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Menezes MF. Participacdo dos receptores puriné&d@odo ndcleo parabraquial lateral no
controle da ingestdo de sodio [Dissertacdo de Islés}r Araraquara: Faculdade de
Odontologia da Araraquara, UNESP; 2010

Resumo

Estudos recentes demonstram que 0s receptoregicovs estdo presentes no ndcleo
parabraquial lateral (NPBL), uma estrutura pongnaolvida no controle da ingestdo de
sédio. No presente estudo, investigamos os efdédesnjecdes da,f-methyleneadenosine
5'-triphosphate o,p-metileno ATP, agonista dos receptores P2X) sozimhhaombinado
com o acido piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-di€ulico (PPADS, antagonista dos
receptores P2X) ou suramin (antagonista nao seldti¢ receptores P2) no NPBL sobre a
ingestdo de NaCl 1,8% induzida por deplecédo deosd@imbém investigamos os efeitos da
injecdo dea,p-metileno ATP sozinho ou combinado com o PPADS BN sobre a
pressédo arterial média (PAM) e freqiiéncia card{B€3 em ratos saciados e depletados de
sédio. Foram utilizados ratos Holtzman com implarde céanulas implantadas
bilateralmente em direcdo ao NPBL. A deplecdo dgosidi induzida pelo tratamento com
o diurético furosemida (20 mg/kg do peso corpaaampanhado de uma dieta deficiente
em sodio por 24 horas. As injecdes bilaterais,femetileno ATP (2,0 e 4,0 nmol/0,2 uL)
no NPBL aumentaram a ingestdo de NaCl 1,8% indyzidaleplecéo de sodio (25,3 + 0,8
e 26,5 + 0,9 mL/2 h, respectivamente, vs. saliba2 £ 1,3 mL/2 h). O pré-tratamento com
o suramin (2,0 nmol/0,2 puL) ou com o PPADS (4,0 hod pL) no NPBL aboliu os
efeitos doa,-metileno-ATP na ingestdo de NaCl 1,8% (15,2,2 e 16,% 0,9 mL/2 h,
respectivamente). As inje¢cbes de PPADS sozinho RBLNn&o alteraram a ingestao de
NaCl 1,8% (14,6 0,8 mL/2 h vs. salina: 18:81,8 mL/2 h). No entanto, as injecdes de
suramin sozinho no NPBL quase aboliram a ingestadalCl 1,8% (5,% 1,9 mL/120 min,
vs. salina: 15,5 1,1 mL/120 min) e aumentaram a ingestao de saz@¥%ssomente no
tempo de 90 minutos (74 1,3 vs. salina: 5,3 0,8 mL/90 min) sem alterar a ingestdo de
agua induzida por privacao hidrica de 24h (#6,8 mL/2 h vs. salina: 158 2,1 mL/2

h). A injecdo dex,—metileno ATP(2,0 nmol/0,2uL) no NPBL aumentou a PAM em ratos

saciados e em ratos depletados de s@RB(+ 3 vs. salina: 2 + 0,3 mmHQAe26 + 2 vs.



salina: 1 £ 1 mmHg, respectivamente) sem altefC §A 9 + 5 vs salindl + 2 bpm eA —6

+ 16 vs. salina: 3 £ 1 bpm, respectivamente). Adosta pressora observada apoés a injecao
de a,p—metileno ATP foi atenuada pelo pré-tratamento coRPADS no NPBL em ratos
saciados e depletadas § + 1 eA 8 £+ 1 mmHg, respectivamente). A injecdo unilateial
PPADS no NPBL de ratos saciados e depletados de s@d produziu alteracdes na PAM
e FC basais (117 £ 2 mmHg 3¥3 + 10 bpm e 107 £ 2 mmHg 405 £ 28 bpm,
respectivamente) quando comparado com os valoreBAdd e FC basais antes das
injecbes (108 + 3 mmHg &65 + 10 bpm, 104 £ 2 mmHg 9% + 29 bpm,
respectivamente). Os resultados sugerem que a@bvd@os receptores purinérgicos P2X
do NPBL facilitam a ingestdo de sédio provavelmemtéeuzindo a atividade dos
mecanismos inibitérios do NPBL que controlam a #tge de sodio. Este aumento na
ingestdo de NaCl 1,8% nao € devido aos fatores diedmicos, pois a injecdo aep-

metileno ATP no NPBL promoveu aumento na PAM.

Palavras-chave: Trifosfato de Adenosina, receptpremeérgicos P2, suramina, nucleo

parabraquial lateral.



Menezes MF. Involvement of P2 purinergic recepiorthe lateral parabrachial nucleus on
control of sodium intake [Dissertacdo de Mestrafli@raquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP, 2010

Abstract

Recent studies have shown that purinergic recept@present in the lateral parabrachial
nucleus (LPBN), a pontine structure involved in toatrol of sodium intake. In the present
study, we investigated the effects off-methyleneadenosine -Biphosphate do,p-
methylene ATP, selective P2X purinergic agonistjonal or combined with
pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonicda@PADS, P2X purinergic antagonist)
or suramin (non-selective P2 purinergic antagoniggcted into the LPBN on sodium
depletion-induced by 1.8% NaCl intake. We also stigated the effects of,f-methylene
ATP alone or combined with PPADS injected into ttfBN on mean arterial pressure
(MAP) and heart rate (HR) on replete and sodiumaleg rats. Male Holtzman rats with
stainless steel cannulas implanted into the LPBReweed. Sodium depletion was induced
by treating rats with the diuretic furosemide (20/kg of body weight) followed by 24 h of
sodium-deficient diet. Bilateral injections ef3-methylene ATP (2.0 and 4.0 nmol/0.2 pL)
into the LPBN increased sodium depletion-induc&¥%d NaCl intake (25.3 £ 0.8 and 26.5
+ 0.9 mL/2 h, respectively, vs. saline: 15.2 + fB/2 h). Pre-treatment with suramin (2.0
nmol/0.2 puL) or PPADS (4 nmol/0.2 uL) into the LPBMbolished the effects af,p-
methylene-ATP on 1.8% NacCl intake (15t21.2 and 16.% 0.9 mL/2 h, respectively).

Injections of PPADS alone into the LPBN did not mpa 1.8% NacCl intake (146 0.8

ml/2 h vs. saline: 18.8 1.8 mL/2 h). However, injections of suramin alon® the LPBN



strongly reduced 1.8% NacCl intake (57..9 mL/120 min, vs. saline: 15:51.1 mL/2 h)
and increased the 2% sucrose intake only at 90(fnint 1.3 vs. saline: 5.3 0.8 mL/90
min), without changing 24h water deprivation-inddiceater intake (16.% 1.8 mL/2 h vs.
saline: 15.0+ 2.1 mL/2 h). Injection ofx,—methylene ATP(2.0 nmol/0.2uL) into the
LPBN increased MAP on replete and sodium depleted fag3(+ 3 vs. saline: 2 + 0.3
mmHg andA 26 + 2 vs. saline: 1 £ 1 mmHg, respectively), withchanging HRA 9 £ 5
vs salinel £ 2 bpm andA -6 + 16 vs. saline: 3 £ 1 beats/min, respectively)e pressor
response ta,p-methylene ATP was attenuated by previous injectb®PADSInto the
LPBN on replete and sodium depleted ré#t$(x 1 and 8 £ 1 mmHg, respectively). The
unilateral injection of PPADS into the NPBL on ref@ or depleted of sodium rats
produced no changes in basal MAP and HR (117 + Hgand373 £ 10 bpm, 107 £ 2
mmHg and405 + 28 bpm, respectively) in comparasion with bad&lP and HR before
injection (108 £ 3 mmHg an®65 + 10 bpm, 104 + 2 mmHg and% + 29 bpm,
respectively). The results suggest that purineRX receptor activation in the LPBN
facilitates NaCl intake, probably reducing the tyiof LPBN inhibitory mechanisms that
control sodium intake. This increase in NaCl 1.8%ake is not due to hemodynamic

effects, since the injection af-methylene ATP in the LPBN produced an increase in

MAP.

Keywords: Adenosine triphosphate, P2 purinergiepéars, lateral parabrachial nucleus,

suramin, .
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1 Introducéao

Animais terrestres perdem agua e eletrolitos catestaente, principalmente o ion
sodio, através do suor, respiracdo e predominantenpela urina. Desta forma, respostas
reflexas e comportamentais s8o necessarias pargircagstas perdas e manter a
homeostase dos liquidos corporais. Os mecanisnfiesag envolvem o sistema nervoso
autbnomo e respostas endocrinas [liberacdo de tetdos, vasopressina (VP),
angiotensina (ANG ll), etc] que interferem com a&sdas renais de sodio e agua durante
um estado de desidratacdo. Estes mecanismos eflwem para manter a funcao
cardiovascular, até que as respostas comportam@tairam para restaurar a homeostase.
As respostas comportamentais incluem a procuracmportamento de ingestdo de agua e
fluidos ou alimentos que contenham sédio. Estassidgs de dgua e soédio servem para
corrigir as deficiéncias organicas de agua e setleSe apetite ao sédio sdo estados
motivacionais que levam o animal a encontrar ewnirsagua e substancias salgadas e sao

definidos pela medida deste consumo sob condiodesimentais adequad¥s

A perda de fluido extracelular resulta em deficiéme sodio e Agua. Esta condicéo
de deficiéncia em sédio esta associada com umagnpeculiar na boéad que algumas
vezes € interpretada como sede, mas nédo € alipildangestdo de agua, esta sensacédo €
chamada de apetite ao sdfio

Sede e apetite ao sbédio sempre foram consideragidportamentos distintos,
embora pudessem compartilhar mecanismos de ativBgde compartilhamento logo ficou
demonstrado para a ANG Il e ndo tardou muito pae@ mesmo se verificasse para 0s
receptores cardiovasculares de voltfifie Apesar de mecanismos comuns, a relacdo
temporal entre o aparecimento da sede e do apetisHdio reforca a distincdo entre os
comportamentos. Tanto durante a hipovolemia conmarde a administracdo de ANG II, a
sede, definida por busca e ingestdo de agua, sqrgnede 0 apetite ao sodio — definido
como busca e ingestdo de NaCl hipert&fiidBssa distincao torna-se ainda mais dramatica

durante a desidratacdo intracelular que, se polagim ativa a sede, por outro inibe o
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apetite ao sédio. Essa inibicdo parece dependeundeefeito direto do sodio sobre
receptores de sodio ou sobre osmorreceptores comfdemonstrado em experimentos que

produzem elevacdo da concentracao intracerebsddie ou da osmolaridade sanguffiea
9,17,79

Circuitos neurais envolvidos no controle da sededo apetite ao soédio

Fatores humorais (osmolaridade, concentracdo die,sidormonios) e mecanicos
(volemia) agem como sinais-chave para o aparecordgntsede e do apetite ao sodio por
meio de duas vias de entrada para o sistema neoaseal (SNE***®17§ Uma via
envolve fatores humorais que pelo plasma ou liqu&falo-raquidiano (LCR) sinalizam os
orgaos circunventriculares (OCVs), entre os quaidemos destacar o 6rgao subfornical
(OSF) e o 6rgao vasculoso da lamina terminal (OMb&alizados no prosencéfalo e a area
postrema (AP) localizada no tronco encefalico. Arawia constitui aferéncias vagais e
glossofaringeas provenientes de receptores visc@amo-sodio receptores hepaticos ou
renais, barorreceptores renais ou cardiovasculacgs® se dirigem para nucleos
integradores do tronco encefalico como o ndcledrd solitario (NTS) e depois para
ndcleo parabraquial (NPB). Os OCVs situam-se eniges estratégicas nos ventriculos
encefalicos oferecendo uma ampla superficie deatmrmom os solutos do plasma e do
LCR®. A presenca de neurbnios osmo-sédio sensiveis eeckEptores de ANG II,
permitem aos OCVs detectarem as variagbes na doacg&o de sodio e de ANG I
circulante, de onde partem informagfes para ositogque controlam a ingestdo de agua

e de sédio ou secrecéo de P!

Importancia do nucleo parabraquial lateral no controle da ingestdo de
sodio e agua

O NPB que processa a informacdo gustatoria e wlsapre chega ao sistema
nervoso central pela AP e NTS tem sido identificketabém como uma area de controle
inibitério dos comportamentos de sede e apetites@iic*®® Como resultados destes
estudos, uma grande variedade de fatores endogpmsmedeiam e/ou modulam a

ingestdo de sodio e agua foram identificados nanaltdécada. Dentro deste contexto,
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podemos citar a serotonina (5-FF%Y, peptideos (por ex. colecistocinina, CE&Ke acido
gama-aminobutiric@GABA)*® no NPB, particularmente em sua porcéo lateralg asles
mediadores possuem importante envolvimento no aentfa ingestdo de sodio. Estudos
recentes mostraram que injecdes bilaterais de engiia (antagonista dos receptores
serotoninérgicos) no NPBL aumentaram a ingestd@gi® e NaCl 1,8% induzida por
ANG I, administrada intracerebroventricular (i.¢.@u no orgédo subfornical (OSEY* A
metisergida injetada bilateralmente no NPBL tamla&mentou a ingestdao de NaCl 1,8%
induzida pelo tratamento com furosemida (FURO) doadn com o captopril (CAP)
(inibidor da enzima conversora de angiotensinajyaamnjetados subcutaneamente (s.c.),
enguanto 2,5-dimetoxy-4-iodoamphetamine hydrobreni2iOl) (agonista serotoninérgico
dos receptores 5-HL>c) no NPBL reduziu a ingestdao de NaCl 1,8% induzmta
FURO+CAP®>*. Além disso, 5-HT e CCK injetadas no NPBL iniberingestdo de agua e
NaCl®’. Estes estudos sugerem que sinais que inibeneat@mde sédio sdo integrados no
NPBL mediados pela liberacao de 5-HT e CCK.

Além dos receptores da 5-HT e da CCK, também apteres de glutamato, fator
liberador de corticotropina (CRF), noradrenalindBa e opidides estdo envolvidos no
controle da ingestdo de sodio no NPBL02933353%662 Alguns  desses
neurotransmissores, como a 5-HT, CCK, glutamatoGRé& inibem a ingestdo de agua e
s6did®29343°245%6. anquanto agonistas gabaérgicos, opioidérgicos omdrenérgicos
facilitam a ingestéo de s6dit?”®? A facilitacdo ou a inibicdo da ingestéo de sdehta
provavelmente relacionada com a ativacdo ou aidagsab dos mecanismos inibitorios
presentes no NPBL.

Adicionalmente, estudos recentes de imunohistogaitievidenciam a densa
marcacdo de uma classe relativamente nova de oeespthamados de purinérgicos em
varias regides envolvidas com o controle hidro-mahelentre elas o NPBL. No entanto, o
papel destes receptores na regulagcdo da ingestdédgde e sodio e nos ajustes
cardiovasculares em ratos saciados e em ratostaldpdede sodio ainda ndo haviam sido

investigados.
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Neurotransmissao purinérgica

O conceito da neurotransmissédo purinérgica, o€ (adenosina 5'-trifosfato) e
a adenosina s&o as principais substancias atbigsfroduzido por BurnstocR (1972). O
ATP bem como seu metabdlito, a adenosina, sdo gauxtracelulares envolvidas em
diversos efeitos bioldgicos atuando nos receptohesnados purinérgicbs™>4%69 Os
receptores purinérgicos foram primeiramente diadithioquimica e farmacologicamente
por Burnstock' (1978) em 2 classes: P1 e P2. De acordo com éasaifitacdo os
receptores P1 séo exclusivos para a adenosinaseibdwididos em 4 tipos: Al, A2a, A2b
e A3, estando todos acoplados a proteina G e g@mdentes de adenilciclase. Além disso,
eles sdo antagonizados por metilxantinas e setades. Os receptores P2 sédo exclusivos
para o ATP e sao subdivididos em 2 tipos: P2X e. B mamiferos, os receptores P2X
sdo subdivididos em 7 tipos: (P2X1 a P2X7) e sapeddentes de canais ibnicos
(ionotrépicos). Os receptores P2Y sdo subdividetoss tipos: (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6
e P2Y11) e sdo acoplados & proteina G e operarinasitol trifosfaté®. O ATP é o
agonista natural para os receptores P2, porém melaavida € muito curta, ou seja, o ATP
€ muito instavel e é rapidamente degradado na feidtica por ecto-nucleotidases,
sendo a adenosina o seu principal metabdlito. Gspteres purinérgicos P2X séo ativados
por analogos ou agonistas mais estaveis do queRPocAimo o alfa-beta-metileno-ATP e 0
alfa-gama-metileno-ATP, enquanto os receptores #2Y como agonista o 2-metilthio-
ATP (2meSATP). O agonista alfa-beta-metileno-ATR® alfa-gama-metileno-ATP sé&o

inativos para os receptores P2Y

Recentemente varios estudos tém demonstrado qud’ceRtracelular atuando nos
receptores P2X esta envolvido em varios mecanisesais de regulacdo cardiovascular,
respiratéria e de temperatura corpdfal*!®3468.70"1gyistem evidéncias de que o ATP,
atuando no bulbo ventrolateral desempenha um imp@rtpapel no controle vasomotor e
da atividade simpatiéa’* Além disso, os receptores P2X desta area, paaticitambém
da resposta ventilatéria & hipercapniddicionalmente, estudos mostraram que as purinas
também participam do controle cardiovascular eiragpio atuando especificamente no
NTS#05636368.75 Ainda neste contexto, estudos de Godfifieet al., (2004, 2005, 2002),
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mostraram o envolvimento da neurotransmissao pgitce no controle da temperatura
corporal, onde a microinje¢do i.c.v. ou intra-hgadmica de agonistas purinérgicos P2X,

promovem uma queda da temperatura corporal de ratos

Em vista das evidéncias, de que 0s receptoresépgitos estdo envolvidos nos
mecanismos centrais de controle cardiovasculapjre¢drio e de temperatura corporal, e
sabendo que estes sistemas estdo intimamentereldos com a regulacéo da ingestéo de
liquidos, é possivel que os receptores purinérgiemscipem também do controle hidro-
mineral. Esta possibilidade é refor¢cada pelos estudunohistoquimicos e de hibridizag&o
in sity, indicando que os receptores P2 de diferentes #gtio densamente presentes em
areas importantes para a manutencao do equililshioedetrolitico do organismo, como os
OCVs, hipotalamo e tronco encefafi¢d® 374788283

Alguns estudos funcionais indicam que o0s receptprgmérgicos podem estar
envolvidos no controle hidro-minetaf’* De acordo com Mori et &7.(1992), a injecdo
de ATP no nucleo paraventricular do hipotalamo (PdMinui de maneira dose e tempo
dependente o fluxo urinario e aumenta os niveisvBeno plasma. Estes efeitos séo
bloqueados pela inje¢cdo no mesmo sitio de antagomisinérgico P2 (suramin), mas néo
pelo antagonista purinérgico P1. Estes efeitos éamiforam bloqueados pela injecao
intravenosa (iv) de antagonista vasopressinergibv®. Assim, 0s autores sugerem que o
ATP injetado no PVN estimula os receptores P2>eribdo VP que promove o seu efeito
de antidiurese através de receptores renais V2o&wo lado, a ativacdo periférica de
receptores do subtipo P1 (Al, A2a, A2b e A3), preemo efeitos opostos aos observados
quando da ativacdo dos receptores P2. EstudosufsmCe Traff (2002) mostraram que as
injecdes subcutaneas de agonistas especificos #2L de adenosina em ratos promovem
um aumento da ingestdo de agua acompanhado paseliuAdicionalmente, estudos
recentes de Kishore et ‘4I(2005), mostraram que a estimulacdo dos recepR2¥sdo
ducto renal coletor de ratos hidratados e desidivatgpode modular a excrecdo de agua,

sédio e ureia por um mecanismo independente deressina.

No entanto, existem poucos estudos mostrando ohémemto da sinalizagéo
purinérgica em vias comportamentais. Burnstbq®007), relatou o envolvimento da
sinalizacdo purinérgica em vias comportamentaiss tmo, sono e vigilig>*
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aprendizagem e memdfia-® humor e motivac&d, ingestdo de alimerty onde foi
demonstrado que a adenosina administrada centr@naéenua a ingestdo de alimentos,
porém comportamentos como a sede e o0 apetite amfeéam pouco estudados. Estudo de
nosso laboratérf8 mostrou a participacdo dos receptores purinérgioestrais em
mecanismos de sede. Neste trabalho, onde animaberam inje¢bes i.c.v. de ATP,
observou-se a atenuacdo na ingestdo de agua iadpaid24 h de privacdo hidrica, por
sobrecarga intragastrica de NaCl 12% e ANG Il adistreda também i.c.v., embora a
injecdo de ATP i.c.v. ndo modificou a ingestado déis e agua induzida por deplecéo de
sbédio. Estes resultados sugerem o envolvimento rdosptores purinérgicos P2 nos
mecanismos centrais de regulacdo da sede e esgd@dnhdo é generalizada para todos 0s
comportamentos ingestivos, pois a inje¢cao de ATR.indo modificou a ingestdo de
alimento induzida por 24 h de privacdo de alimento.

Desta forma, considerando que 0s receptores pgitoér P2 centrais estdo
envolvidos na regulacdo da sede, a importancia elcanismo inibitorio para ingestdo de
agua e sodio do NPBL e a presenca de receptoregmicos no NPBL, nossa hipotese e
gue os receptores purinérgicos do NPBL estdo eiaswno controle da ingestdo hidro-
mineral. Assim, no presente estudo investigamosfeitos das injecdes bilaterais d@-
metileno ATP (agonista dos receptores purinérgiP@X), suramin (antagonista nao
seletivo dos receptores purinérgicos P2) e PPAD&g@anista especifico dos receptores
purinérgicos P2X) sozinhos ou combinados no NPBLlngastdo de NaCl 1,8% e agua
induzida por deplecédo de sddio. Além disso, tamlyémstigamos os efeitos das injecdes
de o,p-metileno ATP antes e apés PPADS sobre a press@oahrmédia (PAM) e

frequéncia cardiaca (FC) em ratos saciados e déptetie sodio.



2 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi investigar o p@bsnvolvimento de receptores
purinérgicos P2 do NPBL no controle da ingestacgiea e NaCl 1,8% em ratos. Para
tanto, foram investigados os efeitos de injecOtddrais den,f-metileno ATP (agonista
dos receptores purinérgicos P2X), de suramin (anfatp ndo seletivo dos receptores
purinérgicos P2) e de PPADS (antagonista especifoso receptores purinérgicos P2X)
sozinhos ou combinados no NPBL sobre a ingestabafel 1,8% e agua induzida por
deplecdo de sodio. Adicionalmente, foi também estados efeitos das injecoes @@-
metileno ATPantes e ap6s PPADS no NPBL sobre a pressao amegidib (PAM) e a

freqUiéncia cardiaca (FC).



3 Material e Método

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Holtzman com peso entre 29D-g, fornecidos pelo
Biotério do Campus de Araraquara, UNESP. Os anirff@sm mantidos em gaiolas
individuais de aco inoxidavel, com livre acess@@ip Guabi (Paulinia, SP), agua e NacCl
1,8% e permaneceram em salas climatizadas (teropeide 23 + 2° C e umidade de 50 +
10%), com ciclo claro-escuro de 12 h no Laboratde Fisiologia do Departamento de
Fisiologia e Patologia da Faculdade de OdontoldgiaAraraquara (FOAr), UNESP. Os
protocolos experimentais aos quais 0os animais fosalmmetidos foram aprovados e
autorizados pelo Comité de Etica em Experimentaidional - CEEA (Proc. CEEA n°
03/2008) da FOAr — UNESP.

3.2 Cirurgia estereotaxica para implante de canulagde aco inoxidavel no
nucleo parabraquial lateral (NPBL)

Para o implante das canulas cerebrais, os ratasfanestesiados com cloridrato de
cetamina (80 mg/kg de peso corporal, Cristaliapiléa SP, Brasil,) combinada com
xilazina (7 mg/kg de peso corporal, Agener UnidonbbE-Guacu, SP, Brasil,)
intraperitonealmente (i.p.) e adaptados a um aparesdtereotaxico (modelo Kopf 900). O
lambda e bregma foram utilizados como referéncia pavelar os cranios dos ratos.
Utilizando-se o bregma foram determinados os podeé@troducdo das céanulas de aco
inoxidavel nos cranios dos ratos. Nestes pontofefs uma trepanacao do osso do cranio
com uma broca esférica, abrindo um orificio de dpradamente 1,5 mm de diametro.
Duas canulas-guia de aco inoxidavel (12 x 0,5 mith fdram implantadas bilateralmente
em direcdo ao NPBL de acordo com as seguintes eoadds estereotaxicas: 9,6 mm
caudal ao bregma, 2,1 mm lateral & linha mediarB,3emm abaixo do oso A
extremidade das céanulas-guia foi posicionada nefalec 2 mm acima do NPBL. As

canulas-guia foram fixadas utilizando resina a@ilderida a parafusos presos na calota
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craniana. Exceto durante as inje¢cdes, um mandrineil foi mantido dentro da canula
para prevenir oclusdo e infeccdo. O procedimentogico ndo excedeu 40 min. Apos a
cirurgia cerebral, os animais receberam uma injegd@muscular (0,2 mL/rato) de
pentabidtico veterinario — pequeno porte (benzitpima 80.000 Uls e estreptomicina — 33
mg, Fort Dodge Saude Animal Ltda) e uma injecdocsidimea de analgésico/anti-
inflamatério (cetoprofeno 1% - 0,1 mL/rato). Os mais ficaram em observacédo e

recuperacao durante 6 dias.

3.3 Injecbes no NPBL

As injecoes no NPBL foram feitas utilizando-se rsgais Hamilton de 5ul,
conectada por um tubo de polietileno PE-10 a urnéhagnjetora. Essa agulha injetora foi
introduzida no encéfalo pelas cénulas-guia previdendéixadas no encéfalo. A agulha
injetora (14 x 0,3 mm d.i.) era 2 mm mais longa guénula-guia. O volume de injecao foi

de 0,2uL (em cada lado).

3.4 Drogas e solugdes utilizadas

- Solucéo fisiolégica (NaCl 0,9% - veiculo);

- Furosemida (20 mg/kg do peso corporal, diurétitioigaico, Sigma Chemical, St Louis,
MO, EUA) foi administrada subcutaneamente (sc);

- sal hexasaodio do &cido 8,8'- [Carbonylbis [imB)&-phenylenecarbonylimino (4-methyl-
3,1-phenylene)carbonylimino]] bis-1,3,5-naphthaldnisulfonic [suramin (2,0 nmol/0.2
uL, antagonista néo-seletivo dos receptores puric@sd”2) Tocris Bioscience, Ellisville,
MO, EUAY.

- acido piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-disulf@oi [PPADS (4.0 nmol/0.2L, antagonista

dos receptores purinérgicos P2X) Sigma Chemicdlp8is, MO, EUA];

- a,p-methyleneadenosine 5’ triphosphate sal de liti-fnetileno ATP(1,0; 2,0 e 4,0

nmol/0.2uL, agonista dos receptores purinérgicos P2X) Si@amical, St. Louis, MO,

EUA].
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As doses utilizadas foram retiradas de dados deaiitra, bem como de estudos
realizados no laboratério de Paula e c¢d$2004). Solucéo fisiolégica foi injetada nos

experimentos controles.

3.5 Medida da ingestao de NaCl 1,8% e de agua

3.5.1 Ingestao de NaCl 1,8% e agua em ratos saciado

Apés a cirurgia, os animais tiveram 6 dias de recagfo, tendo a disposicéo ragao,
agua e NacCl 1,8%. No dia do experimento buretagugidas contendo agua e NaCl 1,8%
estiveram a disposicdo dos animais. Dez minutos &% injecdes no NPBL foram
iniciadas as medidas da ingestdo de agua e Na@. JA8ingestdo de agua e sodio foi
medida a cada 15 minutos durante 2 horas. Foi gdardempre um intervalo de no
minimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmnosais. Durante o periodo de

registro da ingestdo de agua e de NaCl 1,8% os ndio tiveram acesso a ragao.

3.5.2 Ingestdo de NaCl 1,8% e agua em ratos subnuets a deplecédo de
sodio de 24 h

A ingestdo de 4gua e NaCl 1,8% induzida pela déplde sddio foi medida a cada
15 min durante 2 horas. A deplecdo de sodio fdafpelo tratamento com o diurético
furosemida (20 mg/kg) s.c., seguido de manuteng® rdtos por 24 h com alimento
deficiente em sddio (fubd) e agad libitumantes de se iniciarem as medidas de ingestéo de
agua e de NaCl 1,8%. Apos esse periodo, a agdak&doram retirados e entdo fizemos as
microinje¢Bes de drogas no NPBL. 10 minutos deprssanimais tiveram acesso a agua e
NaCl 1,8%. Para o registro da ingestdo de agua Wadd 1,8% foram utilizados tubos
graduados (divisdo de 0,1 mL). A ingestdo cumudatig 4gua e de NaCl 1,8% foi medida
nos tempos de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutosglaidado sempre um intervalo de no

minimo de 48 horas entre dois experimentos nos wesnimais. Durante o periodo de
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registro da ingestdo de agua e de NaCl 1,8%, os reto tiveram acesso a ragdo. Aléem de
agua e racao, os ratos tiveram a disposicao tubwodNaCl 1,8% desde pelo menos seis dias

antes do inicio dos experimentos.

3.6 Medida da presséao arterial e frequéncia cardiac

A pressédo arterial média (PAM) e frequiéncia caali@C) foram registradas em
ratos ndo anestesiados. Sob a anestesia com atoril cetamina (80 mg/kg) combinada
com xilazina (7 mg/kg) ip, um tubo de polietileRE 10 soldado ao PE 50) foi inserido na
aorta abdominal através da artéria femoral douatalia antes dos experimentos. A canula
foi conduzida subcutaneamente e exteriorizada g@igo do animal. No dia seguinte, para
0 registro da pressao arterial pulsatil a canulacémectada ao transdutor de pressao
(Stathan P23 Db) acoplado a um pré amplificadod@tmETH-200 Bridge Bio Amplifier)
gue foi conectado ao sistema de aquisicdo de ddalwsr Lab (modelo Power Lab 16/30,
ADInstruments) que fornecia os sinais para o coagnrt Apdés um periodo de 20 minutos
de registro controle da PAM e FC, os animais reegbas microinjecdes de agonisigi{
metileno ATP, 2 nmol/ 0,L) e antagonista (PPADS, 4 nmol/ QR) dos receptores P2X
e de salina no NPBL e o registro foi mantido pom@f. A PAM e FC foram registradas
em ratos saciados (controles, sem tratamento)os stbmetidos a 24h de deplecédo de
sédio com furosemida. Os registros continuaram pmis 60 minutos apos as

microinjecoes.

3.7 Histologia cerebral para confirmacéo dos pontoge injecéo

Ao final dos experimentos, os ratos receberam dgete 0,21l de solucdo 2% de
azul de Evans em cada canula-guia para confirngtiade microinjecdo no NPBL. Em
seguida, os ratos foram profundamente anestes@miustiopental sédic§70 mg/kg de
peso corporal) e submetidos a uma perfuséo cerpbrameio de injecdo no coracao
(ventriculo esquerdo) de solugéo de formalina 18@on(iL). A seguir, os encéfalos foram
retirados e fixados com formalina 10% por algurssdiCortes transversais (pdn de

espessura) foram feitos nos pontos de injecdo dBLNEdm auxilio de um criostato
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(Leica). Os cortes histologicos montados em lamfoemm corados pelo método Giemsa.
A analise microscopica da localizacédo do sitio deromjecdo foi feita em microscopio

optico.

3.8 Apresentacao dos resultados e analise estatiati

Os resultados foram tabelados. A média e o erredpadia média (E.P.M.) foram
representados em graficos ou tabelas. A analisad@&ncia (ANOVA two way) e 0 pos-
teste de Newman Keuls foram utilizados para as eoagdes entre os diferentes

tratamentos. Diferencgas foram consideradas sigmifées para p < 0,05.



4 Protocolos Experimentais

4.1 Ingestao de NaCl 1,8% e agua em ratos saciadodepletados de sodio

com injecdes bilateraia,-metileno ATP no NPBL

4.1.1 Ratos depletados de sédio

Para que pudéssemos estudar os efeitagpdmetileno ATPem diferentes doses
(1,0; 2,0 e 4,0 nmol/0,gL), um grupo de ratos foi submetido a 4 experimenom cada
experimento o grupo de ratos foi dividido em 2 dacgrupo recebeu salina ou uma das 3
doses da,f-metileno ATPno NPBL. A sequéncia dos tratamentos no NPBL ena cad
animal foi aleatoria. Ao final dos 4 experimentoslds os ratos haviam recebido os 4

tratamentos. O intervalo entre os experimentodédai8 h.

4.1.2 Ratos saciados

Para testarmos se as injecdes femetileno ATP no NPBL em ratos saciados (que
nao receberam o tratamento com a furosemida) @odeproduzir qualquer efeito na
ingestdo de agua e de NaCl 1,8%, um outro gru@niheais que nao haviam sido tratados
com a furosemida recebeu injecGes bilaterais,fanetileno ATP(2.0 nmol/0.2uL) ou
salina no NPBL e apds 10 minutos os animais tivénaim acesso a agua e NaCl 1,8%. Em
cada experimento o grupo de ratos foi dividido em @da grupo recebeu salinamf-
metileno ATP (2.0 nmol/0.2L) no NPBL. A sequiéncia dos tratamentos no NPBL em
cada animal foi aleatdria. Ao final dos 2 experitosrtodos os ratos haviam recebido os 2

tratamentos. O intervalo entre os experimentoddai8 horas.
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4.2 Ingestdo de NaCl 1,8% e agua em ratos depletadde sddio com
injecOes bilaterais de a,p-metileno ATP sozinho ou combinado com
PPADS ou suramin no NPBL.

4.2.1 Ingestdo de NaCl 1,8% e agua em ratos depléts de sodio com
injecOes bilaterais de a,p-metileno ATP sozinho ou combinado com
PPADS

PPADS (4 nmol/0.2 pL) ou salina foi injetado bifalenente no NPBL 10 minutos
antes dea,p-metileno ATP (2 nmol/0.2 pL) ou de salina no NPBDs ratos foram
submetidos a 4 combinagdes de tratamentos no NB8lina + salina; salina +,p-
metileno ATP, PPADS + salina e PPADSu;$-metileno ATP. Em cada experimento o
grupo de ratos foi dividido em dois e metade dopgruecebeu um dos tratamentos
descritos acima e a outra metade recebeu outenteaito. A sequiéncia dos tratamentos em
cada rato nos diferentes experimentos foi aleatda final de todos os experimentos cada

rato havia recebido os quatro tratamentos. O iaterentre os experimentos foi de 48 h.

4.2.2 Ingestdo de NaCl 1,8% e agua em ratos depléts de sddio com
injecbes bilaterais de a,p-metileno ATP sozinho ou combinado com

suramin

Em outro grupo animais submetidos a deplecéo die,ss&aramin (2 nmol/0.2 uL)
ou salina foi injetado bilateralmente no NPBL 1(hatos antes de,-metileno ATP (2
nmol/0.2 pL) ou de salina no NPBL. Os ratos foramnsetidos a 4 combinacdes de
tratamentos no NPBL: salina + salina; salinaw,f-metileno ATP, suramin + salina e
suramin +a,B-metileno ATP. Em cada experimento o grupo de reiodividido em dois e
metade do grupo recebeu um dos tratamentos desedima e a outra metade recebeu
outro tratamento. A sequéncia dos tratamentos e redo nos diferentes experimentos foi
aleatéria e ao final de todos os experimentos aata havia recebido os quatro

tratamentos. O intervalo entre os experimentoddai8 h.
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4.3 Ingestado de sacarose 2% e agua em ratos comegges bilaterais de
suramin no NPBL

Para testar a especificidade das injecdes de sumraNPBL sobre a ingestédo de
NaCl 1,8% induzida por deplecdo de so6dio em cong@aracom outros tipos de
comportamentos ingestivos, realizamos o protocepeemental: ingestao de sacarose 2%
apos a injecado de suramin no NPBL. Desta formagwpo de ratos que recebeu racéo e
aguaad libitumteve também acesso a solucdo de sacarose 2% padie@amente durante
uma semanaApoés esse periodo, suramin (2,0 nmol/ 0,2 pL) dinadoi injetado
bilateralmente no NPBL 10 minutos antes dos aningaesm acesso a solucdo de sacarose
2%. A ingestdo cumulativa de agua e sacarose 2dmfonedidas a cada 15 minutos por 2
horas. Em cada experimento o grupo de ratos failidiv em 2 e cada grupo recebeu salina
ou suramin (2,0 nmol/ 0,2 pL) no NPBL. A sequérdng tratamentos no NPBL em cada
animal foi aleatéria. Ao final dos 2 experimentoslds os ratos haviam recebido os 2
tratamentos. O intervalo entre os experimentoddai8 h.

4.4 Ingestdo de agua induzida por 24h de privacaddrica em ratos com
injecOes bilaterais de suramin no NPBL

Para testar a especificidade das injecOes de sumaonNPBL sobre a ingestédo de
NaCl 1,8% induzida por deplecdo de sbédio em conggaracom outros tipos de
comportamentos ingestivos, realizamos outro prédoexperimental: ingestdo de agua
induzida por 24 h de privacédo hidrica apos a imgedg suramin no NPBL. Estes animais
tiveram acesso apenas a racdo por 24 h e apépedsdo, a racdo foi removida e o
suramin (2.0 nmol/0.2 pL) ou a salina foi injetdoitateralmente no NPBL. Apos 10
minutos 0s animais receberam as buretas conten@o Agngestdo cumulativa de agua foi
medida a cada 15 minutos por 2 h. Em cada expetintegrupo de ratos foi dividido em 2
e cada grupo recebeu salina ou suramin (2,0 nmdlf10) no NPBL. A sequéncia dos
tratamentos no NPBL em cada animal foi aleatoriafidal dos 2 experimentos todos os

ratos haviam recebido os 2 tratamentos. O intemalie 0os experimentos foi de 48 h.
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4.5 Presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardca (FC) em ratos
saciados e depletados de soédio (furosemida + alinendeficiente em
sodio) que receberam injecOes de,p-metileno ATP antes e apés PPADS
no NPBL.

Apos 24 horas de canulagéo da artéria femorahtos saciados e ndo anestesiados
com canulas bilateralmente implantadas no NPBLnfiocanectados ao sistema de registro
de PAM e FC. Apés um periodo controle de registro basal, adgs unilaterais dgf-
metileno ATP foram feitas antes e 2, 10, 30 e 60utos apods a injecdo do PPADS (4,0
nmol/0,2u1L). Um outro grupo de animais foi submetido a defte de sbédio com

furosemida (20 mg/kg) s.c. e passaram pelo mesotoqmio experimental 24 horas apos a
deplecéao.



5 Resultado

5.1 Localizagédo histologica das canulas no NPBL

A Figura 1 mostra injecdes bilaterais tipicas iRBN. Os pontos de injecdo foram
localizados principalmente na porcéo lateral doesakentral do NPBL (vide Fulwiler e
Sapet? para definicdes dos sub nlcleos do NPBL). Os mod&injecdo no NPBL s&o
similares aqueles em que estudos anteriores mastrag efeitos da moxonidina (agonista

alfa-2- adrenérgico) na ingest&o de agua e $6tio
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FIGURA 1- Fotomicrografia de um corte transversal do encéfalam rato representativo
dos grupos testados mostrando o local das injeghdiados pelas setas, no nucleo
parabraquial lateral (NPBL). pcs: pedunculo cembsltperior (destacados pelos circulos

pontilhados).
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5.2 Efeito das injecdes bilaterais deu,p-metileno ATP no NPBL na

ingestao de NaCl 1,8% e agua em ratos saciados @létados de sodio

5.2.1 Ratos depletados de sodio

As injecdes dax,p-methileno ATP (2,0 e 4,0 nmol/0,2 pL cada lado) NieBL
aumentaram a ingestao de NaCl 1,8% em ratos ddptete sédio (25,3 £0,8 € 26,5+ 0,9
mL/2 h, respectivamente, vs. salina: 15,2 + 1,3211)/[F(3,24) = 13.39; p<0.001] (Figura
2A). As injecdes bilaterais dep-methileno ATP (1,0 nmol/0,2 pL cada lado) no NPBL
ndo alteraram a ingestdo de NaCl 1,8% em rato®tdelols de sodio (19,7 £ 1,5 mL/2 h)
(Figura 2A).As injecdesu,p-metileno ATP (1,0, 2,0 e 4,0 nmol/0,2 pL) ndo niicdram a
ingestdo de 4gua (3,5 + 1,1, 1,3 £ 0,8, 4,4 £ 1, Z2rh, respectivamente, vs. salina: 3,3 +
1,4 mL/2 h) [F(3,24) = 1.56; p>0.05] (Figura 2B).
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Ingestdo Cumulativa de NaCl 1,8% (mL)

0 15 30 45 60 90 120

Tempo (min)

10 ~1

Ingestdo cumulativa de agua (mL)

0 15 30 45 60 90 120

Tempo (min)

FIGURA 2- Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% (A) ei&dB) induzida pela deplecao de
sédio em ratos que receberam injecdes bilateraisfemetileno ATP em diferentes doses
(2,0, 2,0 e 4,0 nmol/0,2 uL) ou salina no NPBL. lk@slos expressos como média £ EPM.

n = numero de animais. * diferente de salina no NPB
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5.2.2 Ratos saciados
As injecdes bilaterais dep-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 pL cada lado) no NPBL
de ratos saciados ndo modificou a ingestdo de N&% (1,3+ 0,9 vs. salina: 0,& 0,4

mL/2 h) ou a ingestédo de agua (8,0,1 vs. . salina: 0,6 0,3 mL/2 h).

5.3 Efeito das injecdes bilaterais dewo,p-metileno ATP sozinho ou
combinado com o PPADS ou suramin no NPBL na ingesidde NacCl

1,8% e agua induzida pela deplecao de sodio

5.3.1 Efeito das injecbes bilaterais da,p-metileno ATP sozinho ou
combinado com o PPADS no NPBL na ingestdo de NaC|8% e agua
induzida pela deplecéao de sodio

InjecOes bilaterais de,p-metileno-ATP (2,0 nmol/0,2 puL cada lado) no NPBL
aumentaram a ingestdo de NaCl 1,8% em ratos ddptetie sédio (23,8 0,8 vs. salina:
18,3+ 1,8 mL/2 h) [F(3,27) = 10.97; p<0.001], enquant®®BADS (4,0 nmol/0,2 pL)
sozinho no NPBL nao modificou a ingestdo de Na8%il(14,6+ 0,8 ml/2 h) (Figura 3A).
O pré-tratamento com o PPADS injetado bilateralemerd NPBL aboliu o efeito de,p-
metileno ATP na ingestdo de NaCl 1,8% em ratosetiegbs de sodio (16:90,9 mL/2 h,
p<0.05) (Figura 3A).

As injecdes de,p-metileno-ATP ou PPADS sozinhos ou combinados nBINR&o
modificaram a ingestdo de agua em ratos depledele®dio (1, % 1,5; 3,0+ 0,8 e 2,4t
0,7 e respectivamente vs. salina: 225 mL/2 h) [F(3,27) = 0.13; p>0.05] Figura 3B).
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FIGURA 3- Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% (A) ei&dB) induzida pela deplecédo de
soédio em ratos que receberam injecdes bilateralRP#DS (4,0 nmol/0,L) ou salina +
a,p-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 pL) ou salina no NPBesultados expressos como média
+ EPM. n = ndmero de animais. * diferente de satirsalina no NPBL.
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5.3.2 Efeito das injecbes bilaterais da,p-metileno ATP sozinho ou
combinado com suramin no NPBL na ingestdo de NaCl,8% e agua

induzida pela deplecao de sodio

Injecbes bilaterais de,p-metileno-ATP (2,0 nmol/0,2 puL cada lado) no NPBL
aumentaram a ingestdo de NaCl 1,8% em ratos ddpetie sédio (23,2 1,0 vs. salina:
15,5+ 1,1 mL/2 h) [F(3,24) = 35.47; p<0.001], enquamie¢des bilaterais de suramin (2,0
nmol/0.2 pL) no NPBL diminuiram a ingestdo de Na@% (5,7 1,9 ml/2 h) (Figura
4A). A ingestdo de NaCl 1,8% induzida por depleg¢éasddio ndo foi modificada apds a
combinacgdo de suraminotf-metileno-ATP no NPBL (15,2 1,2mL/2 h) (Figura 4A).

As injecdes dey,pB-metileno-ATP ou suramin sozinhos ou combinadoSNRBL
nao modificaram a ingestao de adgua em ratos ddpketde sddio [F(3,24) = 1.88; p>0.05]
(Figura 4B).
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FIGURA 4- Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% (A) g (B) induzida pela deplecao de
soédio em ratos que receberam inje¢cdes bilaterassidamin (2,0 nmol/0,RL) ou salina +

a,p-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 pL) ou salina no NPBesultados expressos como média

+ EPM. n = nUmero de animais. * diferente de salirsalina no NPBL.
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5.4 Efeito das injecdes bilaterais de suramin no NBE. na ingestao de

sacarose 2% e agua

Injecdes bilaterais de suramin (2,0 nmol/@.2cada lado) no NPBL aumentaram a
ingestdo de sacarose 2% somente no tempo de 9@omifryl+ 1,3 vs. salina: 5,2 0,8
mL/90 min) como foi sugerido pela significante naigdo entre os tratamentos e os tempos
[F(5,35) = 4.42; p<0.05] (Figura 5A). Porém, asqijes bilaterais de suramin no NPBL
ndo produziram efeitos na ingestdo de aguaf®@3 vs. salina: 0,2 0,1 mL/2 h) [F(1,7)
=1.42; p>0.05] (Figura 5B).
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FIGURA 5- Ingestdo cumulativa de sacarose 2% (Apea (B) em ratos que receberam
injecoes bilaterais de suramin (2,0 nmol/0,2 pL)salina no NPBL. Resultados expressos

como média + EPM. n = nidmero de animais. * difexatd salina no NPBL.
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5.5 Efeito das injecdes bilaterais de suramin no NB. na ingestdo agua

induzida por 24 h de privagao hidrica

Injecbes bilaterais de suramin (2,0 nmol/y2 cada lado) no NPBL néo
produziram alteracdes na ingestdo de agua indydagrivacdo hidrica [F(1,6) = 0.37;
p>0,05] (tabela 1).

5.6 Efeito das injecdes bilaterais de,p-metileno ATP e suramin em areas
adjacentes ao NPBL na ingestdo de NaCl 1,8% e aguaduzidas pela

deplecéo de sbdio

A especificidade do NPBL como local de acdo donega e antagonista
purinérgicos foi confirmada pelos resultados olgtiém ratos que receberam injecdes de
a,p-metileno ATP e suramin fora do NPBL. Injecfes teilais dea,f-metileno ATP (2,0
nmol/0,2uL) ou suramin (2,0 nmol/0,gL) em areas adjacentes IM®BL n&o produziram
alteracfes na ingestdo de NaCl 1,8% [F(1,7) = 248,05] , [F(1,7) = 1.01; p>0,05] e
agua [F(1,7) = 1.30; p>0,05] , [F(1,7) = 3.26; ©H), (Tabela 2).
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Tabela 1 dngestdo cumulativa de agua induzida por 24 h tegfio hidrica em ratos que

receberam injecdes bilaterais de suramin ou sabrdPBL

Tratamento no NPBL ingestao de agua
(mL/2 h)

salina 15,021

suramin 16,7 +1,8

Valores expressos em média £ E.P.M: @7 ratos. A dose de suramin foi 2,0 nmoL{@l,2

Tabela 2 -Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 1,8% de ratptetdelos de sédio que
receberam injecOes bilaterais de suramjfi;-metileno ATP ou salina em areas fora do
NPBL

Tratamento no NPBL Ingestdo NaCl 1,8% Ingestdo de agua
(mL/2 h) (mL/2 h)

salina 16,9+1,0 41+14

suramin 16,0+1,4 1,0£0,6

salina 189+1,5 26+172

a,B-metileno ATP 16,8+1,1 09+04

Valores expressos pela médtaE.P.M. n = 08 ratos/grupoAs doses de suramin e
a,B—metileno ATP foram de 2,0 nmol/Q,2..
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5.7 Efeito da injecao unilateral de PPADS no NPBL sobre as respostas
cardiovasculares promovidas pela injecao unilateral de,p-metileno ATP
no NPBL em ratos saciados e depletados de sodio (furosemida + alimento

deficiente em sédio)

A figura 6 apresenta tracados de um rato depletado de sédio, representativo dos
grupos, mostrando os efeitos cardiovasculares promovidos pela inje¢éo unilatefal de
metileno ATP (2,0 nmol/0,pL) antes e aos 2 e 30 minutos apés a injecao unilateral de
PPADS (4,0 nmol/0,pL) no NPBL.

A figura 7 apresenta os resultados relativos as respostas cardiovasculares
promovidas pela injecdo unilateral dg-metileno ATP (2,0 nmol/0,pL) antes e aos 2,

10, 30 e 60 minutos apods a inje¢do unilateral de PPADS (4,0 nmpl)yd NPBL em

ratos depletados de soédio. Injecdo unilaterabifie-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 ul) no
NPBL aumentou a PAMA26 £ 2 mmHg, vs. salina: 1 + 1 mmHg) (Figura 8A), esta
resposta pressora foi atenuada dois minutos apés a injecdo de PPADS no NPBL (8 £+ 1
mmHg) (Figura 8A). Porém, aos 10, 30 e 60 min apds a injecdo de PPADS a resposta
pressora ao,-metileno ATP no NPBL voltou ao valor controleZ8 £5; 19 £5; 19 £ 3
mmHg, respectivamente) (Figura 7A).

Injecéo unilateral de,—metileno ATP no NPBL antes e 2, 10, 30 e 60 min apos
PPADS né&o promoveram alteragbes na£Cq+ 16;9+ 3; 23 +1711+6,-3 £ 22 bpm,
respectivamente) quando comparados com a injecao de salina no NPBL de ratos depletados
de sddio (3 £ 1 bpm) (Figura 7B).

Injecdo unilateral de PPADS no NPBL de ratos depletados de sédio ndo produziu
alteracdoes na PAM e FC basais (107 = 2 mmHQ%t 28 bpm, respectivamente) quando
comparado com os valores de PAM e FC basais antes das inje¢ces (104 + 3 B86Hg e
29 bpm, respectivamente).

A deplecéo de sodio ndo produziu alteracdes na PAM e FC basais (102 £ 2 mmHg e
384 + 11 bpm, respectivamente) quando comparado com os valores de PAM e FC basais

dos ratos saciados (103 + 2 mmH87 = 7 bpm, respectivamente). A deplecdo de sddio
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também ndo alterou as respostas cardiovasculavdsizidas pelax,f—metileno ATP no
NPBL.
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FIGURA 6- Tracado de um rato depletado de sédio represemtdbis grupos mostrando as
alteracdes de presséao arterial pulsatil (PAP, mmptgssao arterial média (PAM,mmHg) e
frequéncia cardiaca (FC, bpm) apoés injecdo undhtég a,f-metileno ATP (2,0 nmol/0,2
pL) antes e 2 e 30 minutos apds o PPADS (4,0 niagh/D) no NPBL.
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FIGURA 7- VariacOes da presséo arterial médid®AM, A) e da frequéncia cardiaca (

FC, B) produzidas por injecdes unilateraisoglemetileno ATP (2,0 nmol/0,2 uL) antes
(barra preta) e 2, 10, 30 e 60 minutos apés (baaekuradas) PPADS (4,0 nmol/0,2 L)
no NPBL de ratos depletados. Resultados expressns média + EPM. n = nimero de

animais. * diferente de,-metileno ATP.
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A figura 8 apresenta o0s resultados relativos agostas cardiovasculares
promovidas pela injecao unilateral dg-metileno ATP (2,0 nmol/0,pIL) antes e aos 2,
10, 30 e 60 minutos apods a injecao unilateral d&r3?(4,0 nmol/0,2uL) no NPBL em
ratos saciados. Injecdo unilateral dgd—metileno ATP (2,0 nmol/0,2 pL) no NPBL
aumentou a PAMA 23 + 3 mmHg, vs. salina: 2 £ 0,3 mmHg) (Figura 8&gta resposta
pressora foi atenuada dois minutos apos a injeedPRADS no NPBL (6 + 1 mmHgQ)
(Figura 8A). Porém, aos 10, 30 e 60 min apds gdmjale PPADS a resposta pressora ao
a,p-metileno ATP no NPBL voltou ao valor control& 16 + 1; 18 + 1; 16 + 1 mmHg,
respectivamente). (Figura 8A).

Injecdo unilateral de,f—metileno ATP no NPBL antes e 2, 10, 30 e 60 minsapo
PPADS néo promoveram alteragbes na&Q@ £5;-6+9; -1 +13;-8+ 12;11 + 8 bpm,
respectivamente) quando comparados com a injecéalida no NPBL de ratos saciados (-
1 + 2 bpm) (Figura 8B).

Injecdo unilateral de PPADS no NPBL de ratos sasia@dio produziu alteracdes na
PAM e FC basais (117 + 4 mmHg3&3 = 10 bpm, respectivamente) quando comparado
com os valores de PAM e FC basais antes das irgd¢o8 + 3 mmHg &65 + 10 bpm,

respectivamente).



40

35 1

30 1

A PAM (mmHg)

10

60 1

40 1

20

A FC (bpm)
o

25

20

15 1

51

B o,3-metileno ATP
a,B—metileno ATP ap6s PPADS

n= 08

/)

2 10’ 30

:
o N

T

FIGURA 8- VariacOes da presséo arterial médid®AM, A) e da frequéncia cardiaca (

FC, B) produzidas por injecdes unilateraisogl®metileno ATP (2,0 nmol/0,2 pL) antes
(barras pretas) e 2, 10, 30 e 60 minutos apésabhachuradas) PPADS (4,0 nmol/0,2 L)
no NPBL de ratos saciados. Resultados expressos avddia + EPM. n = namero de

animais. * diferente de,-metileno ATP.



6 Discussao

Os dados do presente estudo mostram que as injbgaesais do agonista dos
receptores purinérgicos P2X,[§-metileno ATP) no NPBL aumenta a ingestdo de NaCl
1,8% induzida por deplecdo de sodio, e esse dfgitbolido pelo pré-tratamento com as
injecBes bilaterais dos antagonistas purinérgid®aD%S e suramin no NPBL, sugerindo
gue a ativacdo dos receptores purinérgicos P2X PBLNfacilitam a ingestdo de NaCl
1,8% induzida por deplecdo de sédio provavelmerdazindo a atividade dos mecanismos
inibitérios do NPBL que controlam a ingestdo dei@Od injecdo bilateral de PPADS
sozinho no NPBL nao produziu efeitos na ingestadNd€l 1,8%, no entanto, a injecéo
bilateral de suramin sozinho no NPBL reduziu a st@e de NaCl 1,8% induzida por
deplecdo de sodio, sugerindo que os receptoreaépgicos P2 facilitam tonicamente a
ingestdo de NaCl 1,8% em ratos depletados de sAdimgestdo de sbdio hipertdnico em
ratos depletados de sddio normalmente faz com guatos ingiram pequenas quantidades
de agua, que nao foi afetada pelos tratamentos @waygonista e 0s antagonistas dos
receptores purinérgicos no NPBL. O suramin injetadd\PBL aumentou discretamente a
ingestdo de sacarose 2% no tempo de 90 minutosoeafefiou a ingestdo de agua,
sugerindo que a inibicdo da ingestdo de NaCl 1,8%qgada pelo suramin no NPBL, ndo
€ devido a um efeito sedativo da droga e tambéménd@evido a uma inibicdo néo
especifica generalizada para comportamentos ingsstinjecées de suramin owf-
metileno ATP em é&reas adjacentes ao NPBL né&o pragiizfeitos na ingestdo de NacCl
1,8% induzida por deplecdo de sodio, que confirragpecificidade da area das inje¢des no
NPBL que produziram efeitos na ingestdo de NaCll,8

Evidéncias para o envolvimento do NPBL no contdadngestdo de agua resultam
de estudos mostrando que lesdes quimicas (acidénibo) ou eletroliticas do NPBL
aumentam a ingestdo de &gua induzida por ANE&*f? Semelhante as lesdes, outros
resultados também mostraram que injecbes bilatedaislidocaina ou metisergida
(antagonista dos receptores serotoninérgicos) LN&mbém aumentaram a ingestéo de
agua induzida por ANG ¥i. Estudos recentes também mostraram que injeciasrhis de
metisergida no NPBL aumentou a ingestdo de NaQlizidd por diferentes estimulos,
como ANG Il administrada i.c.v. ou injetada no @ga&bfornical (SFO), em ratos tratados
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com diversos protocolos, como a associagdo FUROAP G.c., deplecdo de sadio,
privacdo hidrica de 24 horas, ou desoxicorticoaerDOCA) s.¢>°**> Semelhante a
metisergida, as inje¢des bilaterais de proglumaigagonista dos receptores de CCK) no
NPBL também aumentou a ingestdo de NaCl hipertdmdazido por ANG Il i.c.v. ou
FURO + CAP s.¢’. No entanto, o bloqueio dos mecanismos serotagictd e
colecistocinérgicos no NPBL em ratos saciados/neodonicos que ndo receberam
tratamentos para induzir a ingestdo de sodio, médugiram alteracdes na ingestdo de
NacCl hipertonico. Estes resultados sugerem quectosina e a CCK secretadas no NPBL
durante a ingestdo de sodio e agua, ativam um nseoarinibitorio para a ingestdo de
sodio e agua.

Além da serotonina e da CCK no NPBL, outros estudostraram que também o
glutamato e o CRF, atuam no NPBL, inibindo a infesle sodio e de &gua, enquanto
agonistas gabaérgicos, opioidérgicos e noradrazzargiatuam no NPBL facilitando a
ingestdo de sodid>*°3334%2 A inibicdo ou a facilitacdo na ingestdo de sé@io
ocasionalmente também na ingestdo de &gua ocommgeéstda acdo de diferentes
neurotransmissores sobre o mecanismo inibitorioNdRBL. Os presentes resultados
sugerem que a ativacdo dos receptores purinérgi2dsno NPBL facilitam a ingestédo de
NaCL 1,8% induzida por deplecéo de sédio. Portasomesmo modo que os receptores
gabaérgicos, opioidérgicos e adrenérgicos, a d@ovalps receptores purinérgicos P2 no
NPBL facilitam a ingestdo de NaCl através da prevadesativacdo do mecanismo
inibitorio presente no NPBL.

Vérios estudos funcionais sugerem o envolvimensmecanismos purinérgicos na
regulacdo cardiovascular, respiratéria e tempexatorporal©2336396488.72pgrem  estes
resultados sdo os primeiros que sugerem 0 envahgrde mecanismos purinérgicos do
NPBL no controle do equilibrio hidroeletrolitico onais especificamente na ingestdo de
soédio. Semelhante ao blogueio de mecanismos s@rétgitos e colecistoninérgicos no
NPBL, a ativacdo dos receptores purinérgicos P2XIEBL aumentou a ingestdo de NaCl
1,8% em ratos depletados de sodio, no entantosmméatamento no NPBL ndo produziu
alteracbes na ingestdo de NaCl 1,8% em ratos ssdmedmohidratados. Portanto, a
ativacdo dos mecanismos purinérgicos do NPBL fanilia ingestdo de sodio induzida pela

ativacdo de um mecanismo excitatorio como aquéileadas pela deplecao de sédio. Além
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disso, os resultados também mostram que o suraonNPBL reduziu a ingestdo de NaCl
1,8% induzida por deplecédo, sugerindo que a atvalgd mecanismos purinérgicos do
NPBL s&o essenciais para a ingestdo de NaCl 1,8%atoa depletados. Desse modo,
parece que diante da uma condicdo de deplecaddde aEém da ativacdo de mecanismos
excitatérios como a liberacdo de angiotensina Hpr@ também um bloqueio do
mecanismo inibitério do NPBL depende dos mecanigpoogiérgicos presentes nesta area.

Embora o suramin no NPBL quase tenha abolido stégele NaCl 1,8%, injecbes
de PPADS sozinho no NPBL na mesma dose que bloqsefeitos da,-metileno ATP
nao produziu alteracbes na ingestdo de NaCl 1,88azida por deplecdo de saodio.
Portanto, embora a ativacao dos receptores pur@odr§2X do NPBL facilitam a ingestao
de NaCl 1,8% induzida por deplecéo de sédio, pageeea desativacdo desses receptores
ndo € necessaria para a ingestdo de NaCl 1,8% &ms depletados de sbédio.
Diferentemente do PPADS, o suramin que € um anistgopurinérgico nao seletivo P2
(atua em receptores purinérgicos P2X e P2Y), padesiar agindo em outros receptores
purinérgicos, os receptores P2Y, e assim promogeuafeito de atenuacéo na ingestao de
sédio. Porém, mais estudos serdo necessariosqémrar esta hipotese.

Nossos resultados mostraram claramente o envolWimetos mecanismos
purinérgicos do NPBL no controle da ingestdo ddosdubrém, € importante considerar
gue estes receptores provavelmente ndo estdo atsazhhos e sim interagindo com
outros neurotransmissores no NPBL para control@ esmportamento. Noradrenalina, e
opidides no NPBL, semelhante a@-metileno ATP, facilitam a ingestdo de NaCl em
protocolos que estimulam a ingestdo de sédio fdipiead 3332 desta forma, sabendo-se
gue o0s receptores purinérgicos P2 no encéfalo estd@alizados pré- e poés-
sinapticamenf8, o ATP poderia estar atuando como um co-transmfsdocom a
noradrenalina, opidides e GABA no NPBL ou talvezmentando a liberacdo de
noradrenalina, opidides e GABA no NPBL (FiguraPjrtanto, sem excluir a possibilidade
de interacdo com outros neurotransmissores, acatvae receptores purinérgicos do
NPBL poderia facilitar a ingestdo de NaCl atravadiloeracdo de noradrenalina ou GABA.
No entanto, a interacdo entre os diferentes neunsnissores no NPBL necessita de mais
estudos.
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Sabe-se que a ingestdo de NaCl pode ser poteadalizela reducdo da pressao
arterial”. No entanto, o aumento da ingestéo de NaCl obderapds as injecdes bilaterais
do agonista purinérgico P2X, ndo resulta de umagaa na pressao arterial, visto que
injecoes unilaterais de,p-metileno ATP no NPBL causa um aumento da presdada
média sem alterar a frequéncia cardiaca. Destaafonmssos resultados sugerem que a
facilitacdo na ingestdo de sodio ap0s a ativac@ondecanismos purinérgicos em ratos

depletados de sédio ndo é dependente de fatoresdimgmicos.

Vale ressaltar que estudo de nosso labor&tdmostrou que injecdo i.c.v. de ATP
atenua a ingestdo de agua induzida por 24 h degadvhidrica e ndo altera a ingestao de
NaCl 1,8% induzida por deple¢cédo de sodio, sugerquaoos receptores purinérgicos (P1 e
P2) centrais estdo envolvidos especificamente cecansmos de controle da ingestao de
agua mas nao de sodio. Estes resultados sdo oomimas observados no presente estudo,
onde demonstramos que a ativagao dos receptoresi®NPBL facilitam a ingestéo de
sodio induzida por deplecdo de so6dio mas ndo aiftarangestdo de agua induzida por 24 h
de privacao hidrica. Resultados semelhantes s@uvalokos nos trabalhos com ativacdo dos
receptores adrenérgicos alfd?2®quando a ativacéo destes receptores ocorre enesegi
prosencefalic&8 ocorre um efeito inibitério para sede e apetitesédio, porém quando a
ativacdo dos receptores adrenérgicos alfa 2 é mLAPocorre um efeito facilitatério

principalmente para a ingestdo de sadio.

Os presentes resultados sugerem que 0s mecanisanvgrgicos do NPBL
facilitam a ingestdo de NaCl em ratos depletadosadio. Mais estudos s@o necessarios
para investigarmos as possiveis interagdes entrmexmnismos purinérgicos e outros

mecanismos do NPBL envolvidos no controle da irdgede sodio.
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POSSIVEL MECANISMO INIBITORIO DO NPBL
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FIGURA 9- Modelo esquematico mostrando o mecanismo inibitdiaoNPBL para o
controle da ingestdo de sddio e a possivel interegéh 0os mecanismos purinérgicos P2X,
adrenérgicosi2 e gabaérgicos presentes nessa area. A ativasdeaiptores purinérgicos
P2X que foram classificados segundo as suas cdgtici&s bioquimicas e farmacologicas,
como excitatérios, poderiam ativar mecanismos ggiass ou adrenérgica® no NPBL e
assim facilitar a ingestdo de NaCl. +, excitagémibicéo; ANG I, angiotensina Il; NOR,
noradrenalina; ATP, adenosina 5'trifosfato; CeAclad central da amigdala; NPBL,
nacleo parabraquial lateral; OSF, érgdo subforn®¥BV, regido anteroventral do terceiro

ventriculo, NTS, ndcleo do trato solitario, AP,&apmostrema.
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A ativacdo de receptores purinérgicos P2X com dgecbilaterais de,p-metileno
ATP no NPBL promove aumento da ingestdo de Na@#rtdnico induzida por 24 h de
deplecdo de sodio. Esse efeito foi abolido peletyatdmento com as injecdes bilaterais
dos antagonistas purinérgicos PPADS e suramin r®LNBugerindo que a ativacao dos
receptores purinérgicos P2X no NPBL facilitam aest§o de NaCl 1,8% induzida por
deplecéo de sadio.

A injecao bilateral de PPADS sozinhd\RBL n&o produziu efeitos na ingestao de
NaCl 1,8%, no entanto, a injecéo bilateral de suraozinho no NPBL reduziu a ingestao
de NaCl 1,8% induzida por deplecéo de sodio, sndergjue os receptores purinérgicos P2
facilitam tonicamente a ingestao de NaCl 1,8% dwsrdepletados de sédio. A ingestéo de
agua nao foi afetada pelos tratamentos com o d@goei®s antagonistas dos receptores
purinérgicos no NPBL.

Suramin injetado bilateralmente no NRBImentou a ingestdo de sacarose 2% aos

90 minutos e ndo afetou a ingestdo de agua indyzida24 h de privacdo hidrica,
sugerindo que a inibicdo da ingestdo de NaCl 1,8%qgada pelo suramin no NPBL, ndo

€ devida a uma inibicdo generalizada para todesmportamentos ingestivos.

InjecBes unilaterais dg-metileno ATP no NPBL promoveu aumento da pressao
arterial média, sugerindo que a facilitacdo na stige de sodio apdés a ativacdo dos
mecanismos purinérgicos em ratos depletados deo sdélh € dependente de fatores
hemodinamicos.



7 Conclusao

Os resultados sugerem que a ativacdo dos recemoregrgicos P2X do NPBL
facilitam a ingestdo de sédio provavelmente redizim atividade dos mecanismos

inibitérios do NPBL que controlam a ingestédo deicod
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