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1. RESUMO

Nosso organismo constantemente perde agua e eletrolitos para o meio ambiente,
principalmente pela excrecao urindria.Porém, a osmolaridade e o volume de liquidos do
organismo devem permanecer dentro de uma pequena faixa de variacdo para que nossas
células funcionem perfeitamente e haja manutencao da pressao arterial.

A regulacdo da osmolaridade e do volume dos liquidos corporais exige que a entrada
de agua e eletrolitos seja igual a perda pelo corpo e, para tanto, a regulacdo envolve a acao
integrada dos rins ¢ do comportamento de ingestdo de agua e sédio que ¢ o principal ion
extracelular.

A ingestdo de 4dgua e sodio ¢ regulada por mecanismos centrais excitatorios e
inibitorios. Os mecanismos excitatorios que desencadeiam a ingestdo de agua e sédio sdo
ativados principalmente pelo peptideo angiotensina II (ANG II), cuja producao apresenta-se
aumentada em situagdes de hipovolemia e hipotensdo. Por outro lado, destacam-se
importantes mecanismos inibitorios da ingestdo de dgua e sddio descobertos recentemente no
nucleo parabraquial lateral (NPBL).

O NPBL ¢ uma estrutura pontina que recebe projecdes aferentes da area postrema
(AP) e da porcao medial do nucleo do trato solitario (NTSm) e que faz conexdes com areas
prosencefalicas envolvidas no controle do balangco hidroeletrolitico. Estudos prévios
mostraram que inje¢des bilaterais do agonista opidide inespecifico B-endorfina no NPBL
induziram ingestdao de agua e sédio em ratos saciados € aumentaram a ingestdo de agua e
sodio induzida pelo tratamento com o diurético furosemida (FURO) combinado com baixas
doses do bloqueador da enzima conversora de angiotensina captopril (CAP) injetados
subcutaneamente (sc). Porém sabe-se que existem trés subtipos de receptores opidides (u, o e

K) mas nao esta estabelecido qual ou quais participam do controle da ingestdo de agua e sddio,



por isso ¢ interessante testar os efeitos de injecdes de agonistas especificos destes receptores
no NPBL. Portanto no presente estudo foi investigado o envolvimento dos receptores 0 e k
opidides do NPBL no controle da ingestdo de dgua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento
com o diurético furosemida combinado com o bloqueio da enzima conversora de angiotensina

perifericamente com doses baixas de captopril subcutaneamente (sc) em ratos.

Para isso foram utilizados ratos com canulas de acgo inoxiddvel implantadas
bilateralmente no NPBL que receberam injec¢des bilaterais no NPBL de agonistas especificos
de receptores o e k opidides SNC 80 e BRL 52537, respectivamente, nas doses de 0,5, 1,2 e 4
nmol/0,2 pl.

As injecdes bilaterais de BRL 52537 na dose 0,5 nmol/0,2 pl no NPBL néo alteraram a
ingestdo de NaCl 0,3 M (10,2 + 2,1 ml/2 h, vs. veiculo: 9,4 = 1,2 ml/2 h), porém as injegdes
bilaterais de BRL 52537 nas doses 1 ¢ 4 nmol/0,2 ul no NPBL aumentaram a ingestao de
NaCl 0,3 M (14,5 = 1,5 e 14,4 £+ 3,2 ml/2 h, respectivamente, vs. veiculo: 7,4 = 0,9 ml/2 h).
Injegdes bilaterais de BRL nas doses 0,5, 1 e 4 nmol/0,2 pl no NPBL ndao modificaram a
ingestdo de agua (15,5 £ 2,4; 17,4 £ 2,0 e 17,3 = 2,1 ml/2 h, respectivamente, vs. veiculo:

14,1 + 1,7 ml/2 h).

As injegdes bilaterais de SNC 80 nas doses 0,5 e 2 nmol/0,2 pl no NPBL aumentaram
a ingestdo de agua (16,2 = 1,7 e 17,0 £ 2,3 ml/2 h, respectivamente, vs. veiculo: 12,2 + 1,4
ml/2 h), porém SNC 80 nas doses 1 e 4 nmol/0,2 ul no NPBL ndo modificaram a ingestao de
agua (12,6 = 1,7 e 16,9 + 2,7 ml/2 h, respectivamente, vs. veiculo: 12,2 + 1,4 ¢ 16,1 £ 2,8
ml/2 h, respectivamente). As inje¢des bilaterais de SNC 80 em todas as doses testadas 0,5, 1,
2 e 4 nmol/0,2 pl no NPBL ndo alteraram a ingestdao de NaCl 0,3 M (13,6 + 5,1; 12,9 + 4,1;
13,9 +5,4¢ 12,3 +£2,2 ml/2 h, respectivamente, vs. veiculo: 9,8 + 2,0 ml/2 h).

Estes resultados sugerem que a ativacdo dos receptores k opidides aumenta

seletivamente a ingestao de sddio, enquanto que a ativagao dos receptores o opioides parece



aumentar seletivamente a ingestdo de agua induzida pelo tratamento com furosemida +
captopril. Porém, os efeitos da ativacdo de receptores & opidides na ingestdo de dgua ndo
foram consistentes, pois apenas algumas doses produziram efeito. Este aumento da ingestao
de 4gua e sodio pela ativagdo de receptores opidides d e k no NPBL provavelmente se deve a
desativagdo dos mecanismos inibitorios do NBPL envolvidos no controle da ingestdo de dgua

e sodio.
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5. INTRODUCAO

Constantemente o organismo perde agua e eletrdlitos, principalmente sodio, para o
meio ambiente pela respiragdo, suor e predominantemente pela excrecao urindria. Essa perda
¢ agravada em casos de diarréia, vomitos, etc. Todavia, a osmolaridade e o volume dos
liquidos do organismo devem permanecer dentro de uma pequena faixa de variagdo para que
haja um perfeito funcionamento das células e manuten¢do da pressdo arterial. A regulacdo da
osmolaridade e do volume dos liquidos corporais exige que a entrada de agua e eletrélitos seja
igual a perda pelo corpo e, para tanto, a regulacdo envolve a acdo integrada dos rins e do

comportamento de ingestao de agua e sddio que € o principal ion extracelular.

Em certas situagdes em que a agua e/ou sddio estdo em falta no organismo, os rins
sozinhos ndo sdo capazes de normalizar a volemia e/ou a osmolaridade e a rapida recuperacao
da normalidade s6 podera ser obtida pela ingestdo de agua e de sodio a qual ¢ regulada por
mecanismos ativados em situagdes de hipovolemia ou alteracdes de osmolaridade. Nessas
situacdes, receptores localizados em diversas partes do organismo ou hormoénios produzidos
sinalizam para algumas regides especificas do cérebro, que uma vez ativadas, desencadeiam
respostas renais e/ou o comportamento de busca pela agua e s6dio (Johnson e Edwards, 1990;
Thunhorst e Johnson, 1994; Thunhorst e cols., 1994). Durante a desidratacdo, por exemplo,
uma série de mecanismos ativados controlam as ingestdes de agua e de sddio. Alguns desses,
como a produgdo de angiotensina II (ANG II) e a diminui¢do das descargas dos receptores
cardiovasculares, ativam ou facilitam a ativag@o desses dois comportamentos. Por outro lado,
aumento da osmolaridade sanguinea ou da concentragdo de sodio ativa apenas o
comportamento de ingestdo de dgua e inibe a ingestdo de so6dio (De Luca e Menani, 1997; De

Luca e cols., 2004).
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No sistema nervoso central (SNC), mecanismos excitatorios e inibitorios podem ser
ativados para se controlar a ingestdo de agua e sédio. As influéncias excitatdrias de areas
prosencefalicas do cérebro no equilibrio hidroeletrolitico t€ém sido bem estudadas, enquanto
que os mecanismos centrais inibitorios ndo sdo bem compreendidos e tém sido demonstrados
tanto em 4areas prosencefélicas quanto em areas do tronco cerebral (Ferrari e cols., 1990;
Johnson e Edwards, 1990; Ferrari e cols., 1991; Edwards e cols., 1993; Menani e Johnson,
1995; Menani e cols., 1996; De Paula e cols., 1996; De Luca Jr. € Menani, 1997; De Luca e

cols., 2004).

Dentre as substancias que ativam a ingestdo de dgua e sodio, uma das principais € o
peptideo ANG II, cuja producdo estd aumentada em situacdes de hipovolemia e hipotensdo. A
ANG II atua tanto por suas acgdes periféricas (controle da secre¢ao de aldosterona) como pela
acdo em algumas areas do cérebro como a regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V)
e o0 orgao subfornical (OSF), que sdo as principais areas do cérebro onde estao localizados os
receptores para essa substancia (Simpson e Routtenberg, 1973; Brody e Johnson, 1980;
Mangiapane e Simpson, 1980). Além do OSF e regido AV3V, outras areas prosencefalicas,
que embora ndo sejam areas ricas em receptores da ANG II, como a area septal (AS), o
hipotdlamo lateral (HL) e a amigdala, também integram um circuito cerebral importante no
controle do equilibrio hidroeletrolitico e regulacdo cardiovascular (Negro-Villar e cols., 1967;
Covian e cols., 1975; Schulkin e cols., 1989; Galaverna e cols., 1991; Luiz ¢ cols., 1991;

Colombari e col., 1994; Barbosa ¢ cols., 1995; Colombari e cols., 1996).

Por outro lado, importantes mecanismos inibitdrios da ingestdao de dgua e s6dio foram
recentemente descobertos no nucleo parabraquial lateral (NPBL), (Ohman e Johnson, 1989;
Edwards e Johnson 1991; Menani e cols., 1995; Ohman e Johnson, 1995; Menani e cols.,
1996; Menani e cols., 1998; Menani e Johnson, 1998; De Gobbi e cols., 2000; Menani e cols.,

2000). O NPBL ¢ uma estrutura pontina que recebe projecoes aferentes da area postrema (AP)
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e da porcdo medial do nucleo do trato solitario (NTSm) e que faz conexdes com areas
prosencefalicas envolvidas no controle do balanco hidroeletrolitico, como nticleos especificos
do hipotalamo e amigdala (Ciriello e cols., 1984; Herbert e cols., 1990; Krukoff e cols., 1993;
Jhamandas e cols., 1996). Assim, um papel importante do NPBL seria integrar as informagdes
ascendentes do NTSm e AP que por sua vez poderiam influenciar a atividade das areas

prosencefalicas envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico.

O papel inibitério do NPBL sobre a ingestdo de dgua e sddio tem sido demonstrado
em varios estudos. Lesdes eletroliticas ou quimicas (4cido iboténico) e injecdo de lidocaina no
NPBL aumentaram a ingestdo de agua induzida por injecdo central ou periférica de ANG II,
bem como por outros estimulos relacionados com a formacao de ANG II, sugerindo um papel
inibitorio do NPBL sobre o controle da ingestdo de 4gua, (Ohman e Johnson, 1989; Edwards
e cols., 1991; Menani e cols., 1995; Ohman e Johnson, 1995). A administragao de antagonista
de receptor serotonérgico (metisergida) no NPBL também aumenta a ingestdo de agua e de
solucdo hipertonica de cloreto de so6dio em animais submetidos a deplecdo de sddio,
tratamento com inje¢des subcutaneas do diurético furosemida + captopril (inibidor da enzima
conversora de angiotensina, em baixas doses) e tratamento com deoxicorticosterona (DOCA -
composto esterdide com propriedades semelhantes a aldosterona), enquanto que injecdes
bilaterais do agonista serotonérgico DOI promove redu¢do dessa ingestdo (Menani e cols.,
1996; Menani e cols., 1998; De Gobbi e cols., 2000). Esses resultados sugerem a presenca de
um importante mecanismo serotonérgico inibitorio da ingestdo de dgua e sddio no NPBL.
Além do mecanismo serotonérgico também ja foi demonstrado no NPBL a existéncia de um
mecanismo colecistocinérgico que também exerce um papel inibitorio sobre a ingestdo de

agua e sddio (Menani e Johnson, 1998).

Recentemente foi demonstrado que injegdes bilaterais do agonista opioide inespecifico

B-endorfina no NPBL induziu intensa ingestao de dgua ¢ NaCl 0,3 M em ratos saciados e
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normovolémicos, um efeito que foi bloqueado pelo tratamento prévio com o antagonista

opidide inespecifico naloxona (De Oliveira et al., 2008).

Os receptores opiodides sdo classificados em subtipos p, 6 € k. A B-endorfina, assim
como o naloxona podem se ligar a qualquer um dos subtipos de receptores opidides. Assim,
para saber qual subtipo ou subtipos de receptores opidides do NPBL estariam envolvidos com
o controle da ingestdo de 4dgua e sddio seria interessante testar os efeitos de agonistas e
antagonistas de receptores opioides especificos injetados sozinhos ou combinados no NPBL

sobre a ingestdo de dgua e s6dio em ratos.

No presente estudo investigamos o envolvimento dos receptores 6 e Kk opiodides do
NPBL no controle da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com o
diurético furosemida combinado com o bloqueio da enzima conversora de angiotensina
perifericamente com doses baixas de captopril subcutaneamente (sc) em ratos,um tratamento
que aumenta a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M por causar uma hipotensdo ¢ aumento da ANG
IT central. Para tanto foram testados os efeitos de inje¢des de agonistas especificos de
receptores 0 e k opidides SNC 80 e BRL 52537, respectivamente no NPBL sobre a ingestao

de dgua e sodio induzida pelo tratamento com o diurético furosemida combinado captopril sc.
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6. OBJETIVO

Estudar o possivel envolvimento dos receptores o e k opidides do NPBL no controle

da ingestao de agua e sodio induzida pelo tratamento com furosemida + captopril sc em ratos.
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7. MATERIAIS E METODOS
7.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman com pesos em torno de 300 g, fornecidos pelo
Biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP. Os animais foram mantidos
no Biotério da Disciplina de Fisiologia em gaiolas de aco inoxidéavel individuais, em salas
climatizadas (24 + 2 °C), com ciclo claro-escuro 12-12 h, tendo disponivel ragdo Biobase,
agua e NaCl 0,3 M ad libitum.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentagio Animal da

Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP.

7.2. Cirurgia

Para as cirurgias cerebrais, os ratos foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg de
peso corporal) + xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho
estereotaxico (modelo Kopf 900). O lambda e o bregma foram utilizados como referéncia
para nivelar as cabecas dos ratos e para se determinar os pontos de introducdo das canulas
de aco inoxidavel. Nesse ponto foi feita trepanagdo do osso do crdnio com uma broca
esférica, abrindo-se um orificio de aproximadamente 1,5 mm de didmetro. As canulas de
aco inoxidavel com didmetro interno de 0,5 mm e comprimento de 12 mm foram
introduzidas no cérebro e fixadas nas cabegas dos ratos com resina acrilica aderida a dois

parafusos presos na calota craniana.

Foram implantadas canulas bilateralmente no NPBL, orientadas de acordo com as
seguintes coordenadas: 9,4 mm caudal ao bregma, 2,1 mm lateral a linha mediana e 4,1

mm abaixo da dura-mater.
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Ap0s a cirurgia cerebral, os ratos receberam uma inje¢do intramuscular (0,1 ml/rato)
de Pentabidtico Veterinario — Pequeno Porte (Fort Dodge Satde Animal Ltda.) e do

analgésico/anti-inflamatorio Ketoflex (cetoprofeno 1%, 0,03 ml/rato).

7.3. Injecéo de drogas no encefalo

As drogas dissolvidas em solvente adequado (propileno glicol/dgua 2:1, veiculo)
foram injetadas no NPBL utilizando-se uma seringa Hamilton (5 pl), conectada por um tubo
de polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi introduzida no cérebro pela canula guia
previamente fixada no cérebro. A agulha injetora era 2,0 mm mais longa do que a canula guia.

O volume de injecdo no NPBL foi de 0,2 ul bilateralmente.

7.4. Drogas utilizadas

BRL 52537 (0,5, 1 e 4 nmol/0,2 ul) e SNC 80 (0,5, 1, 2, ou 4 nmol/0,2 ul) adquiridos
da Tocris, USA, foram injetados no NPBL. Estas drogas foram dissolvidas em propileno

glicol/dgua 2:1 (veiculo). O veiculo foi injetado como controle.

Captopril (5 mg/kg de peso corporal) e furosemida (10 mg/kg de peso corporal)
obtidos da Sigma Chem. Co., USA, foram injetados sc para induzir ingestao de agua e sodio.
Captopril foi dissolvidos em salina estéril e furosemida foi dissolvido em salina alcalinizada

(pH 9,5) com NaOH.
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7.5. Medida da ingestdo de 4gua e de NaCl 0,3 M

A ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M foi induzida pelo tratamento com o diurético
furosemida (10 mg/kg de peso corporal) combinado com o inibidor da enzima conversora
captopril (5 mg/kg de peso corporal) injetados sc. Apos as inje¢des de furosemida + captopril,
os ratos foram mantidos sem acesso a agua e NaCl por uma hora antes de se iniciarem as
medidas de ingestdao de 4gua e de NaCl 0,3 M. Quinze minutos antes do acesso a agua e NaCl,
os animais receberam injecdes de veiculo, SNC 80 ou BRL 52537 no NPBL. Para o registro
da ingestao de 4gua e de NaCl 0,3 M foram utilizados tubos graduados (divisao de 0,1 ml). A

ingestao de agua e sodio foi medida a cada 30 minutos durante 2 h.

Foi aguardado sempre um intervalo de, no minimo, 72 horas entre dois experimentos
nos mesmos animais. Durante o periodo de registro da ingestdo de agua e de NaCl, os ratos

ndo tiveram acesso a racao.

7.6. Histologia encefalica para localizacdo dos pontos das injecGes

Terminados os experimentos, os ratos receberam injegdes do corante azul de Evans
2% no NPBL no volume de 0,2 ul, foram profundamente anestesiados com tiopental sddico
(70 mg/kg de peso corporal) e submetidos a uma perfusdo cerebral por meio de injecdo no
coracdo de solugdo salina tamponada (50 ml), seguida de solucdo de formalina 10% (50 ml).
A seguir, os cérebros foram retirados e fixados em formalina 10% por alguns dias. Cortes
transversais (50 um de espessura) foram feitos nos pontos de inje¢do com auxilio de um
criostato (Leica). Os cortes histologicos foram montados em lamina e analisados para se

localizar os pontos das injecdes centrais.
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7.7. Apresentacao dos resultados e estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrao da média foram representados
em graficos. Andlise de varidncia e o teste de Newman Keuls foram utilizados para as
comparagoes entre diferentes tratamentos. Diferencas foram consideradas significantes para p

<0,05.
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8. EXPERIMENTOS REALIZADOS

8.1. Experimento 1. Efeitos das injecdes bilaterais de BRL 52537 no NPBL sobre a

ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento de furosemida + captopril sc.

A ingestdo de dgua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com canulas implantadas
bilateralmente no NPBL tratados com furosemida + captorpil sc. Os ratos receberam injecoes
de veiculo (propilenoglicol) ou BRL 52537 (0,5, 1 ou 4 nmol/0,2 pl) bilateralmente no NPBL
45 minutos apos as inje¢des de furosemida + captopril. Quinze minutos apos as injegdes no
NPBL, os ratos tiveram acesso a agua e a solugdo de NaCl 0,3 M. As ingestdes de NaCl 0,3

M e dgua foram medidas a cada 30 min durante 2 h.

Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do grupo
recebeu um tratamento no NPBL. A seqiiéncia de tratamentos foi aleatoria e no final dos

experimentos todos os animais do grupo receberam os mesmos tratamentos no NPBL.

8.2. Experimento 2. Efeitos das injecOes bilaterais de SNC 80 no NPBL sobre a ingestdo de

4gua e de NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento de furosemida + captopril sc.

A ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com canulas implantadas
bilateralmente no NPBL tratados com furosemida + captorpil sc. Os ratos receberam inje¢des
de veiculo (propilenoglicol) ou SNC 80 (0,5, 1, 2, ou 4 nmol/0,2 ul) bilateralmente no NPBL
45 min apos as inje¢des de furosemida + captopril. Quinze minutos apos as injecdes no
NPBL, os ratos tiveram acesso a agua e a solu¢do de NaCl 0,3 M. As ingestdes de NaCl 0,3

M e 4gua foram medidas a cada 30 min durante 2 h.

Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do grupo
recebeu um tratamento no NPBL. A seqiiéncia de tratamentos foi aleatoria e no final dos

experimentos todos os animais do grupo receberam os mesmos tratamentos no NPBL.
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9. RESULTADOS

9.1. Experimento 1. Efeitos das inje¢des bilaterais de BRL 52537 no NPBL sobre a

ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento de furosemida + captopril sc.

Injegdes bilaterais de BRL 52537 (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL ndo alteraram a ingestao
de NaCl 0,3 M (10,2 £ 2,1 ml/2 h, vs. veiculo: 9,4 £ 1,2 mL/2 h, [F(1,5) =0,17; p <0,05] e de
agua (15,5 £2,4 ml/2 h, vs. veiculo: 13,4 £2,0 ml/2 h, [F(1,5) = 1,06 p < 0,05] induzidas por
FURO+CAP sc (Figuras I e II).

As injegdes bilaterais de BRL 52537 (1 nmol/0,2 pl) no NPBL aumentaram a ingestao
de NaCl 0,3 M (14,5 = 1,5 ml/2 h, vs. veiculo: 7,4 = 0,9 ml/2 h, [F(1,15) = 13,74; p < 0,05],
mas ndo alteraram a ingestdo de agua (17,4 = 2,0 ml/2 h, vs. veiculo: 13,9 £ 1,2 ml/2 h,
[F(1,15)=0,52; p > 0,05] induzidas por FURO+CAP sc (Figuras III e IV).

As injegdes bilaterais de BRL 52537 (4 nmol/0,2 pl) no NPBL aumentaram ingestao
de NaCl 0,3 M (14,4 + 3,2 ml/2 h, vs. veiculo: 6,1 + 1,1 ml/2 h, [F(1,9) =4,81; p <0,05], mas
ndo alteraram a ingestdao de agua (17,3 £ 2,1 ml/2 h, vs. veiculo: 14,1 + 1,7 ml/2 h, [F(1,9) =

0,81; p <0,05] induzidas por FURO+CAP sc (Figuras V e VI).
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Figura I: Ingestao cumulativa de NaCl 0,3 M em ratos tratados com furosemida + captopril
subcutaneamente que receberam injegdes bilaterais de BRL 52537 (0,5 nmol/0,2 ul) ou

veiculo no NPBL. Os resultados estdo expressos como média + EPM.
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Figura Il: Ingestdo cumulativa de agua em ratos tratados com furosemida + captopril

subcutaneamente que receberam inje¢des bilaterais de BRL 52537 (0,5 nmol/0,2 ul) ou

veiculo no NPBL. Os resultados estao expressos como média + EPM.
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Figura I1l: Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M em ratos tratados com furosemida + captopril
subcutaneamente que receberam injecdes bilaterais de BRL 52537 (1 nmol/0,2 pl) ou veiculo

no NPBL. Os resultados estao expressos como média + EPM.
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Figura 1V: Ingestdao cumulativa de agua em ratos tratados com furosemida + captopril
subcutaneamente que receberam injegdes bilaterais de BRL 52537 (1 nmol/0,2ul) ou veiculo

no NPBL. Os resultados estdo expressos como média £ EPM.
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Figura V: Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M em ratos tratados com furosemida + captopril
subcutaneamente que receberam injecdes bilaterais de BRL 52537 (4 nmol/0,2 pl) ou veiculo

no NPBL. Os resultados estdo expressos como média = EPM.
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Figura VI: Ingestdao cumulativa de agua em ratos tratados com furosemida + captopril
subcutaneamente que receberam injecdes bilaterais de BRL 52537 (4 nmol/0,2 pl) ou veiculo

no NPBL. Os resultados estdo expressos como média + EPM.
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9.2. Experimento 2. Efeitos das injecOes bilaterais de SNC 80 no NPBL sobre a ingestdo de

agua e de NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento de furosemida + captopril sc.

As inje¢des bilaterais de SNC 80 (0,5 nmol/0,2 pul) no NPBL ndo alteraram a ingestao
de NaCl 0,3 M (13,6 £ 5,1 ml/2 h, vs. veiculo: 9,8 = 2,0 ml/2 h, [F(1,4)= 0,98; p > 0,05], mas
aumentaram a ingestdo de dgua (16,2 = 1,7 ml/2 h, vs. veiculo: 12,2 + 1,4 ml/2 h, [F(1,4) =
9,12; p <0,05] induzidas por FURO+CAP sc (Figuras VII e VIII).

As injecdes bilaterais de SNC 80 (1 nmol/0,2 pl) ndo alteraram a ingestdo de agua
(12,6 = 1,7 ml/2 h vs. veiculo 12,2 + 1,4 ml/2 h, [F (1,4) = 0,051; p > 0,05] e de NaCl 0,3 M
(12,9 + 4,1 ml/2 h vs. veiculo 9,8 + 2,0 ml/2 h, [F(1,4) =0,61; p > 0,05] induzidas por
FURO+CAP sc (Figuras IX e X).

As inje¢des bilaterais de SNC 80 (2 nmol/0,2 pul) no NPBL aumentaram a ingestdo de
agua (17,0 £ 2,3 ml/2 h, vs. veiculo: 12,2 + 1,4 ml/2 h, [F(1,4) = 10,83; p < 0,05] mas nao
alteraram a ingestao de NaCl 0,3 M (13,9 + 5,4 ml/2 h, vs. veiculo: 9,8 + 2,0 ml/2h, [F(1,4) =
0,91; p >0,05] induzidas por FURO+CAP sc (Figuras XI e XII).

As injegoes bilaterais de SNC 80 (4 nmol/0,2 puL) ndo alteraram a ingestdo de agua
(16,9 = 2,7 ml/2 h vs. veiculo 16,1 £ 2,8 ml/2 h, [F(1,5) = 0,38, p > 0,05] e de NaCl 0,3 M
(12,3 £2,2 ml/2 h vs. veiculo 12,5 + 2,8 ml/2 h, [F(1,5) = 0,008; p > 0,05] induzidas por

FURO+CAP sc (Figuras XIII e XIV).
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Figura VII: Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3M em ratos tratados com furosemida + captopril
subcutaneamente que receberam inje¢des bilaterais de SNC 80 (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo

no NPBL. Os resultados estao expressos como média + EPM.
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Figura VIII: Ingestdo cumulativa de agua em ratos tratados com furosemida + captopril

subcutaneamente que receberam injecoes bilaterais de SNC 80 (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo

no NPBL. Os resultados estao expressos como média + EPM.
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Figura IX: Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3M em ratos tratados com furosemida + captopril
subcutaneamente que receberam inje¢des bilaterais de SNC 80 (1 nmol/0,2 pl) ou veiculo no

NPBL. Os resultados estao expressos como média + EPM.
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Figura X: Ingestdo cumulativa de agua em ratos tratados com furosemida + captopril
subcutaneamente que receberam inje¢des bilaterais de SNC 80 (1 nmol/0,2 pl) ou veiculo no

NPBL. Os resultados estdo expressos como média = EPM.
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Figura XI: Ingestdo cumulativa de NaCl em ratos tratados com furosemida + captopril

subcutaneamente que receberam inje¢des bilaterais de SNC 80 (2 nmol/0,2 pul) ou veiculo no

NPBL. Os resultados estao expressos como média + EPM.
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Figura XII: Ingestdao cumulativa de agua em ratos tratados com furosemida + captopril
subcutaneamente que receberam injegdes bilaterais de SNC 80 (2 nmol/0,2 ul) ou veiculo no

NPBL. Os resultados estao expressos como média + EPM.
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Figura XI1I: Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3M em ratos tratados com furosemida +

captopril subcutaneamente que receberam injecdes bilaterais de SNC 80 (4 nmol/0,2 pl) ou

veiculo no NPBL. Os resultados estao expressos como média + EPM.
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Figura XIV: Ingestao cumulativa de agua em ratos tratados com furosemida + captopril

subcutaneamente que receberam injegdes bilaterais de SNC 80 (4 nmol/0,2 ul) ou veiculo no

NPBL. Os resultados estao expressos como média + EPM.
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9.3. Efeitos das injecOes bilaterais de BRL 52537 fora do NPBL sobre a ingestdo de agua e

de NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com furosemida + captopril sc.

As inje¢des bilaterais de BRL 52537 (0,5 nmol/0,2 ul) fora do NPBL ndo alteraram a
ingestao de NaCl 0,3 M (5,2 £ 1,6 ml/2 h, vs. veiculo: 3,8 = 0,9 ml/2 h, [F(1,9) = 0,89 ; p <
0,05] e de 4gua (10,4 = 1,0 ml/2 h, vs. veiculo: 9,3 + 0,6 ml/2 h, [F(1,9) = 1,56 p > 0,05]
(Tabela I).

As injecgdes bilaterais de BRL 52537 (1 nmol/0,2 pl) fora do NPBL aumentaram a
ingestdo de NaCl 0,3 M apenas no tempo 120 min (6,5 = 1,0 ml/2 h, vs. veiculo: 3,8 = 0,9
ml/2 h, [F(1,9) =4,9 ; p <0,05] e alteraram a ingestao de dgua (10,7 = 0,6 ml/2 h, vs. veiculo:
9,3+0,6 ml/2 h, [F(1,9)=7,53 ; p <0,05] (Tabela I).

As injegdes bilaterais de BRL 52537 (4 nmol/0,2 pl) fora do NPBL ndo alteraram a
ingestdao de NaCl 0,3 M (8,3 = 1,3 ml/2 h, vs. veiculo: 6,2 £ 1,1 ml/2 h, [F(1,6) =3,0 ; p <
0,05] e de agua (9,7 £ 0,8 ml/2 h, vs. veiculo: 10,5 + 0,8 ml/2 h, [F(1,6) = 2,54 ; p > 0,05]

(Tabela I).
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Tabela I: Ingestdo cumulativa de agua ¢ NaCl 0,3 M em ratos tratados com furosemida +

captopril subcutaneamente que receberam inje¢des bilaterais de BRL 52537 (0,5, 1 ¢ 4

nmol/0,2pl) ou veiculo fora do NPBL.

Agua NaCl 0,3 M
(ml/2h) (ml/2h)
BRL 52537 - 0,5 nmol/0,2 ul (n = 10) 10,4 £ 1,0 52+ 1.6
Veiculo (n=10) 9,3+0,6 3,8+0,9

BRL 52537 - 1 nmol/0,2 ul (n=10) 10,7+ 0,6 * 6,5+1,0%*
Veiculo (n=10) 9,3+0,6 3,8+0,9
BRL 52537 - 4 nmol/0,2 pl (n=7) 9,7+0,8 83+1,3
Veiculo (n=7) 10,5+0,8 6,2+1,1

Os resultados estao representados pela média = EPM.

* Diferente de veiculo.
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9.4. Efeitos das injecdes bilaterais de SNC 80 fora do NPBL sobre a ingestéo de agua e de

NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento de furosemida + captopril sc.

As injecdes bilaterais de SNC 80 (0,5 nmol/0,2 pl) fora do NPBL ndo alteraram
a ingestao de NaCl 0,3 M (6,1 £ 1,9 ml/2 h, vs. veiculo: 3,7 + 0,7 ml/2 h, [F(1,8) = 1,75 ;p <
0,05] e de agua (11,2 = 2,5 ml/2 h, vs. veiculo: 6,4 £ 1,2 ml/2 h, [F(1,8) = 3,92 ; p < 0,05]
(Tabela II).

As injecdes bilaterais de SNC 80 fora do NPBL (1 nmol/0,2 pl) ndo alteraram a
ingestdo de NaCl 0,3 M (5,5 £ 1,7 ml/2 h vs. veiculo 3,7 = 0,7 ml/2 h, [F(1,8) =0,7; p < 0,05]
e de 4gua (8,1 £ 1,3 ml/2 h vs. veiculo 6,4 = 1,2 ml/2 h, [F (1,8) = 0,27 ; p < 0,05] (Tabela
10).

As injegdes bilaterais de SNC 80 fora do NPBL (2 nmol/0,2 pl) ndo aumentaram a
ingestao de agua (12,0 = 1,8 ml/2 h, vs. veiculo: 14,4 £ 1,8 ml/2 h, [F(1,6) = 1,9; p <0,05] ¢
nao alteraram a ingestdao de NaCl 0,3 M (7,7 £ 1,5 ml/2 h, vs. veiculo: 6,7 = 1,9 ml/2h, [F(1,6)
=0,38; p <0,05] (Tabela II).

As injegOes bilaterais de SNC 80 fora do NPBL (4 nmol/0,2 pl) ndo alteraram a
ingestao de agua (15,9 £ 1,9 ml/2 h vs. veiculo 14,4 + 1,8 ml/2 h, [F(1,6) = 1,20, p < 0,05] e
de NaCl 0,3 M (10,1 = 1,7 ml/2 h vs. veiculo 6,7 = 1,9 ml/2 h, [F(1,6) = 3,72 ; p < 0,05]

(Tabela II).
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Tabela Il: Ingestao cumulativa de agua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com furosemida +
captopril subcutaneamente que receberam injegdes bilaterais de SNC 80 (0,5, 1, 2 e 4

nmol/0,2 ul) ou veiculo fora do NPBL.

Agua NaCl 0,3 M
(ml/2h) (ml/2h)

SNC 80 - 0,5 nmol/0,2 ul (n=9) 112+25 6,1 £1,9
Veiculo (n=9) 64+1,2 3,7+0,7

SNC 80 - 1 nmol/0,2 ul (n=9) 8,1+1,3 54+1,6
Veiculo (n=9) 64+1,2 3,7+0,7

SNC 80 - 2 nmol/0,2 pul (n=7) 12,0+ 1,8 7,6+14
Veiculo (n=7) 143+1,8 6,7+ 1,9

SNC 80 - 4 nmol/0,2 pl (n=7) 159+1,8 10,1 £1,7
Veiculo (n=7) 143+1,8 6,7+1,9

Os resultados estao representados pela média = EPM.
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10. HISTOLOGIA

A fotomicrografia abaixo representa um corte transversal de encéfalo, no qual os
pontos das injeg¢des (indicados pelas setas) estdo marcados com corante azul de Evans. O
NPBL ¢é uma estrutura pontina localizada dorsolateralmente ao pedunculo cerebelar superior

(p.c.s.), indicado pelos circulos tracejados.

Figura XV: Fotomicrografia representativa mostrando os sitios de inje¢des no NPBL (setas).
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11. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que a ativagao de receptores opioides
do tipo x pelas injegdes bilaterais do agonista especifico BRL 52537 (1 ou 4 nmol/0,2 pul) no
NPBL aumentou a ingestdo de sodio sem modificacdes da ingestdo de dgua, enquanto que a
ativacao dos receptores opioides do tipo 0 pelas injecdes agonista especifico SNC 80 (0,5 ou 2
nmol/0,2 pl) no NPBL aumentou a ingestdo de agua, sem modifica¢des na ingestdo de NaCl
0,3 M. Os resultados sugerem que a ativagcdo de receptores opidides do tipo k¥ no NPBL
facilita especificamente a ingestdo de sodio, enquanto que a ativagdo dos receptores opidides
do tipo 6 no NPBL parece facilitar seletivamente a ingestdo de 4gua induzida pelo tratamento
com furosemida + captopril. Porém, no caso do aumento de ingestdo de adgua pelas injecdes
de SNC 80 no NPBL ¢ preciso considerar que os efeitos ndo foram consistentes, pois SNC 80
nas doses de 0,5 e 2 nmol aumentaram a ingestdo de agua, enquanto que as doses de 1 e 4
nmol de SNC 80 injetadas no NPBL ndo modificaram a ingestdo de agua.

O sistema opidide enddgeno estd envolvido em uma grande variedade de fungdes
no organismo sendo encontrado em diversos sistemas neurais em diferentes regides do
cérebro, especialmente em dareas relacionadas com o comportamento ingestivo e controle
cardiovascular e endocrino (Bodnar, 2009; Le Merrer e cols., 2009). A participacdo do
sistema opioidérgico central no controle da ingestdo de agua e sddio ¢ bastante complexo com
ambos os efeitos estimulatdrios e inibitorios sendo observados simultaneamente dependendo
da localizacdo anatomica, do tipo de receptor opidide envolvido e as doses do agente
opioidérgico utilizado.

O antagonista opiddide naloxone quando administrado tanto sistemicamente
quanto no sistema nervoso central, reduz a ingestdo de salina hipertonica, hipotonica e

isotonica (Cooper e Gilbert, 1984; Cooper e Gilbert, 1986; Gosnell e Majchrzak, 1990;
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Gosnell e Majchrzak, 1990). Além disso, em experimentos anteriores em que foram injetados
centralmente antagonistas de receptor p e Kk em animais privados de agua ocorreu uma
diminuicdo na ingestdo da mesma quando simultaneamente foram oferecidas solucdes salinas
(NaCl 0,6% e 1,7%). Essa resposta ndo foi observada injetando-se antagonista especifico de
receptor opidide 6 (Bodnar e cols., 1995). Por outro lado, injecdes de agonistas de
receptores opidides U, k € § no sistema cerebroventricular e nucleo parabraquial em animais
que ndo passaram por privacdo hidrica, promoveram um aumento na ingestdo de salina
(Gosnell e Majchrzak, 1990; Gosnell e Majchrzak, 1990; De Oliveira, 2008).

Estudos anteriores demonstraram que a ativagdo de receptores opidides do NPBL
com o agonista inespecifico f-endorfina induziu uma intensa ingestdo de sodio hipertonico
em ratos saciados e normohidratados. Além disso, esses animais apresentaram uma maior
ingestdo de agua quando a solucdo de NaCl 0,3 M estava simultaneamente disponivel,
sugerindo que a ingestdo de agua fosse entdo consequéncia do aumento da osmolaridade
plasmatica em virtude da ingestdo excessiva de solugdo hipertonica de NaCl. Por outro lado,
injecdes bilaterais no NPBL do antagonista opidide inespecifico naloxone aboliram a ingestdo
de agua e NaCl 0,3 M induzida pelas injecdes de B-endorfina.( De Oliveira e cols., 2008). A
B-endorfina de maneira similar a ativagdo gabaérgica no NPBL, pode inibir a atividade neural
nessa regido reduzindo ou bloqueando os mecanismos inibitorios e deste modo promove a
ingestao de sodio.

Diferentes neurotransmissores e receptores do NPBL estdo relacionados com os mecanismos
inibitorios dessa regido cerebral. (Menani e cols.,1996; Xu e cols., 1997; Menani e Johnson,
1998; De Castro e Silva e cols., 2006). Entre os neurotransmissores envolvidos com o
controle da ingestdo de dgua e sddio no NPBL existem aqueles que aumentam a atividade dos
mecanismos inibitorios do NPBL como a serotonina, colecistocinina (CCK), glutamato, fator

liberador de corticotrofina (CRF) e outros como GABA, noradrenalina, trifosfato de
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adenosina (ATP) que a semelhanca dos opidides reduzem ou bloqueiam a atividade dos
mecanismos inibitérios do NPBL (Colombari e cols., 1996; Menani e cols., 1996; Xu e cols.,
1997; Menani e Johnson, 1998; Andrade e cols., 2004; De Castro e Silva e cols., 2006;
Callera e cols., 2002; Callera e cols., 2005; De Oliveira e cols., 2008). Os receptores opiodides
normalmente encontram-se localizados pré-sinapticamente e a ativacdo dos mesmos poderia
reduzir a liberacdo de neurotransmissores que aumentam a atividade dos mecanismos
inibitorios do NPBL, ou seja, a ativagdo dos receptores opidides no NPBL poderia inibir a
liberagdo de serotonina, CCK, glutamato e/ou CRF. Porém, ndo se descarta também uma
possivel agdo pos-sinaptica dos opidides inibindo diretamente os mesmos neurénios do NPBL
que seriam ativados pela serotonina, CCK, glutamato e/ou CRF.

Resultados anteriores de nosso laboratorio ja haviam mostrado que a ativacao de
receptores p opidides do NBPL aumenta tanto a ingestdo de dgua como a ingestdo de sodio
induzida pelo tratamento com furosemida + captopril (Pavan et al., 2012). Comparando-se os
efeitos da ativagdo dos receptores p opidides do NBPL com os presentes resultados obtidos
com ativa¢do dos receptores 0 ¢ k do NPBL pode-se verificar que existem diferencas de
efeitos na ingestdo de dgua e sédio. A ativacdo dos receptores p opidides do NBPL produz
maior aumento da ingestdo de sodio e 4gua em comparagdo com a ativagdo dos receptores o e
k do NPBL. Embora aparentemente a ativacdo dos receptores k do NPBL facilite
especificamente a ingestdo de sodio induzida pelo tratamento com furosemida + captopril, €
preciso levar em conta que o aumento da ingestdo de s6dio foi muito menor neste caso do que
quando se ativou os receptores p opidides do NBPL. Como os ratos simultaneamente ingerem
agua e NaCl hipertonico, o aumento da ingestdo de 4gua pode ser uma consequéncia do efeito
osmotico produzido pela ingestdo de grandes quantidades de solucdo hipertdnica. Assim,
pode ser que a ativagdo dos receptores p opidides do NBPL também aumentem

especificamente a ingestdo de sodio e que o aumento da ingestdo de agua seja uma
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consequéncia da intensa ingestdo de solucdo hipertonica de NaCl. Estudos nos quais seja
testada apenas a ingestdo de agua durante a ativacdo dos receptores p opidides do NBPL
permitirdo se esclarecer esta divida. Por outro lado, como a ativagdo dos receptores k do
NPBL produz um menor aumento da ingestdo de sodio, ¢ possivel que o menor efeito
osmotico ndo fosse suficiente para um produzir um aumento significante da ingestao de agua.
Os receptores 6 do NPBL claramente nao estdo envolvidos com controle da ingestao de sddio,
mas parecem ter um efeito facilitador da ingestdo de agua. Porém, como os efeitos das
injegdes de SNC 80 no NPBL na ingestdo de agua ndo foram consistentes, também neste caso
seriam interessantes mais estudos nos quais fosse testada apenas a ingestdo de dgua durante a
ativagdo dos receptores & opidides do NBPL. E importante considerar também que os efeitos
da ativacdo dos receptores 6 e k do NPBL na ingestdo de dgua e sddio, respectivamente,
precisam ser confirmados com reversdo destes efeitos pelo tratamento prévio com

antagonistas especificos dos respectivos receptores.
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12. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a ativagao de receptores opidides 6 e k¥ no NPBL
aumenta seletivamente a ingestdo de agua e sddio, respectivamente, provavelmente devido a
desativagcdo dos mecanismos inibitorios do NBPL envolvidos no controle da ingestao de dgua

e sodio.
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