina

tamponada).
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Tabela S5 — Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e dgua em ratos saciados e normovolémicos
que receberam injecdes bilaterais de muscimol ou salina fora do NPBL combinado com

injecdo de losartan, atropina ou veiculo no OSF.

Tratamento Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)
n=3 60min 120min 180 min 240 min
veiculo OSF + salina fora do NPBL 09+0,8 09+08 19+1,7 19+1,7

veiculo OSF + muscimol fora do NPBL 0,5+0,2 06+0,1 08+0,1 0,8+0,1

losartan OSF + muscimol fora do NPBL 0,3+03 03+03 04+03 04+03

atropina OSF + muscimol fora do NPBL 05+0,3 05+03 0,6+0,3 0,6+0,3

Ingestao de agua (ml)

60 min 120 min 180 min 240 min

veiculo OSF + salina fora do NPBL 0,1+00 0,1+00 0,100 0,1+0,0

veiculo OSF + muscimol fora do NPBL 09+03 09+03 1,003 1,0+0,3

losartan OSF + muscimol fora do NPBL 05+0,2 05+02 05+02 05+0,2

atropina OSF + muscimol fora do NPBL 05+04 06+04 09+0,7 1,0+0,7

Valores sdo representados como média + E.P.M.; n = nimero de animais. Muscimol (0,5
nmol/0,2 ul), losartan (1 ug/0,1 ul), atropina (2 nmol/0,1 ul), veiculo (solugdo salina

tamponada).
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5 DISCUSSAO

Semelhante a estudos prévios, os presentes resultados mostram que o bloqueio de
neuronios do NPBL com inje¢des bilaterais de muscimol nessa drea induz ingestao de NaCl
0,3 M e 4gua em ratos saciados e normovolémicos e confirmam a importdncia dos
mecanismos colinérgicos centrais para essa resposta’” . A novidade do presente estudo é que
0s mecanismos angiotensinérgicos centrais facilitatérios também sdo essenciais para a
ingestdo de NaCl 0,3 M e dgua induzida por injecdes bilaterais de muscimol no NPBL. Os
resultados também mostram pela primeira vez um importante papel do 6rgdo subfornical
como local de acdo dos mecanismos angiotensinérgicos e colinérgicos para a estimulacdo da
ingestdo de NaCl 0,3 M e dgua quando os mecanismos inibitdrios da ingestdo de NaCl e dgua
sao bloqueados pela injecao de muscimol no NPBL. Os presentes resultados mostram ainda
que o bloqueio isolado ou combinado dos mecanismos angiotensinérgicos e colinérgicos
centrais produzem reducao similar na ingestao de NaCl 0,3 M e dgua induzida pela injecao de
muscimol no NPBL, o que sugere que os mecanismos angiotensinérgicos e colinérgicos
parecem atuar por meio da mesma via de facilitacdo da ingestdo de NaCl e dgua. Finalmente,
os presentes resultados também mostram que a ativacdo de receptores adrenérgicos
0x/imidazdlicos centrais com a inje¢do i.c.v. de moxonidina reduz a ingestdo de NaCl 0,3 M e
dgua induzida pelo muscimol no NPBL. Nesse caso, porém ndo € possivel se descartar acdes
inespecificas da ativacdo desses receptores, ji que a inje¢do i.c.v. de moxonidina também
reduz a ingestdo de sacarose 2%. Portanto, os tratamentos que reduzem a atividade de
mecanismos facilitatérios prosencefdlicos (bloqueio dos mecanismos angiotensinérgico e
colinérgico ou ativagdo do mecanismo inibitério adrenérgico o) afetam a ingestao de NaCl e
dgua induzida pelo muscimol no NPBL, sugerindo que a atividade dos mecanismos
facilitatorios prosencefdlicos, em particular do OSF, € essencial para a ingestdo de NaCl e

agua induzida pelo muscimol injetado no NPBL.
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A especificidade do NPBL como local em que as inje¢des de muscimol induzem
ingestdo de NaCl e dgua foi confirmada por resultados de animais que receberam injecdes
bilaterais de muscimol em tecidos adjacentes ao NPBL, nos quais as inje¢cdes de muscimol
ndo induzem ingestio de NaCl e dgua. E importante destacar que injecdes de muscimol no
NPBL induzem ingestdo de 4gua e, especialmente, de NaCl 0,3 M em ratos saciados e
normovolémicos, ou seja, em ratos que nao sdo submetidos a nenhum tratamento que leva a
ativacdo de mecanismos facilitatérios da ingestdao de NaCl e dgua. Apesar disso, os presentes
resultados sugerem que a atividade de mecanismos facilitatérios prosencefdlicos, mais
especificamente dos mecanismos facilitatérios prosencefdlicos angiotensinérgico e
colinérgico, particularmente do OSF, é essencial para a liberagdo da ingestdo de agua e
especialmente de NaCl apés o bloqueio dos mecanismos inibitérios com a injecdo de
muscimol no NPBL. Embora ratos saciados ndo tenham atividade aumentada dos mecanismos
facilitatorios, talvez haja uma atividade basal residual dos mecanismos facilitatérios que €
suficiente para induzir o apetite ao sodio se os mecanismos inibitorios forem desativados.
Estudo ainda nao publicado de nosso laboratério também mostrou que a ativagdo gabaérgica
do NPBL ndo alterou a ativacao neuronal na regido AV3V e do OSF, ja que a expressdo da
proteina c-fos ndo foi alterada nessas regides apds a inje¢cdo de muscimol no NPBL em
animais que nao tiveram acesso a solu¢do de NaCl 0,3 M e dgua. Esses resultados corroboram
com a possibilidade de que a retirada do mecanismo inibitério poderia estar levando a
liberacio de um mecanismo facilitador basal que associado a retirada do mecanismo
inibitério, poderia ser o responsavel pela ingestao de s6dio. Portanto, parece que a saciedade
para o sodio é fortemente dependente da atividade de mecanismos inibitérios que agem
restringindo a ingestao de NaCl. Se os mecanismos inibitérios forem desativados como ocorre

com injecdes bilaterais de muscimol no NPBL, haverd um desequilibrio nos mecanismos
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responsdveis por manter a saciedade e a atividade basal do mecanismo facilitatério promove a
ingestdo de NaCl e dgua.

Inje¢des de muscimol no NPBL normalmente induzem a ingestdo de quantidades
significativas de dgua se os ratos ingerirem simultaneamente NaCl 0,3 M. No entanto, ratos
tratados com muscimol no NPBL ingerem apenas uma pequena quantidade de dgua se apenas
dgua estiver disponivel”. Portanto, parece que a maior parte da dgua ingerida pelos ratos
tratados com muscimol no NPBL é consequéncia do aumento na osmolalidade plasmética
produzida pela ingestdo excessiva de NaCl hipertdonico quando NaCl 0,3 M esta disponivel
simultaneamente. Sendo assim, o muscimol no NPBL afeta preferencialmente a ingestdo de
NaCl e provavelmente o mecanismo inibitério do NPBL esteja relacionado principalmente
com o controle da ingestdo de NaCl. Portanto, a abolicdo da ingestdo de dgua apds injecoes
i.c.v. ou no OSF de atropina e losartan possivelmente esteja relacionada com a redugdo na
ingestdo de NaCl hipertonico produzida por esses tratamentos em animais que receberam
injecoes bilaterais de muscimol no NPBL.

Ratos saciados que receberam sobrecarga intragéstrica de NaCl 2 M combinada com
bloqueio dos mecanismos serotoninérgicos ou ativacdo do mecanismo adrenérgico O no
NPBL apresentam uma ingestdo paradoxal de NaCl 0,3 M>*2. Como apenas o bloqueio
serotoninérgico ou ativacdo adrenérgica o, no NPBL ndo produzem ingestdo de NaCl em
ratos saciados que ndo receberam tratamento prévio, esses resultados sugerem que a ativagao
de osmorreceptores também produz sinais facilitatérios para a ingestao de NaCl. A hipétese €
que a ativacdo de osmorreceptores produz simultaneamente dois sinais opostos, um
facilitatério e outro inibitério para a ingestdo de NaCl e esses sinais normalmente se anulam.
O sinal inibitério produzido pela ativacdo de osmorreceptores parece depender da atividade
do NPBL. Se os mecanismos inibitérios do NPBL forem desativados, o tnico sinal produzido

pela ativacdo de osmorreceptores que restaria seria o sinal facilitatério que entdo levaria a
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ingestio de NaCl hiperténico™?. Estudos de Lee et al.”® sugerem que a ingestdo de dgua
induzida pelo aumento da osmolalidade plasmatica, ou seja, ativacdo de osmorreceptores,
depende da ativacdo de mecanismos colinérgicos centrais.

Semelhante aos protocolos que induzem o aumento na osmolalidade plasmatica
através da sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M, a ingestdo excessiva de NaCl hipertonico
ap0s o tratamento com muscimol no NPBL também poderia causar um pequeno aumento na
osmolalidade plasmética e, consequentemente, ativacdo dos osmorreceptores e de
mecanismos colinérgicos centrais. Da mesma forma que o tratamento com metisergida ou
moxonidina no NPBL em ratos com sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M, a ativacdo dos
osmorreceptores em animais que receberam inje¢des bilaterais de muscimol no NPBL produz
apenas sinais facilitatérios para a ingestdo de NaCl, ji& que os neur6nios do NPBL estdo
inibidos pela injecdo de muscimol na regido. Sendo assim, o efeito inicial do muscimol no
NPBL seria multiplicado pela ativacdo dos osmorreceptores, gerando uma intensa ingestao de
NaCl.

No presente estudo, o bloqueio colinérgico central ou mais especificamente no
OSF reduziu a ingestdo de NaCl e dgua induzida por inje¢des bilaterais de muscimol no
NPBL. Se os mecanismos colinérgicos centrais sdo ativados pelos osmorreceptores, talvez o
bloqueio colinérgico central possa interromper os sinais provenientes dos osmorreceptores
que sdo ativados pelo aumento da osmolaridade plasmdtica causada pela ingestdo de NaCl
hipertonico induzida por muscimol no NPBL. Assim, poderia se justificar a redu¢do na
ingestdo de NaCl e dgua induzida por muscimol no NPBL em animais pré-tratados com
atropina no VL ou OSF. Entao, em adicao aos sinais basais produzidos pelos receptores AT},
sinais produzidos pela ativacdo dos osmorreceptores durante a ingestdao de NaCl hipertonico
também poderiam ser responsaveis pela ingestdao de NaCl apds a desativagdo dos mecanismos

inibitérios do NPBL. Além disso, é provavel que as injecdes de atropina ou losartan no VL ou




Discussao 58

OSF apenas causam reducdo e nao abolicdo da ingestdo de NaCl e 4gua induzida pela
ativagdo gabaérgica do NPBL porque outras dreas cerebrais ou outros mecanismos nao
afetados pelas inje¢des no VL ou no OSF podem gerar sinais facilitatérios para a ingestao de
NaCl.

Estudos prévios demonstraram que a ANG II agindo nos receptores do OSF
produz uma intensa ingestdo de NaCl 0,3 M quando os mecanismos serotoninérgicos sao
inibidos por injecdes bilaterais de metisergida no NPBL e a injecdo do antagonista de
receptores AT losartan no OSF abole o aumento na ingestdo de NaCl e dgua induzido pela
injecdo de metisergida no NPBL em ratos tratados com furosemida + captoprillf”%. Os
resultados do presente estudo mostram que a inje¢ao de losartan i.c.v. ou no OSF, reduzem a
ingestao de NaCl e 4gua induzida pelo muscimol no NPBL. Como injecdes de losartan no III-
V ou no tecido adjacente ao OSF ndo produzem respostas semelhantes aquela obtida com a
injecdo de losartan no OSF, a reducdo da ingestdo de NaCl e 4gua parece depender da
ativacdo de receptores AT; do OSF. Sendo assim, os resultados prévios e os presentes
resultados sugerem que os efeitos dipsogénico e natriorexigénico da ANG II agindo em
receptores AT, sdo facilitados pelo bloqueio dos mecanismos inibitérios do NPBL.

Sabe-se que a lesdo da regido AV3V reduz as respostas pressora e dipsogénica

1,61 4 ~
. Ainda, a lesdo da

induzida por estimulacdes centrais colinérgica e angiotensinérgica
regiio AV3V abole a ingestio de NaCl e dgua induzida pela inje¢do de muscimol no NPBL*.
Como a lesao da regido AV3V abole, enquanto a desativagdo dos mecanismos facilitatérios
angiotensinérgico e colinérgico apenas reduz a ingestao de NaCl e dgua, € provavel que outros
mecanismos ou mesmo outras areas livres de barreira hematoencefalica, além do OSF e seus

mecanismos facilitatorios angiotensinérgico e colinérgico, estejam envolvidas na ingestao de

NaCl e dgua pelo muscimol.
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Os presentes resultados ainda mostram que o bloqueio isolado ou combinado dos
mecanismos facilitatérios angiotensinérgicos e colinérgicos centrais produz redugdo similar
na ingestdo de NaCl e dgua induzida pela injecio de muscimol no NPBL. Embora esse
resultado seja intrigante, Lee et al.>> também obtiveram resultados semelhantes, isto é, a
injecdo i.c.v. de atropina sozinha ou combinado com losartan causa reducdo de mesma
magnitude da ingestdo de dgua induzida por privacdo hidrica por 48 horas. Existem
evidéncias farmacoldgicas da independéncia dos mecanismos angiotensinérgicos e
colinérgicos, incluindo o fato de que o losartan abole a ingestio de dgua induzida por ANG II,
mas ndo induzida por carbacol e que a atropina reduz a ingestdo de 4gua induzida por

carbacol, mas ndo por ANG n®

. Como mesmo apds o bloqueio simultineo dos receptores
angiotensinérgicos e colinérgicos ndo é possivel abolir a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua
induzida por injecao de muscimol no NPBL e essa ingestdo ainda é de mesma magnitude que
o bloqueio dos mecanismos angiotensinérgico e colinérgico de maneira isolada, talvez haja
uma interacdo entre esses mecanismos. Uma possibilidade € que os mecanismos
angiotensinérgicos e colinérgicos centrais possam ativar a mesma via neural facilitatéria da
ingestdo de dgua e NaCl quer atuando nos mesmos neurdnios ou em neurdnios diferentes que
estariam em série na mesma via. Ou seja, um mesmo neurdnio poderia ser ativado tanto pela
ANG II como pela acetilcolina ou entdo a acdo de um desses neurotransmissores levaria a
liberag@o do outro em neurdnios organizados em série na mesma via.

Agonistas mistos adrenérgicos 0, e imidazdlicos como a clonidina e
moxonidina sdo bastante conhecidos por sua acdo anti-hipertensiva. Paralelamente a acao
anti-hipertensiva, a injecdo de clonidina e moxonidina em diferentes areas prosencefélicas,
como o VL e III-V, drea septal, area pré-optica lateral e hipotdlamo lateral também inibem a

ingestdo de dgua induzida por diferentes estimulos como privagdo hidrica, infusdo de salina

A . ~ . Col . 12,14,30,31,34-37
hipertonica e estimulacdo angiotensinérgica e colinérgica central = """, Em algumas
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dessas dreas, injecoes de clonidina ou moxonidina também reduzem a ingestdo de NaCl
induzida por deplecdo, injecdo i.c.v. de renina e injecdo periférica de DOCA>20-28.6273.77.85.86
Os efeitos antidipsogénico e antinatriorexigénico da clonidina e moxonidina parecem
depender principalmente da ativacdo dos receptores adrenérgicos O, centrais e sua possivel
interagdo com receptores imidaz6licos™®*""%_ Os presentes resultados mostram que injegoes
1.c.v. de moxonidina produzem um efeito antidipsogénico e antinatriorexigénico em animais
tratados com muscimol no NPBL. Uma possivel explicag@o para o efeito inibitorio da injecao
1.c.v. de moxonidina é que o mecanismo inibitério adrenérgico o, possa bloquear a atividade
basal do mecanismo prosencefdlico facilitatério angiotensinérgico ou a ativagdo do
mecanismo prosencefdlico facilitatério colinérgico. Como losartan e atropina apenas
reduziram, enquanto a moxonidina aboliu a ingestao de NaCl e 4gua, essa explicacdo acima
mencionada pode ser responsdvel apenas por parte da resposta. Deve-se considerar que a
injecdo i.c.v. de moxonidina também causou uma redugdo da ingestdo de sacarose 2%. O uso
de agonista adrenérgicos O/imidazélicos como agente anti-hipertensivo estd associado com
alguns efeitos adversos, incluindo a sedacdo'’. O mecanismo responsédvel pelo efeito dos
agonistas adrenérgicos 0, na atividade motora parece estar envolvido com a ativacdo dos
receptores adrenérgicos O pré-sindpticos que reduz a transmissdo noradrenérgica por ativar
uma via de retroalimentacdo negativa que age inibindo liberacdo subsequente de
neurotransmissor'°, embora talvez seja possivel que esse efeito adverso seja devido a ativagdo
de receptores adrenérgicos o, pés-sindpticos””. Sendo assim, a aboli¢do da ingestdo de NaCl e
dgua pode também resultar de acdo inespecifica da moxonidina injetada centralmente.

Estudos prévios mostraram que a lesao do CeA abole o aumento na ingestao de
NaCl e 4dgua produzida por injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL e reduziu o aumento
produzido pela injecio de metisergida no NPBL em animais tratados com furosemida +

captoprils. Além disso, a lesdo do CeA abole a ingestdo de NaCl e dgua induzida por injecdo
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de muscimol no NPBL". Portanto, o aumento na ingestdo de NaCl e dgua produzida pelo
bloqueio serotoninérgico ou ativacao adrenérgica o, do NPBL e a ingestdao de NaCl e dgua
induzida pela ativacdo gabaérgica do NPBL parece depender da integridade do CeA,
sugerindo que existem conexdes entre os mecanismos inibitérios do NPBL e o CeA no
controle da ingestdo de NaCl. Conexdes gabaérgicas entre o CeA e o NPBL foram descritas
recentemente e o CeA também estd conectado diretamente com neurdnios HSD2 do NTS*4!.
Os neur6nios HSD2 sdo ativados por mineralocorticoides e desativados pela ingestdo de
s6dio* . Sugere-se que o NPBL e o CeA sdo fortemente conectados para controlar o
apetite ao sodio. Parece que o aumento na ingestdo de NaCl produzido pela desativagdo dos
mecanismos inibitérios do NPBL € totalmente dependente de mecanismos facilitatorios
integrados no CeA*. E possivel que os mecanismos inibitérios do NPBL reduzam a atividade
dos neurdnios do CeA, que sdo importantes para a ingestao de NaCl, porém com os resultados
até hoje disponiveis, ndo se pode afirmar conclusivamente se 0os mecanismos inibitérios do
NPBL inibem diretamente os neur6nios do CeA ou inibem neurdnios de outras dreas do
encéfalo que sdo ativadas por sinais do CeA. No entanto, mesmo considerando a segunda
possibilidade, ainda é possivel sugerir que haja uma conexdo entre os sinais inibitérios do
NPBL e os sinais facilitatérios da amigdala no controle da ingestdo de NaCl.

O CeA poderia receber sinais facilitatérios de outras dreas como dos neurdnios
HSD2 do NTS que sdo ativados por mineralocorticoides*™**. Ainda, de acordo com os
presentes resultados, é possivel que os neur6nios do CeA também recebam sinais
facilitatérios oriundos do OSF devido a ativagcdo de receptores AT; ou dos osmorreceptores
nessa drea. Esses sinais facilitatérios poderiam chegar ao CeA através de projecdes diretas do
OSF para o CeA”. Outra possibilidade € que esses sinais facilitatérios cheguem ao CeA de
maneira indireta, ou seja, a ativagdo dos receptores AT; ou dos osmorreceptores no OSF

causariam a ativacdo de outras e essas dreas, por sua vez, enviariam projecdes para o CeA. A
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area septal, o hipotdlamo lateral, 6rgao vasculoso da lamina terminal e o nicleo supra-6ptico
sa0 possiveis dreas que, por receberem projecdes do OSF, poderiam estar envolvidas na via de
conexdo indireta entre OSF e CeA. Contudo, independente de ser por projecdo direta ou
indireta, o CeA receberia e integraria sinais facilitatorios e inibitérios da ingestao de NaCl que
definiriam o aparecimento ou ndo do comportamento.

A Figura 8 mostra um modelo esquematico de possiveis mecanismos e
conexdes entre dreas centrais envolvidas no controle da ingestdo de NaCl e dgua. Os sinais
inibitérios para a ingestdio de NaCl e dgua, tais como a ativagdo de receptores
cardiopulmonares, barorreceptores, receptores gustativos e sinais humorais, chegariam a
AP/NTS e entdo ativariam o NPBL. Os neurotransmissores envolvidos na ativagdo do
mecanismo inibitério do NPBL sdo a colecistocinina, serotonina e glutamato. O NPBL, por
sua vez, emite projecdo inibitério para o CeA. Em contrapartida a esse sinal inibitério que
chega ao CeA proveniente do NPBL, sinais facilitatorios também chegam ao CeA. Além dos
sinais originados no NTS pela acdo dos mineralocorticoides, esses sinais facilitatorios
poderiam ser sinais provenientes do OSF que € ativado pela agdo da ANG II nos receptores
AT; ou pelo aumento da atividade dos osmorreceptores decorrente do aumento na
osmolalidade plasmatica, ativando vias colinérgicas centrais. De acordo com os presentes
resultados, a ativacdo dos mecanismos angiotensinérgico ou colinérgico podem ativar vias
paralelas, mas que culminam na ativacdo da mesma via neural de facilitagdo ou entdo os
mecanismos angiotensinérgico e colinérgico podem estar em série numa mesma via. Portanto,
a ingestdo de sédio parece depender da ativacio do CeA que recebe sinais inibitérios e
facilitatérios. Sendo assim, a saciedade ou o apetite ao s6dio provavelmente é o resultado da
acdo de sinais opostos que chegam ao CeA. Se os sinais inibitérios forem predominantes, o
resultado € a saciedade; no entanto, se os sinais predominantes forem facilitatérios, o

resultado € o apetite ao sédio.




Discussao 63

> INGESTAODE
SODIO

NPBL

GABA

CeA

H S %@@

A 4

OSF

Receptores cardiopulmonares

L 4 Receptores colinérgicos
Osmorreceptores Sinais humorais

h

+ Mineralocorticéides I——)G‘, gﬁa € Rcf:;::‘;f::ﬁ::r; o
Outros receptores viscerais
NTS
T A Receptores AT, m
4

Ativagio via sangue/liquor

Inibigéao
Via direta
----- Via indireta

[]

FIGURA 8 - Diagrama esquemdtico mostrando possiveis mecanismos facilitatorios e
inibitérios e dreas encefélicas envolvidas no controle da sede e apetite ao sddio. +, excitacao;
-, inibicdo; 5-HT, serotonina; ANG II, angiotensina II; AP, drea postrema; CCK,
colecistocinina; CeA, nucleo central da amigdala; Glu, glutamato; NPBL, nicleo parabraquial

lateral; NTS, nudcleo do trato solitario; OSF, 6rgdo subfornical.
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Em resumo, os presentes resultados mostram que o bloqueio dos mecanismos
facilitatérios angiotensinérgicos centrais reduz a ingestdao de NaCl 0,3 M e dgua induzida por
injecOes bilaterais de muscimol no NPBL. O bloqueio isolado ou combinado dos mecanismos
angiotensinérgicos e colinérgicos centrais produz reducao similar na ingestdao de NaCl 0,3 M
e dgua induzida pela injecdo de muscimol no NPBL. O OSF é o local de acdo dos
mecanismos angiotensinérgicos e colinérgicos para a estimulac¢io da ingestdo de NaCl 0,3 M
e dgua quando os mecanismos inibitorios da ingestdo de dgua e sédio sdo bloqueados pela
injecdo de muscimol no NPBL. A ativacdo de receptores adrenérgicos o,/imidazdlicos reduz
a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida pelo muscimol no NPBL, embora esse efeito possa

ser por acoes inespecificas da ativagdo desses receptores.



Conclusdo

6 CONCLUSAO

Os resultados mostram que os tratamentos que reduzem a atividade de mecanismos
facilitatérios prosencefalicos (bloqueio dos mecanismos angiotensinérgico e colinérgico ou
ativacdo do mecanismo inibitério adrenérgico o/imidazdlico) afetam a ingestdo de NaCl e
dgua induzida pelo muscimol no NPBL, sugerindo que a atividade dos mecanismos
facilitatorios prosencefdlicos € essencial para a ingestdo de NaCl e agua produzida pela
desativacdo dos mecanismos inibitérios do NPBL com inje¢des de muscimol nessa drea em

ratos saciados e normovolémicos.
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