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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a descricdo da técnica de implante de
canulas-guia no sistema nervoso central, mais especificamente no Nucleo Parabraquial
Lateral (NPBL) de ratos Wistar, utilizando-se o aparelho estereotdxico. Por meio desta
técnica, pode-se fazer lesdes elétricas ou quimicas e também a injecdo de drogas nessa area
e avaliar os efeitos que estas tém sobre o local de interesse. Para fazer as inje¢des das
drogas no NPBL, os animais foram adequadamente anestesiados, e implantados canulas-
guias no NPBL usando as coordenadas histologicas do Atlas de Paxinos ¢ Watson (1986).
Neste trabalho, faremos a descri¢do da técnica de implante de canulas e a apresentacdo de
alguns resultados obtidos no laboratério, mostrando efeitos cardiovasculares e na ingestao
de agua e sodio hipertonico (NaCl 1.8%) promovido por inje¢des no NPBL bilateral de

muscimol, agonista do receptor GABA4.

PALAVRAS-CHAVE: Muscimol, Receptores GABA,, Nucleo Parabraquial Lateral,

Estereotaxico, Canulas-Guias, Ratos.



ABSTRACT

This study aimed to describe the technique of implantation of guide cannulae in the
lateral parabrachial nucleus (NPBL) in rats, using the stereotaxic apparatus. Through this
technique, one can make any electrical or chemical injury and also injecting drugs in this
area and assess the effects these have on the site of interest.To make the injections of drugs
in NPBL, the animals were adequately anesthetized, and implanted cannula-guides using
the coordinates of Histological Atlas of Paxinos and Watson (1986). In this work, we
described the technique of implantation of cannulae and present some results obtained in
the laboratory, showing cardiovascular, water intake and hypertonic sodium chloride (1.8%
NaCl) effects promoted by injections of muscimol, a GABAA receptor agonist in bilateral

NPBL.

KEYWORDS: Muscimol, GABA, Receptors, Lateral Parabrachial Nucleus, Stereotaxic,

Guide-Cannulas, Rats.
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INTRODUCAO

O método estereotaxico teve seu nascimento com o estudo da neuroanatomia. Com
o desenvolvimento de métodos para fixar e corar tecidos do sistema nervoso central, os
neuroanatomistas comecgaram a tragcar as complicadas conexdes dentro e entre as areas
cerebrais. O procedimento incluia, destruicdo de uma érea determinada no cérebro do
animal de experimentagdo e, dai sacrifica-los mais tarde. Apds uma adequada fixagdo, o
anatomista estudava através de seccdes finas do tecido nervoso, tracando as vias de fibras
de degeneracdo, que saiam da 4rea lesada. Para que estes resultados fossem reproduziveis,
era preciso construir um aparelho que permitisse realizar lesdes precisas em estruturas do
sistema nervoso central.

Horsley e Clarke (1908), estudando as conexdes do cerebelo em macaca mulata,
sentiram a necessidade de desenhar um método para fazer lesdes discretas, nos varios
nucleos cerebelares (figura 1). O cérebro foi dividido em trés planos: horizontal, sagital,
frontal e, dai um sistema de trés coordenadas foi derivado.

O valor da cirurgia estereotdxica para a neurofisiologia ¢ fundamental para seu
trabalho. O uso das técnicas estereotdxicas permite colocar eletrodos com precisdo para
estimulacdo (elétrica ou quimica) circunscritas do encéfalo ou para destruir células em
areas selecionadas e estudar os efeitos no comportamento do animal de experimentagao.
Pela estereotaxia podemos também implantar um termistor, que mede a temperatura da area
cerebral em que foi implantado. Podemos ainda avaliar a temperatura através de fluxo de
um liquido, por exemplo, d4gua com a temperatura controlada. Os métodos de estereotaxia

também permitem a implantacdo de canulas em areas centrais, como por exemplo, o nucleo
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parabraquial lateral (NPBL) por um periodo prolongado de tempo, permitindo a injecdo de
diferentes substancias, tais como drogas ou hormonios, diretamente no encéfalo de animais
anestesiados (preparagcdo aguda) e ndo anestesiados (preparagdo cronica) e o estudo das
alteracdes promovidas por estas drogas ou hormoénios em varidveis cardiovasculares
(Pressao Arterial Sistémica e Freqiiéncia Cardiaca) e parametros hidroeletroliticos

(Ingestao de agua e cloreto de sodio hipertonico).

Figura 1: Victor Alexander Haden Horsley (A) e Robert Henry Clark (B).
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MATERIAIS E METODOS:

1- Animais:

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar com peso padronizado entre 280 e 300
gramas, no inicio dos experimentos. Esses animais foram fornecidos pelo Biotério central
do campus da Faculdade de Odontologia da UNESP de Aragatuba. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais no laboratério sob condi¢des adequadas de umidade
(55+10%) e temperatura (22°C) e com ciclo claro-escuro de 12 horas comegando as 7 horas
da manhi (Figura 2). Agua, NaCl 1.8% e ragdo granulada (Guabi) estavam livremente

disponivel nas gaiolas.
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2 — Cirurgia para implante de canulas no NPBL:

Os ratos foram anestesiados com Ketamina (120 mg/kg i.p) e xilazina (7 mg/kg i.p.)
(figura 3). Em seguida, realizou-se a tricotomia na cabega do rato para facilitar a
cirurgia e evitar possiveis infeccdes (figuras 4 e 5). Os ratos foram adaptados a um
aparelho estereotaxico (David Kopf, figura 6) e com o auxilio de duas barras
auriculares, a cabega do animal foi colocada em posi¢do fixa (figura 7). Apds a assepsia

da pele da cabeca com solugdo de alcool iodado, foi feita uma incisdo longitudinal
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(figura 8) com uma lamina de bisturi para exposicao da calota craniana, expondo as
linhas lambda e bregma (figura 9) que foram utilizadas como referéncia para nivelar a
cabeca do rato no mesmo nivel horizontal, utilizadas como parametro para que o NPBL
fosse localizado.

Utilizando-se a linha bregma e a linha mediana, foram determinados os pontos de
introducdo das canulas de ago inoxidavel, segundo as coordenadas obtidas do Atlas
Histologico de Paxinos e Watson (1986): 9,5 mm caudal ao bregma; 2,2 mm lateral a
linha média e 3,9 mm abaixo da duramater. Essas canulas de ago inoxidavel (12 mm),
confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas (25x0,6 mm), foram posicionadas
bilateralmente 2 mm acima do NPBL, para que essa estrutura ndo fosse lesionada no
momento da injecdo (figura 10). As canulas foram fixadas ao cranio do rato com resina
acrilica de uso odontoloégico e ancorada por pequenos parafusos de ago inox,
previamente introduzidas no osso (figuras 11, 12). Nestes pontos foi feita uma
trepanagdo do osso do cranio com uma broca odontologica esférica acoplada a um
motor de baixa rotagcdo, abrindo um orificio de aproximadamente 1,5 mm de diametro
(figura 13 e 14).

Apods a completa secagem e fixacdo da canula, a torre do estereotaxico foi removida e,

para impedir a obstrugdo da canula guia até a realizacdo dos experimentos, foi introduzida

na mesma um mandril (12 mm) também de ago inoxidavel( figuras 15 e 16). O rato foi

retirado do aparelho estereotdxico e como medida profilatica, apos a cirurgia, para evitar o

surgimento de infec¢do no periodo de restabelecimento do animal , foi injetado 0.2 ml de

um antibiotico veterinario (associacdo de penicilina com estreptomicina 1.200.000 UI) por

via intramuscular. Terminada a cirurgia cerebral, os ratos foram devolvidos em suas gaiolas
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individuais (figura 17) com ragdo, dgua de torneira e NaCl 1.8%, por um periodo de, pelo

menos 5 dias, antes do inicio dos experimentos.

Figura 3: Anestésico (Ketamina) e relaxante muscular (Xilazina).
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Figura 4: Inicio da tricotomia em cabega de rato.
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Figura 5: Tricotomia.
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Figura 6: Estereotaxico (modelo David-Kopf) para cirurgia em pequenos animais.
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Figura 7: Colocacao do rato no aparelho estereotaxico com o auxilio das barras auriculares.
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Figura 8: Incisdo longitudinal com bisturi.
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Figura 9: Exposi¢ao das suturas lambda e bregma.
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Figura 10: Canulas de aco inoxidavel acopladas ao aparelho estereotaxico.
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Figura 11: Perfuracao do osso para colocagdo dos parafusos de ago inox.
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Figura 12: Colocagao e fixa¢ao dos parafusos.
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Figura 13: Perfuracdo da calota craniana com broca.
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Figura 14: Utilizagdo da broca para perfuracao da calota craniana.
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Figura 15: Utilizagdo da resina acrilica para dar suporte a canula-guia.
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Figura 16: Resina acrilica na cabega do rato.
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Figura 17: Gaiolas individuais para recuperagdo pos—operatorio.

3 — Injecdo de drogas no NPBL:

As drogas foram dissolvidas em salina fisioldgica e injetadas no nucleo parabraquial lateral
(NPBL) de ratos, de acordo com o protocolo experimental utilizado, usando-se uma seringa
Hamilton de 10 pl (figura 18), conectada por meio de um tubo de polietileno PE-10 a uma
agulha injetora (30 gauge de diametro) que foi introduzida no NPBL através da canula guia
previamente fixada (figura 19 e 20). A canula injetora foi 2 mm mais longa do que a canula

guia. O volume da inje¢ao foi de 0,2 ul (200 nl).
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Figura 18: Seringa Hamilton de 10 pl.
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Figura 19: Inje¢do da droga no NPBL utilizando a seringa de Hamilton.
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Figura 20: Introducao da injetora na canula-guia préviamente implantada no NPBL.

4 — Solugoes e drogas:

Muscimol (0.5 nmol/0.2ul) e bicuculina (1.6 nmol/0.2ul);

Solugao fisiologica (NaCl 0.9%) e solugdo hipertonica de NaCl 1.8% ;

(£)-Baclofen (agonista GABAg);

Serotonina (5-HT; 5 nmol/50 nl).
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5 — Histologia Cerebral:

Terminados os experimentos, os ratos receberam uma inje¢do no NPBL bilateral do
corante Azul de Evans 2% (volume de 0.2 pl) para determinar o local especifico das
inje¢des. A seguir, os ratos foram anestesiados com pentobarbital sodico (100 mg/kg) e
submetidos a abertura da regido tordxica para exposi¢do do coragdo para perfusdo com
salina tamponada seguida de solu¢dao de formol 10% (figura 21). Para facilitar a perfusdo
cerebral, a artéria aorta descendente foi bloqueada com pinga hemostatica e a cava superior
seccionada. A seguir, os cérebros foram retirados e fixados em formol 10% por alguns dias
(figuras 22, 23 e 24). Cortes transversais (60 um de espessura) foram feitos nos pontos de
injecdo das drogas com auxilio de um aparelho Criostato (figuras 25). Os cortes
histologicos, montados em lamina foram analisados a fresco para se localizar os pontos das
injecoes (figuras 26 e 27). Somente os ratos que apresentaram marcacdes no NPBL bilateral

foram considerados na analise estatistica dos resultados.

34



Figura 21: Abertura da regido toraxica para exposi¢ao do coracdo para perfusdo com
salina tamponada.
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Figura 22: Procedimento para remogao do encéfalo.
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Figura 23: Remocao com alicate.
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Figura 24: Encéfalo.
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Figura 25: Criostato (Leica).
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Figura 26:

Colocagao das fatias do encéfalo nas laminas.
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Figura 27: Laminas montadas para analise microscopica.
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RESULTADOS OBTIDOS COM A UTILIZACAO DO ESTEREOTAXICO:

Analise Histologica:

Figura 28: Fotomicrografia de um rato representativo, mostrando a 4rea de injecdo

do corante Azul de Evans 2% no NPBL bilateral (setas).

42



1 - Efeitos da inje¢do no NPBL bilateral do muscimol na ingest&o
de agua e NaCl 1.8% em ratos hidratados

A saline
A muscimol 0.5 nmol
* different from saline
4 90 1
Q - =, —
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Fig. 29. (A) Ingestao cumulativa de 0.3 NaCl; (B) Ingestao individual de 0.3 NaCl; (C)
Ingestdo cumulativa de 4gua; (D) Ingestdo individual de d4gua por ratos
normovolémicos e hidratados que receberam injegdes bilaterais de muscimol
(0.5nmol/0.2 pl) ou salina no NPBL. A e C sdo valores médios + E.P.M; n, numero de
ratos.
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2 - Efeitos da injecao prévia do antagonista GABAA no NPBL bilateral sobre a
ingestdo de agua e NaCl 1.8% induzido pelo muscimol em ratos hidratados

—O— vehicle + saline —{— bicuculline + saline
—&— vehicle + muscimol —%— bicuculline + muscimol

* different from vehicle + saline
(n=5)

Bicuculline injected 15 min Bicuculline injected 60 min
before muscimol after muscimol

intake (ml)

Cumulative 0.3 M NaCl
Cumulative 0.3 M NaCl
intake (ml)

0 30 60 90 120 150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Time (min) Time (min)

20 4 20 4 &

intake (ml)
intake (ml)

10 A 10 -

Cumulative water
Cumulative water

0
0 30 60 90 120150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210240
Time (min) Time (min)

Fig.30 - (A,B) Ingestao cumulativa de 0.3M NaCl; (C,D) Ingestao cumulativa de agua
em ratos hidratados e saciados que receberam inje¢des de bicuculina (1.6nmol/0.2pul) ou
veiculo combinado com muscimol (0.5nmol/0.2pul) ou salina bilateralmente no NPBL.
Os graficos a esquerda sdo representados quando a bicuculina foi injetada 15 minutos
antes do muscimol e nos graficos a direita representam a ingestdo quando a bicuculina
foi injetada 60 min apds muscimol. Os resultados sdo expressos como média £E.P.M., n
= niimero de ratos.
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3 - Efeitos da injecdo de muscimol no NPBL bilateral sobre a ingestao de agua e
NaCl 1.8% em ratos depletados de sodio (modelo FURO + CAP)

O FURO-CAP + saline
V¥ FURO-CAP + muscimol 0.2 nmol
* different from FURO-CAP + saline

(n=8)
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Fig. 31 -A) Ingestdao cumulativa de 0.3 M NaCl; (B) Ingestdo individual de 0.3 M NaCl;
(C) Ingestdo cumulativa de 4gua; (D) Ingestdo individual de 4gua induzida pela
administracao subcutanea (s.c.) de FURO+CAP em ratos que receberam injecdes bilaterais
de muscimol (0.2 nmol/0.2ul) ou salina no NPBL. Resultados sdo expressos como média +
E.P.M.; n, nimero de ratos.
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4 - Efeitos da injecdo de muscimol ou baclofen no ndcleo do trato solitario (NTS)
sobre o reflexo Bezold-Jarisch

Control 5 15 60 min

*
*

AMAP (mmHg)
8
—

Control 5 15 60 min

a
* —

AHR (bpm)

Fig. 32. Alteracdes de Pressdo Arterial Média (A MAP, mmHg) e Frequéncia Cardiaca (A
HR, bpm) em resposta a injecdo de serotonina (5-HT, 2 pg/rato, i.v.) antes (resposta
controle) e 5, 15 e 60 min antes das injecdes bilaterais de muscimol (50 pmol/50nl n= §;
barras abertas) ou baclofen no NTS (12.5 pmol/50nl n=7; barras cheias). *P< 0.05
comparado ao respectivo controle.
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Figura 33: Representagdo esquematica, mostrando a area de inje¢do do corante Azul de

Evans 2% no NTS bilateral.

47


javascript:history.back()

DISCUSSAO:

O objetivo do presente trabalho foi apresentar a técnica de implante de canulas no
nucleo parabraquial lateral (NPBL) utilizando o estereotaxico para a realizagdo de estudos
em animais ndo anestesiados. A implantacdo de canulas no NPBL permitiu a realizacdo de
estudos para avaliar o efeito dos mecanismos GABA¢érgicos no controle cardiovascular e na
ingestao de agua e sddio hipertonico induzido pelo muscimol em ratos.

O NPBL ¢ uma estrutura pontina localizada dorsalmente ao pendunculo cerebelar
superior ¢ ¢ uma importante area envolvida no controle de ingestdo de agua e de sodio
(Ohman e Johnson 1986, Ohman e Johnson 1995, Menani ¢ Johnson 1995, Colombari e
cols., 1996 e Menani e cols., 1996).

O NPBL recebe projecdes aferentes da area postrema medial e do nucleo do trato
solitario e envia projecdes eferentes para areas do prosencéfalo envolvidos no balango de
liquidos e eletrolitos, como o nucleo paraventricular do hipotalamo, nucleo central da
amigdala e nacleo pré-optico mediano.

Os resultados que foram apresentados neste trabalho (Callera e cols., 2005 e Kimura
e cols., 2007) mostraram que o implante de canulas no NPBL de ratos utilizando o
estereotaxico, possibilitou a injecdo do agonista do receptor GABA,, muscimol, e a
observacdo da resposta de aumento de ingestdo cumulativa de agua e NaCl hipertonico
(figuras 29 e 30).

Mostramos também, que o implante de canulas em outra area do sistema nervoso
central, mais especificamente no bulbo, o Ntucleo do Trato Solitadrio (NTS), possibilitou a
observagdo que a inje¢do do muscimol promove aumento de pressdo arterial (hipertensao).
Os efeitos observados apo6s a injecdo do muscimol no NPBL ou NTS,se deve a agdo desta
droga em receptores GABA 4, pois a hipertensdo e a ingestao de agua e NaCl 1.8%, foram
bloqueados apos a injecao prévia ou 60 minutos apos a injecao do antagonista seletivo de
receptores GABA (bicuculina) no NPBL e NTS (figura 30).

Na figura 31, utilizando ratos depletados de sodio, usando a associa¢do do diurético

furosemida e o inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), captopril (modelo
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http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T0F-4GKWJ78-8&_user=972052&_coverDate=12%2F31%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=cdee52d0eb2161d81fd07ca417b62c90#bib29#bib29
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T0F-4GKWJ78-8&_user=972052&_coverDate=12%2F31%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=cdee52d0eb2161d81fd07ca417b62c90#bib8#bib8
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T0F-4GKWJ78-8&_user=972052&_coverDate=12%2F31%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=cdee52d0eb2161d81fd07ca417b62c90#bib8#bib8
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T0F-4GKWJ78-8&_user=972052&_coverDate=12%2F31%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=cdee52d0eb2161d81fd07ca417b62c90#bib34#bib34

FURO+CAP), injetados periféricamente, a injecdo de muscimol no NPBL também
promoveu aumento da ingestdo de dgua e sodio.

Em um outro trabalho, utilizando o estereotéxico, foi feito o implante de canulas no
NTS e observado o efeito da injecdo do muscimol e do baclofen (agonista GABAg) no
reflexo cardiopulmonar (reflexo Bezold-Jarisch) induzido pela administracao intravenosa
de serotonina (5-HT) em ratos ndo anestesiados. Este trabalho mostrou que a injecdo no
NTS do agonista do receptor GABA,, mas n3o do receptor GABAp, reduziu
significativamente a hipotensao e bradicardia induzida pela serotonina.

Portanto, utilizando a técnica de implante de canulas no sistema nervoso central de
ratos, com o auxilio do estereotaxico, permite a realizagdo de diversos estudos em ratos nao
anestesiados. Estudos do laboratério de Fisiologia da Faculdade de Odontologia de
Aragatuba tem investigado os diferentes mecanismos GABAérgicos do NPBL e do NTS no
controle cardiovascular e na regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico (ingestdo de agua e

NaCl hipertonico) utilizando o aparelho estereotaxico como ferramenta de estudo.
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CONCLUSAO:

Concluimos que a neurocirurgia estereotdxia comecou com o desenvolvimento de
um modelo ortogonal para uso em animais por Horsley e Clark e se tornou um campo ativo
de pesquisas e tratamento para patologias humanas. Avangos na estereotaxia (originada do
grego, “stereo” significa 3D e “taxis” significa arranjo ordenado) tem permitido alcangar
lesdes intra e extra-cranianas que nao eram possiveis de serem tratadas no passado. Os
recentes cirurgides e cientistas da estereotaxia lancaram as bases para a futura inovagao.
Devido aos seus esfor¢os, a neurocirurgia estereotaxica ¢ agora um crescente e
independente campo de estudo.

Assim, gragas a Horsley e Clark que comecaram a estereotaxia com animais foi-se
possivel um avango na neurocirurgia, trazendo beneficios a populacdo e também

possibilitando a administragdo de drogas para o estudo de seus efeitos no SNC.
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