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Menezes MF. Participação dos receptores purinérgicos P2 do núcleo parabraquial lateral no 

controle da ingestão de sódio [Dissertação de Mestrado] Araraquara: Faculdade de 

Odontologia da Araraquara, UNESP; 2010 

 

Resumo 

 

Estudos recentes demonstram que os receptores purinérgicos estão presentes no núcleo 

parabraquial lateral (NPBL), uma estrutura pontina envolvida no controle da ingestão de 

sódio. No presente estudo, investigamos os efeitos das injeções do α,β-methyleneadenosine 

5′-triphosphate (α,β-metileno ATP, agonista dos receptores P2X) sozinho ou combinado 

com o ácido piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-disulfônico (PPADS, antagonista dos 

receptores P2X) ou suramin (antagonista não seletivo dos receptores P2) no NPBL sobre a 

ingestão de NaCl 1,8% induzida por depleção de sódio. Também investigamos os efeitos da 

injeção de α,β-metileno ATP sozinho ou combinado com o PPADS no NPBL sobre a 

pressão arterial média (PAM) e freqüência cardíaca (FC) em ratos saciados e depletados de 

sódio. Foram utilizados ratos Holtzman com implante de cânulas implantadas 

bilateralmente em direção ao NPBL. A depleção de sódio foi induzida pelo tratamento com 

o diurético furosemida (20 mg/kg do peso corporal) acompanhado de uma dieta deficiente 

em sódio por 24 horas. As injeções bilaterais de α,β-metileno ATP (2,0 e 4,0 nmol/0,2 µL) 

no NPBL aumentaram a ingestão de NaCl 1,8% induzida por depleção de sódio (25,3 ± 0,8 

e 26,5 ± 0,9 mL/2 h, respectivamente, vs. salina: 15,2 ± 1,3 mL/2 h). O pré-tratamento com 

o suramin (2,0 nmol/0,2 µL) ou com o PPADS (4,0 nmol/0,2 µL) no NPBL aboliu os 

efeitos do α,β-metileno-ATP na ingestão de NaCl 1,8% (15,2 ± 1,2 e 16,9 ± 0,9 mL/2 h, 

respectivamente). As injeções de PPADS sozinho no NPBL não alteraram a ingestão de 

NaCl 1,8% (14,6 ± 0,8 mL/2 h vs. salina: 18,3 ± 1,8 mL/2 h). No entanto, as injeções de 

suramin sozinho no NPBL quase aboliram a ingestão de NaCl 1,8% (5,7 ± 1,9 mL/120 min, 

vs. salina: 15,5 ± 1,1 mL/120 min) e aumentaram a ingestão de sacarose 2% somente no 

tempo de 90 minutos (7,1 ± 1,3 vs. salina: 5,3 ± 0,8 mL/90 min) sem alterar a ingestão de 

água induzida por privação hídrica de 24h (16,7 ± 1,8 mL/2 h vs. salina: 15,0 ± 2,1 mL/2 

h). A injeção de α,β−metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µL) no NPBL aumentou a PAM em ratos 

saciados e em ratos depletados de sódio (∆ 23 ± 3 vs. salina: 2 ± 0,3 mmHg e ∆ 26 ± 2 vs. 
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salina: 1 ± 1 mmHg, respectivamente) sem alterar a FC (∆ 9 ± 5 vs salina 1 ± 2 bpm e ∆ −6 

± 16 vs. salina: 3 ± 1 bpm, respectivamente). A resposta pressora observada após a injeção 

de α,β−metileno ATP foi atenuada pelo pré-tratamento com o PPADS no NPBL em ratos 

saciados e depletados (∆ 6 ± 1 e ∆ 8 ± 1 mmHg, respectivamente). A injeção unilateral de 

PPADS no NPBL de ratos saciados e depletados de sódio não produziu alterações na PAM 

e FC basais (117 ± 2 mmHg e 373 ± 10 bpm e 107 ± 2 mmHg e 405 ± 28 bpm, 

respectivamente) quando comparado com os valores de PAM e FC basais antes das 

injeções (108 ± 3 mmHg e 365 ± 10 bpm, 104 ± 2 mmHg e 396 ± 29 bpm, 

respectivamente). Os resultados sugerem que a ativação dos receptores purinérgicos P2X 

do NPBL facilitam a ingestão de sódio provavelmente reduzindo a atividade dos 

mecanismos inibitórios do NPBL que controlam a ingestão de sódio. Este aumento na 

ingestão de NaCl 1,8% não é devido aos fatores hemodinâmicos, pois a injeção de α,β-

metileno ATP no NPBL promoveu aumento na PAM. 

 

 

Palavras-chave: Trifosfato de Adenosina, receptores purinérgicos P2, suramina,  núcleo 

parabraquial lateral. 
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Menezes MF. Involvement of P2 purinergic receptors in the lateral parabrachial nucleus on 

control of sodium intake [Dissertação de Mestrado] Araraquara: Faculdade de Odontologia 

da UNESP, 2010 

 

Abstract 

 

Recent studies have shown that purinergic receptors are present in the lateral parabrachial 

nucleus (LPBN), a pontine structure involved in the control of sodium intake. In the present 

study, we investigated the effects of α,β-methyleneadenosine 5′-triphosphate (α,β-

methylene ATP, selective P2X purinergic agonist) alone or combined with 

pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonic acid (PPADS, P2X purinergic antagonist) 

or suramin (non-selective P2 purinergic antagonist) injected into the LPBN on sodium 

depletion-induced by 1.8% NaCl intake. We also investigated the effects of α,β-methylene 

ATP alone or combined with PPADS injected into the LPBN on mean arterial pressure 

(MAP) and heart rate (HR) on replete and sodium depleted rats. Male Holtzman rats with 

stainless steel cannulas implanted into the LPBN were used. Sodium depletion was induced 

by treating rats with the diuretic furosemide (20 mg/kg of body weight) followed by 24 h of 

sodium-deficient diet. Bilateral injections of α,β-methylene ATP (2.0 and 4.0 nmol/0.2 µL) 

into the LPBN increased sodium depletion-induced 1.8% NaCl intake (25.3 ± 0.8 and 26.5 

± 0.9 mL/2 h, respectively, vs. saline: 15.2 ± 1.3 mL/2 h). Pre-treatment with suramin (2.0 

nmol/0.2 µL) or PPADS (4 nmol/0.2 µL) into the LPBN abolished the effects of α,β-

methylene-ATP on 1.8% NaCl intake (15.2 ± 1.2 and 16.9 ± 0.9 mL/2 h, respectively). 

Injections of PPADS alone into the LPBN did not change 1.8% NaCl intake (14.6 ± 0.8 

ml/2 h vs. saline: 18.3 ± 1.8 mL/2 h). However, injections of suramin alone into the LPBN 
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strongly reduced 1.8% NaCl intake (5.7 ± 1.9 mL/120 min, vs. saline: 15.5 ± 1.1 mL/2 h) 

and increased the 2% sucrose intake only at 90 min (7.1 ± 1.3 vs. saline: 5.3 ± 0.8 mL/90 

min), without changing 24h water deprivation-induced water intake (16.7 ± 1.8 mL/2 h vs. 

saline: 15.0 ± 2.1 mL/2 h). Injection of α,β−methylene ATP (2.0 nmol/0.2 µL) into the 

LPBN increased MAP on replete and sodium depleted rats (∆ 23 ± 3 vs. saline: 2 ± 0.3 

mmHg and ∆ 26 ± 2 vs. saline: 1 ± 1 mmHg, respectively), without changing HR (∆ 9 ± 5 

vs saline 1 ± 2 bpm and ∆ −6 ± 16 vs. saline: 3 ± 1 beats/min, respectively). The pressor 

response to α,β−methylene ATP was attenuated by previous injection of PPADS into the 

LPBN on replete and sodium depleted rats (∆ 6 ± 1 and 8 ± 1 mmHg, respectively). The 

unilateral injection of PPADS into the NPBL on replete or depleted of sodium rats 

produced no changes in basal MAP and HR (117 ± 4 mmHg and 373 ± 10 bpm, 107 ± 2 

mmHg and 405 ± 28 bpm, respectively) in comparasion with basal MAP and HR before 

injection (108 ± 3 mmHg and 365 ± 10 bpm, 104 ± 2 mmHg and 396 ± 29 bpm, 

respectively). The results suggest that purinergic P2X receptor activation in the LPBN 

facilitates NaCl intake, probably reducing the activity of LPBN inhibitory mechanisms that 

control sodium intake. This increase in NaCl 1.8% intake is not due to hemodynamic 

effects, since the injection of α,β-methylene ATP in the LPBN produced an increase in 

MAP. 

 

Keywords: Adenosine triphosphate, P2 purinergic receptors, lateral parabrachial nucleus, 

suramin, . 
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1 Introdução 

 

Animais terrestres perdem água e eletrólitos constantemente, principalmente o íon 

sódio, através do suor, respiração e predominantemente pela urina. Desta forma, respostas 

reflexas e comportamentais são necessárias para corrigir estas perdas e manter a 

homeostase dos líquidos corporais. Os mecanismos reflexos envolvem o sistema nervoso 

autônomo e respostas endócrinas [liberação de aldosterona, vasopressina (VP), 

angiotensina (ANG II), etc] que interferem com as perdas renais de sódio e água durante 

um estado de desidratação. Estes mecanismos reflexos servem para manter a função 

cardiovascular, até que as respostas comportamentais ocorram para restaurar a homeostase. 

As respostas comportamentais incluem a procura e o comportamento de ingestão de água e 

fluidos ou alimentos que contenham sódio. Estas ingestões de água e sódio servem para 

corrigir as deficiências orgânicas de água e sal. Sede e apetite ao sódio são estados 

motivacionais que levam o animal a encontrar e consumir água e substâncias salgadas e são 

definidos pela medida deste consumo sob condições experimentais adequadas 42.  

A perda de fluído extracelular resulta em deficiência de sódio e água. Esta condição 

de deficiência em sódio está associada com uma sensação peculiar na boca 49 que algumas 

vezes é interpretada como sede, mas não é aliviada pela ingestão de água, esta sensação é 

chamada de apetite ao sódio50. 

Sede e apetite ao sódio sempre foram considerados comportamentos distintos, 

embora pudessem compartilhar mecanismos de ativação. Esse compartilhamento logo ficou 

demonstrado para a ANG II e não tardou muito para que o mesmo se verificasse para os 

receptores cardiovasculares de volume28,42. Apesar de mecanismos comuns, a relação 

temporal entre o aparecimento da sede e do apetite ao sódio reforça a distinção entre os 

comportamentos. Tanto durante a hipovolemia como durante a administração de ANG II, a 

sede, definida por busca e ingestão de água, sempre precede o apetite ao sódio – definido 

como busca e ingestão de NaCl hipertônico28. Essa distinção torna-se ainda mais dramática 

durante a desidratação intracelular que, se por um lado ativa a sede, por outro inibe o 
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apetite ao sódio. Essa inibição parece depender de um efeito direto do sódio sobre 

receptores de sódio ou sobre osmorreceptores conforme demonstrado em experimentos que 

produzem elevação da concentração intracerebral de sódio ou da osmolaridade sanguínea08-

9, 17, 79.  

 

Circuitos neurais envolvidos no controle da sede e do apetite ao sódio 

Fatores humorais (osmolaridade, concentração de sódio, hormônios) e mecânicos 

(volemia) agem como sinais-chave para o aparecimento da sede e do apetite ao sódio por 

meio de duas vias de entrada para o sistema nervoso central (SNC42,51,61,76). Uma via 

envolve fatores humorais que pelo plasma ou liquido céfalo-raquidiano (LCR) sinalizam os 

órgãos circunventriculares (OCVs), entre os quais podemos destacar o órgão subfornical 

(OSF) e o órgão vasculoso da lâmina terminal (OVLT) localizados no prosencéfalo e a área 

postrema (AP) localizada no tronco encefálico. A outra via constitui aferências vagais e 

glossofaríngeas provenientes de receptores viscerais (osmo-sódio receptores hepáticos ou 

renais, barorreceptores renais ou cardiovasculares) que se dirigem para núcleos 

integradores do tronco encefálico como o núcleo do trato solitário (NTS) e depois para 

núcleo parabraquial (NPB). Os OCVs situam-se em posições estratégicas nos ventrículos 

encefálicos oferecendo uma ampla superfície de contato com os solutos do plasma e do 

LCR61. A presença de neurônios osmo-sódio sensíveis e de receptores de ANG II, 

permitem aos OCVs detectarem as variações na concentração de sódio e de ANG II 

circulante, de onde partem informações para os circuitos que controlam a ingestão de água 

e de sódio ou secreção de VP 42,51,61. 

 

Importância do núcleo parabraquial lateral no controle da ingestão de 

sódio e água  

O NPB que processa a informação gustatória e visceral que chega ao sistema 

nervoso central pela AP e NTS tem sido identificado também como uma área de controle 

inibitório dos comportamentos de sede e apetite ao sódio54,60. Como resultados destes 

estudos, uma grande variedade de fatores endógenos que medeiam e/ou modulam a 

ingestão de sódio e água foram identificados na última década. Dentro deste contexto, 
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podemos citar a serotonina (5-HT,53-54), peptídeos (por ex. colecistocinina, CCK,29) e ácido 

gama-aminobutírico (GABA)15 no NPB, particularmente em sua porção lateral, onde estes 

mediadores possuem importante envolvimento no controle da ingestão de sódio. Estudos 

recentes mostraram que injeções bilaterais de metisergida (antagonista dos receptores 

serotoninérgicos) no NPBL aumentaram a ingestão de água e NaCl 1,8% induzida por 

ANG II, administrada intracerebroventricular (i.c.v.) ou no orgão subfornical (OSF)18,54. A 

metisergida injetada bilateralmente no NPBL também aumentou a ingestão de NaCl 1,8% 

induzida pelo tratamento com furosemida (FURO) combinado com o captopril (CAP)  

(inibidor da enzima conversora de angiotensina), ambos injetados subcutaneamente (s.c.), 

enquanto 2,5-dimetoxy-4-iodoamphetamine hydrobromide (DOI) (agonista serotoninérgico 

dos receptores 5-HT2A/2C) no NPBL reduziu a ingestão de NaCl 1,8% induzida por 

FURO+CAP 54. Além disso, 5-HT e CCK injetadas no NPBL inibem a ingestão de água e 

NaCl 57. Estes estudos sugerem que sinais que inibem a ingestão de sódio são integrados no 

NPBL mediados pela liberação de 5-HT e CCK. 

Além dos receptores da 5-HT e da CCK, também os receptores de glutamato, fator 

liberador de corticotropina (CRF), noradrenalina, GABA e opióides estão envolvidos no 

controle da ingestão de sódio no NPBL3,15-16,29,33-35,53-56,62. Alguns desses 

neurotransmissores, como a 5-HT, CCK, glutamato e o CRF inibem a ingestão de água e 

sódio16,29,34-35,54-56,, enquanto agonistas gabaérgicos, opioidérgicos e noradrenérgicos 

facilitam a ingestão de sódio3,15,27,62. A facilitação ou a inibição da ingestão de sódio está 

provavelmente relacionada com a ativação ou a desativação dos mecanismos inibitórios 

presentes no NPBL. 

Adicionalmente, estudos recentes de imunohistoquímica83 evidenciam a densa 

marcação de uma classe relativamente nova de receptores chamados de purinérgicos em 

várias regiões envolvidas com o controle hidro-mineral, dentre elas o NPBL. No entanto, o 

papel destes receptores na regulação da ingestão de água e sódio e nos ajustes 

cardiovasculares em ratos saciados e em ratos depletados de sódio ainda não haviam sido 

investigados. 
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Neurotransmissão purinérgica 

O conceito da neurotransmissão purinérgica, onde o ATP (adenosina 5’-trifosfato) e 

a adenosina são as principais substâncias ativas, foi introduzido por Burnstock10 (1972). O 

ATP bem como seu metabólito, a adenosina, são purinas extracelulares envolvidas em 

diversos efeitos biológicos atuando nos receptores chamados purinérgicos13,25,30,45,69. Os 

receptores purinérgicos foram primeiramente divididos bioquímica e farmacologicamente 

por Burnstock11 (1978) em 2 classes: P1 e P2. De acordo com esta classificação os 

receptores P1 são exclusivos para a adenosina e são subdivididos em 4 tipos: A1, A2a, A2b 

e A3, estando todos acoplados à proteína G e são dependentes de adenilciclase. Além disso, 

eles são antagonizados por metilxantinas e seus derivados. Os receptores P2 são exclusivos 

para o ATP e são subdivididos em 2 tipos: P2X e P2Y. Nos mamíferos, os receptores P2X 

são subdivididos em 7 tipos: (P2X1 a P2X7) e são dependentes de canais iônicos 

(ionotrópicos). Os receptores P2Y são subdivididos em 5 tipos: (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 

e P2Y11) e são acoplados à proteína G e operam via inositol trifosfato69. O ATP é o 

agonista natural para os receptores P2, porém a sua meia vida é muito curta, ou seja, o ATP 

é muito instável e é rapidamente degradado na fenda sináptica por ecto-nucleotidases, 

sendo a adenosina o seu principal metabólito. Os receptores purinérgicos P2X são ativados 

por análogos ou agonistas mais estáveis do que o ATP como o alfa-beta-metileno-ATP e o 

alfa-gama-metileno-ATP, enquanto os receptores P2Y têm como agonista o 2-metilthio-

ATP (2meSATP). O agonista alfa-beta-metileno-ATP e o alfa-gama-metileno-ATP são 

inativos para os receptores P2Y69. 

Recentemente vários estudos têm demonstrado que o ATP extracelular atuando nos 

receptores P2X está envolvido em vários mecanismos centrais de regulação cardiovascular, 

respiratória e de temperatura corporal37-39,41,63-64,68,70-71. Existem evidências de que o ATP, 

atuando no bulbo ventrolateral desempenha um importante papel no controle vasomotor e 

da atividade simpática41,71. Além disso, os receptores P2X desta área, participam também 

da resposta ventilatória à hipercapnia75. Adicionalmente, estudos mostraram que as purinas 

também participam do controle cardiovascular e respiratório atuando especificamente no 

NTS04-05,63-65,68,75. Ainda neste contexto, estudos de Gourine37-39 et al., (2004, 2005, 2002), 
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mostraram o envolvimento da neurotransmissão purinérgica no controle da temperatura 

corporal, onde a microinjeção i.c.v. ou intra-hipotalâmica de agonistas purinérgicos P2X, 

promovem uma queda da temperatura corporal de ratos. 

Em vista das evidências, de que os receptores purinérgicos estão envolvidos nos 

mecanismos centrais de controle cardiovascular, respiratório e de temperatura corporal, e 

sabendo que estes sistemas estão intimamente relacionados com a regulação da ingestão de 

líquidos, é possível que os receptores purinérgicos participem também do controle hidro-

mineral. Esta possibilidade é reforçada pelos estudos imunohistoquímicos e de hibridização 

in situ, indicando que os receptores P2 de diferentes tipos estão densamente presentes em 

áreas importantes para a manutenção do equilíbrio hidroeletrolítico do organismo, como os 

OCVs, hipotálamo e tronco encefálico44,46,73-74,78,82-83.  

Alguns estudos funcionais indicam que os receptores purinérgicos podem estar 

envolvidos no controle hidro-mineral19,47,59. De acordo com Mori et al.59 (1992), a injeção 

de ATP no núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) diminui de maneira dose e tempo 

dependente o fluxo urinário e aumenta os níveis de VP no plasma. Estes efeitos são 

bloqueados pela injeção no mesmo sítio de antagonista purinérgico P2 (suramin), mas não 

pelo antagonista purinérgico P1. Estes efeitos também foram bloqueados pela injeção 

intravenosa (iv) de antagonista vasopressinérgico V1/V2. Assim, os autores sugerem que o 

ATP injetado no PVN estimula os receptores P2X, liberando VP que promove o seu efeito 

de antidiurese através de receptores renais V2. Por outro lado, a ativação periférica de 

receptores do subtipo P1 (A1, A2a, A2b e A3), promovem efeitos opostos aos observados 

quando da ativação dos receptores P2. Estudos de Coupar e Tran19 (2002) mostraram que as 

injeções subcutâneas de agonistas específicos A1 e A2 de adenosina em ratos promovem 

um aumento da ingestão de água acompanhado por diurese. Adicionalmente, estudos 

recentes de Kishore et al.47 (2005), mostraram que a estimulação dos receptores P2Y do 

ducto renal coletor de ratos hidratados e desidratados, pode modular a excreção de água, 

sódio e ureia por um mecanismo independente de vasopressina.  

No entanto, existem poucos estudos mostrando o envolvimento da sinalização 

purinérgica em vias comportamentais. Burnstock14 (2007), relatou o envolvimento da 

sinalização purinérgica em vias comportamentais, tais como, sono e vigília7,21,27, 
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aprendizagem e memória20,31,80, humor e motivação81, ingestão de alimento48, onde foi 

demonstrado que a adenosina administrada centralmente atenua a ingestão de alimentos, 

porém comportamentos como a sede e o apetite ao sódio foram pouco estudados. Estudo de 

nosso laboratório26 mostrou a participação dos receptores purinérgicos centrais em 

mecanismos de sede. Neste trabalho, onde animais receberam injeções i.c.v. de ATP, 

observou-se a atenuação na ingestão de água induzida por 24 h de privação hídrica, por 

sobrecarga intragástrica de NaCl 12% e ANG II administrada também i.c.v., embora a 

injeção de ATP i.c.v. não modificou a ingestão de sódio e água induzida por depleção de 

sódio. Estes resultados sugerem o envolvimento dos receptores purinérgicos P2 nos 

mecanismos centrais de regulação da sede e essa inibição não é generalizada para todos os 

comportamentos ingestivos, pois a injeção de ATP i.c.v. não modificou a ingestão de 

alimento induzida por 24 h de privação de alimento.  

Desta forma, considerando que os receptores purinérgicos P2 centrais estão 

envolvidos na regulação da sede, a importância do mecanismo inibitório para ingestão de 

água e sódio do NPBL e a presença de receptores purinérgicos no NPBL, nossa hipótese é 

que os receptores purinérgicos do NPBL estão envolvidos no controle da ingestão hidro-

mineral. Assim, no presente estudo investigamos os efeitos das injeções bilaterais de α,β-

metileno ATP (agonista dos receptores purinérgicos P2X), suramin (antagonista não 

seletivo dos receptores purinérgicos P2) e PPADS (antagonista específico dos receptores 

purinérgicos P2X) sozinhos ou combinados no NPBL na ingestão de NaCl 1,8% e água 

induzida por depleção de sódio. Além disso, também investigamos os efeitos das injeções 

de α,β-metileno ATP antes e após PPADS sobre a pressão arterial média (PAM) e 

freqüência cardíaca (FC) em ratos saciados e depletados de sódio. 

 

 



 

 

 

 

2 Objetivo 

  

O objetivo do presente estudo foi investigar o possível envolvimento de receptores 

purinérgicos P2 do NPBL no controle da ingestão de água e NaCl 1,8% em ratos. Para 

tanto, foram investigados os efeitos de injeções bilaterais de α,β-metileno ATP (agonista 

dos receptores purinérgicos P2X), de suramin (antagonista não seletivo dos receptores 

purinérgicos P2) e de PPADS (antagonista específico dos receptores purinérgicos P2X) 

sozinhos ou combinados no NPBL sobre a ingestão de NaCl 1,8% e água induzida por 

depleção de sódio. Adicionalmente, foi também estudado os efeitos das injeções de α,β-

metileno ATP antes e após PPADS no NPBL sobre a pressão arterial média (PAM) e a 

freqüência cardíaca (FC). 



 

 

 

   

3 Material e Método 

 

3.1 Animais 

 Foram utilizados ratos Holtzman com peso entre 290-310 g, fornecidos pelo 

Biotério do Campus de Araraquara, UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas 

individuais de aço inoxidável, com livre acesso a ração Guabi (Paulínia, SP), água e NaCl 

1,8% e permaneceram em salas climatizadas (temperatura de 23 ± 2º C e umidade de 50 ± 

10%), com ciclo claro-escuro de 12 h  no Laboratório de Fisiologia do Departamento de 

Fisiologia e Patologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr), UNESP. Os 

protocolos experimentais aos quais os animais foram submetidos foram aprovados e 

autorizados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal - CEEA (Proc. CEEA nº 

03/2008) da FOAr – UNESP. 

 

3.2 Cirurgia estereotáxica para implante de cânulas de aço inoxidável no 

núcleo parabraquial lateral (NPBL) 

 

Para o implante das cânulas cerebrais, os ratos foram anestesiados com cloridrato de 

cetamina (80 mg/kg de peso corporal, Cristália, Itapira, SP, Brasil,) combinada com 

xilazina (7 mg/kg de peso corporal, Agener União, Embu-Guaçu, SP, Brasil,) 

intraperitonealmente (i.p.) e adaptados a um aparelho estereotáxico (modelo Kopf 900). O 

lambda e bregma foram utilizados como referência para nivelar os crânios dos ratos. 

Utilizando-se o bregma foram determinados os pontos de introdução das cânulas de aço 

inoxidável nos crânios dos ratos. Nestes pontos foi feita uma trepanação do osso do crânio 

com uma broca esférica, abrindo um orifício de aproximadamente 1,5 mm de diâmetro. 

Duas cânulas-guia de aço inoxidável (12 x 0,5 mm d.i.) foram implantadas bilateralmente 

em direção ao NPBL de acordo com as seguintes coordenadas estereotáxicas: 9,6 mm 

caudal ao bregma, 2,1 mm lateral à linha mediana e 5,3 mm abaixo do osso67. A 

extremidade das cânulas-guia foi posicionada no encéfalo 2 mm acima do NPBL. As 

cânulas-guia foram fixadas utilizando resina acrílica aderida a parafusos presos na calota 
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craniana. Exceto durante as injeções, um mandril de metal foi mantido dentro da cânula 

para prevenir oclusão e infecção. O procedimento cirúrgico não excedeu 40 min. Após a 

cirurgia cerebral, os animais receberam uma injeção intramuscular (0,2 mL/rato) de 

pentabiótico veterinário – pequeno porte (benzilpenicilina 80.000 UIs e estreptomicina – 33 

mg, Fort Dodge Saúde Animal Ltda) e uma injeção subcutânea de analgésico/anti-

inflamatório (cetoprofeno 1% - 0,1 mL/rato). Os animais ficaram em observação e 

recuperação durante 6 dias. 

 

3.3 Injeções no NPBL 

 

As injeções no NPBL foram feitas utilizando-se seringas Hamilton de 5 µl, 

conectada por um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora. Essa agulha injetora foi 

introduzida no encéfalo pelas cânulas-guia previamente fixadas no encéfalo. A agulha 

injetora (14 x 0,3 mm d.i.) era 2 mm mais longa que a cânula-guia. O volume de injeção foi 

de 0,2 µL (em cada lado).  

 

3.4 Drogas e soluções utilizadas 

 

- Solução fisiológica (NaCl 0,9% - veículo); 

- Furosemida (20 mg/kg do peso corporal, diurético/saliurérico, Sigma Chemical, St Louis, 

MO, EUA) foi administrada subcutaneamente (sc); 

 - sal hexasódio do ácido 8,8'- [Carbonylbis [imino-3,1-phenylenecarbonylimino (4-methyl-

3,1-phenylene)carbonylimino]] bis-1,3,5-naphthalene trisulfonic [suramin (2,0 nmol/0.2 

µL, antagonista não-seletivo dos receptores purinérgicos P2) Tocris Bioscience, Ellisville, 

MO, EUA]. 

- ácido piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-disulfônico [PPADS (4.0 nmol/0.2 µL, antagonista 

dos receptores purinérgicos P2X) Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA];  

- α,β-methyleneadenosine 5’ triphosphate sal de lítio [α,β-metileno ATP (1,0; 2,0 e 4,0 

nmol/0.2 µL, agonista dos receptores purinérgicos P2X) Sigma Chemical, St. Louis, MO, 

EUA]. 



 

 

27 

As doses utilizadas foram retiradas de dados da literatura, bem como de estudos 

realizados no laboratório de Paula e cols.,24 (2004). Solução fisiológica foi injetada nos 

experimentos controles. 

 

3.5 Medida da ingestão de NaCl 1,8% e de água  

 

3.5.1 Ingestão de NaCl 1,8% e água em ratos saciados 

 

Após a cirurgia, os animais tiveram 6 dias de recuperação, tendo à disposição ração, 

água e NaCl 1,8%. No dia do experimento buretas graduadas contendo água e NaCl 1,8% 

estiveram à disposição dos animais. Dez minutos após as injeções no NPBL foram 

iniciadas as medidas da ingestão de água e NaCl 1,8%. A ingestão de água e sódio foi 

medida a cada 15 minutos durante 2 horas. Foi guardado sempre um intervalo de no 

mínimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmos animais. Durante o período de 

registro da ingestão de água e de NaCl 1,8% os ratos não tiveram acesso à ração. 

 

 

3.5.2 Ingestão de NaCl 1,8% e água em ratos submetidos à depleção de 

sódio de 24 h 

 

A ingestão de água e NaCl 1,8% induzida pela depleção de sódio foi medida a cada 

15 min durante 2 horas. A depleção de sódio foi feita pelo tratamento com o diurético 

furosemida (20 mg/kg) s.c., seguido de manutenção dos ratos por 24 h com alimento 

deficiente em sódio (fubá) e água ad libitum antes de se iniciarem as medidas de ingestão de 

água e de NaCl 1,8%. Após esse período, a água e o fubá foram retirados e então fizemos as 

microinjeções de drogas no NPBL. 10 minutos depois, os animais tiveram acesso a água e 

NaCl 1,8%. Para o registro da ingestão de água e de NaCl 1,8% foram utilizados tubos 

graduados (divisão de 0,1 mL). A ingestão cumulativa de água e de NaCl 1,8% foi medida 

nos tempos de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Foi guardado sempre um intervalo de no 

mínimo de 48 horas entre dois experimentos nos mesmos animais. Durante o período de 
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registro da ingestão de água e de NaCl 1,8%, os ratos não tiveram acesso à ração. Além de 

água e ração, os ratos tiveram à disposição tubos com NaCl 1,8% desde pelo menos seis dias 

antes do início dos experimentos. 

 

3.6 Medida da pressão arterial e freqüência cardíaca 

  

 A pressão arterial média (PAM) e freqüência cardíaca (FC) foram registradas em 

ratos não anestesiados. Sob a anestesia com cloridrato de cetamina (80 mg/kg) combinada 

com xilazina (7 mg/kg) ip, um tubo de polietileno (PE 10 soldado ao PE 50) foi inserido na 

aorta abdominal através da artéria femoral do rato um dia antes dos experimentos. A cânula 

foi conduzida subcutaneamente e exteriorizada pelo dorso do animal. No dia seguinte, para 

o registro da pressão arterial pulsátil a cânula foi conectada ao transdutor de pressão 

(Stathan P23 Db) acoplado a um pré amplificador (modelo ETH-200 Bridge Bio Amplifier) 

que foi conectado ao sistema de aquisição de dados Power Lab (modelo Power Lab 16/30, 

ADInstruments) que fornecia os sinais para o computador. Após um período de 20 minutos 

de registro controle da PAM e FC, os animais receberam as microinjeções de agonista (α,β-

metileno ATP, 2 nmol/ 0,2 µL) e antagonista (PPADS, 4 nmol/ 0,2 µL) dos receptores P2X 

e de salina no NPBL e o registro foi mantido por 60 min. A PAM e FC foram registradas 

em ratos saciados (controles, sem tratamento) e ratos submetidos a 24h de depleção de 

sódio com furosemida. Os registros continuaram por mais 60 minutos após as 

microinjeções. 

 

3.7 Histologia cerebral para confirmação dos pontos de injeção 

 

 Ao final dos experimentos, os ratos receberam injeção de 0,2 µl de solução 2% de 

azul de Evans em cada cânula-guia para confirmar o sítio de microinjeção no NPBL. Em 

seguida, os ratos foram profundamente anestesiados com tiopental sódico (70 mg/kg de 

peso corporal) e submetidos a uma perfusão cerebral por meio de injeção no coração 

(ventrículo esquerdo) de solução de formalina 10% (50 mL). A seguir, os encéfalos foram 

retirados e fixados com formalina 10% por alguns dias. Cortes transversais (50 µm de 

espessura) foram feitos nos pontos de injeção do NPBL com auxílio de um criostato 
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(Leica). Os cortes histológicos montados em lâminas foram corados pelo método Giemsa. 

A análise microscópica da localização do sítio de microinjeção foi feita em microscópio 

óptico.  

 

3.8 Apresentação dos resultados e análise estatística 

 

 Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrão da média (E.P.M.) foram 

representados em gráficos ou tabelas. A análise de variância (ANOVA two way) e o pós-

teste de Newman Keuls foram utilizados para as comparações entre os diferentes 

tratamentos. Diferenças foram consideradas significantes para p < 0,05. 



 

 

 

4 Protocolos Experimentais 

 

4.1 Ingestão de NaCl 1,8% e água em ratos saciados e depletados de sódio 

com injeções bilaterais α,β-metileno ATP no NPBL 

 

4.1.1 Ratos depletados de sódio  
 
 Para que pudéssemos estudar os efeitos do α,β-metileno ATP em diferentes doses 

(1,0; 2,0 e 4,0 nmol/0,2 µL), um grupo de ratos foi submetido a 4 experimentos. Em cada 

experimento o grupo de ratos foi dividido em 2 e cada grupo recebeu salina ou uma das 3 

doses do α,β-metileno ATP no NPBL. A seqüência dos tratamentos no NPBL em cada 

animal foi aleatória. Ao final dos 4 experimentos todos os ratos haviam recebido os 4 

tratamentos. O intervalo entre os experimentos foi de 48 h. 

 

4.1.2 Ratos saciados  
 

Para testarmos se as injeções de α,β-metileno ATP no NPBL em ratos saciados (que 

não receberam o tratamento com a furosemida) poderiam produzir qualquer efeito na 

ingestão de água e de NaCl 1,8%, um outro grupo de animais que não haviam sido tratados 

com a furosemida recebeu injeções bilaterais de α,β-metileno ATP (2.0 nmol/0.2 µL) ou 

salina no NPBL e após 10 minutos os animais tiveram livre acesso a água e NaCl 1,8%. Em 

cada experimento o grupo de ratos foi dividido em 2 e cada grupo recebeu salina ou α,β-

metileno ATP (2.0 nmol/0.2 µL)  no NPBL. A seqüência dos tratamentos no NPBL em 

cada animal foi aleatória. Ao final dos 2 experimentos todos os ratos haviam recebido os 2 

tratamentos. O intervalo entre os experimentos foi de 48 horas. 
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4.2 Ingestão de NaCl 1,8% e água em ratos depletados de sódio com 

injeções bilaterais de α,β-metileno ATP sozinho ou combinado com 

PPADS ou suramin no NPBL. 

 

4.2.1 Ingestão de NaCl 1,8% e água em ratos depletados de sódio com 

injeções bilaterais de α,β-metileno ATP sozinho ou combinado com 

PPADS 
 

PPADS (4 nmol/0.2 µL) ou salina foi injetado bilateralmente no NPBL 10 minutos 

antes de α,β-metileno ATP (2 nmol/0.2 µL) ou de salina no NPBL. Os ratos foram 

submetidos a 4 combinações de tratamentos no NPBL: salina + salina; salina + α,β-

metileno ATP, PPADS + salina e PPADS + α,β-metileno ATP. Em cada experimento o 

grupo de ratos foi dividido em dois e metade do grupo recebeu um dos tratamentos 

descritos acima e a outra metade recebeu outro tratamento. A seqüência dos tratamentos em 

cada rato nos diferentes experimentos foi aleatória e ao final de todos os experimentos cada 

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

 

4.2.2 Ingestão de NaCl 1,8% e água em ratos depletados de sódio com 

injeções bilaterais de α,β-metileno ATP sozinho ou combinado com 

suramin 
 

Em outro grupo animais submetidos à depleção de sódio, suramin (2 nmol/0.2 µL) 

ou salina foi injetado bilateralmente no NPBL 10 minutos antes de α,β-metileno ATP (2 

nmol/0.2 µL) ou de salina no NPBL. Os ratos foram submetidos a 4 combinações de 

tratamentos no NPBL: salina + salina; salina + α,β-metileno ATP, suramin + salina e 

suramin + α,β-metileno ATP. Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e 

metade do grupo recebeu um dos tratamentos descritos acima e a outra metade recebeu 

outro tratamento. A seqüência dos tratamentos em cada rato nos diferentes experimentos foi 

aleatória e ao final de todos os experimentos cada rato havia recebido os quatro 

tratamentos. O intervalo entre os experimentos foi de 48 h. 
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4.3 Ingestão de sacarose 2% e água em ratos com injeções bilaterais de 

suramin no NPBL 

Para testar a especificidade das injeções de suramin no NPBL sobre a ingestão de 

NaCl 1,8% induzida por depleção de sódio em comparação com outros tipos de 

comportamentos ingestivos, realizamos o protocolo experimental: ingestão de sacarose 2% 

após a injeção de suramin no NPBL. Desta forma, um grupo de ratos que recebeu ração e 

água ad libitum teve também acesso à solução de sacarose 2% por 2 h diariamente durante 

uma semana. Após esse período, suramin (2,0 nmol/ 0,2 µL) ou salina foi injetado 

bilateralmente no NPBL 10 minutos antes dos animais terem acesso à solução de sacarose 

2%. A ingestão cumulativa de água e sacarose 2% foram medidas a cada 15 minutos por 2 

horas. Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em 2 e cada grupo recebeu salina 

ou suramin (2,0 nmol/ 0,2 µL) no NPBL. A seqüência dos tratamentos no NPBL em cada 

animal foi aleatória. Ao final dos 2 experimentos todos os ratos haviam recebido os 2 

tratamentos. O intervalo entre os experimentos foi de 48 h. 

 

4.4 Ingestão de água induzida por 24h de privação hídrica em ratos com 

injeções bilaterais de suramin no NPBL 
 

Para testar a especificidade das injeções de suramin no NPBL sobre a ingestão de 

NaCl 1,8% induzida por depleção de sódio em comparação com outros tipos de 

comportamentos ingestivos, realizamos outro protocolo experimental: ingestão de água 

induzida por 24 h de privação hídrica após a injeção de suramin no NPBL. Estes animais 

tiveram acesso apenas a ração por 24 h e após esse período, a ração foi removida e o 

suramin (2.0 nmol/0.2 µL) ou a salina foi injetada bilateralmente no NPBL. Após 10 

minutos os animais receberam as buretas contendo água. A ingestão cumulativa de água foi 

medida a cada 15 minutos por 2 h. Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em 2 

e cada grupo recebeu salina ou suramin (2,0 nmol/ 0,2 µL) no NPBL. A seqüência dos 

tratamentos no NPBL em cada animal foi aleatória. Ao final dos 2 experimentos todos os 

ratos haviam recebido os 2 tratamentos. O intervalo entre os experimentos foi de 48 h. 
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4.5 Pressão arterial média (PAM) e freqüência cardíaca (FC) em ratos 

saciados e depletados de sódio (furosemida + alimento deficiente em 

sódio) que receberam injeções de α,β-metileno ATP antes e após PPADS 

no NPBL. 

 Após 24 horas de canulação da artéria femoral, os ratos saciados e não anestesiados 

com cânulas bilateralmente implantadas no NPBL foram conectados ao sistema de registro 

de PAM e FC.  Após um período controle de registro basal, as injeções unilaterais de α,β-

metileno ATP foram feitas antes e 2, 10, 30 e 60 minutos após a injeção do PPADS (4,0 

nmol/0,2µL). Um outro grupo de animais foi submetido à depleção de sódio com 

furosemida (20 mg/kg) s.c. e passaram pelo mesmo protocolo experimental 24 horas após a 

depleção. 



 

 

 

5 Resultado 

 

5.1 Localização histológica das cânulas no NPBL 

  

 A Figura 1 mostra injeções bilaterais típicas no NPBL. Os pontos de injeção foram 

localizados principalmente na porção lateral dorsal e central do NPBL (vide Fulwiler e 

Saper32 para definições dos sub núcleos do NPBL). Os pontos de injeção no NPBL são 

similares àqueles em que estudos anteriores mostraram os efeitos da moxonidina (agonista 

alfa-2- adrenérgico) na ingestão de água e sódio01,02. 
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 FIGURA 1- Fotomicrografia de um corte transversal do encéfalo de um rato representativo 

dos grupos testados mostrando o local das injeções, indicados pelas setas, no núcleo 

parabraquial lateral (NPBL). pcs: pedúnculo cerebelar superior (destacados pelos círculos 

pontilhados). 

pcs pcs 

1.0 mm 
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5.2 Efeito das injeções bilaterais de α,β-metileno ATP no NPBL na  

ingestão de NaCl 1,8% e água em ratos saciados e depletados de sódio 

 

5.2.1 Ratos depletados de sódio 

  

 As injeções de α,β-methileno ATP (2,0 e 4,0 nmol/0,2 µL cada lado) no NPBL 

aumentaram a ingestão de NaCl 1,8% em ratos depletados de sódio (25,3 ± 0,8 e 26,5 ± 0,9 

mL/2 h, respectivamente, vs. salina: 15,2 ± 1,3 mL/2 h) [F(3,24) = 13.39; p<0.001] (Figura 

2A). As injeções bilaterais de α,β-methileno ATP (1,0 nmol/0,2 µL cada lado) no NPBL 

não alteraram a ingestão de NaCl 1,8% em ratos depletados de sódio (19,7 ± 1,5 mL/2 h) 

(Figura 2A). As injeções α,β-metileno ATP (1,0, 2,0 e 4,0 nmol/0,2 µL) não modificaram a 

ingestão de água (3,5 ± 1,1, 1,3 ± 0,8, 4,4 ± 1,2 mL/2 h, respectivamente, vs. salina: 3,3 ± 

1,4 mL/2 h) [F(3,24) = 1.56; p>0.05] (Figura 2B). 
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FIGURA 2- Ingestão cumulativa de NaCl 1,8% (A) e água (B) induzida pela depleção de 

sódio em ratos que receberam injeções bilaterais de α,β-metileno ATP em diferentes doses 

(1,0, 2,0 e 4,0 nmol/0,2 µL) ou salina no NPBL. Resultados expressos como média ± EPM. 

n = número de animais. * diferente de salina no NPBL.  
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5.2.2 Ratos saciados 

As injeções bilaterais de α,β-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µL cada lado) no NPBL 

de ratos saciados não modificou a ingestão de NaCl 1,8% (1,3 ± 0,9 vs. salina: 0,8 ± 0,4 

mL/2 h) ou a ingestão de água (0,2 ± 0,1 vs. . salina: 0,6 ± 0,3 mL/2 h). 

 

5.3 Efeito das injeções bilaterais de α,β-metileno ATP sozinho ou 

combinado com o PPADS ou suramin no NPBL na ingestão de NaCl 

1,8% e água induzida pela depleção de sódio  

 

5.3.1 Efeito das injeções bilaterais de α,β-metileno ATP sozinho ou 

combinado com o PPADS no NPBL na ingestão de NaCl 1,8% e água 

induzida pela depleção de sódio 

Injeções bilaterais de α,β-metileno-ATP (2,0 nmol/0,2 µL cada lado) no NPBL 

aumentaram a ingestão de NaCl 1,8% em ratos depletados de sódio (23,8 ± 0,8 vs. salina: 

18,3 ± 1,8 mL/2 h) [F(3,27) = 10.97; p<0.001], enquanto o PPADS (4,0 nmol/0,2 µL) 

sozinho no NPBL não modificou a ingestão de NaCl 1.8% (14,6 ± 0,8 ml/2 h) (Figura 3A). 

O pré-tratamento com o PPADS injetado bilateralmente no NPBL aboliu o efeito do α,β-

metileno ATP na ingestão de NaCl 1,8% em ratos depletados de sódio (16,9 ± 0,9 mL/2 h, 

p<0.05) (Figura 3A). 

As injeções de α,β-metileno-ATP ou PPADS sozinhos ou combinados no NPBL não 

modificaram a ingestão de água em ratos depletados de sódio (1,7 ± 1,5; 3,0 ± 0,8 e 2,4 ± 

0,7 e respectivamente vs. salina: 2,2 ± 0,5 mL/2 h) [F(3,27) = 0.13; p>0.05] Figura 3B). 

 



 

 

39 

Tempo (min)
0 15 30 45 60 90 120In

ge
st

ão
 c

um
ul

at
iv

a 
de

 N
aC

l 1
,8

%
 (

m
L)

 

0

5

10

15

20

25

30

salina + salina 
salina + α,β−α,β−α,β−α,β−metileno ATP (2,0 nmol)
PPADS (4,0 nmol) + α,β−α,β−α,β−α,β−metileno ATP (2,0 nmol)
PPADS (4,0 nmol) + salina

 

   Tempo (min)
0 15 30 45 60 90 120

In
ge

st
ão

 c
um

ul
at

iv
a 

de
 á

gu
a 

(m
L)

0

1

2

3

4

5

6

 

 

FIGURA 3- Ingestão cumulativa de NaCl 1,8% (A) e água (B) induzida pela depleção de 

sódio em ratos que receberam injeções bilaterais de PPADS (4,0 nmol/0,2 µL) ou salina + 

α,β-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µL) ou salina no NPBL. Resultados expressos como média 

± EPM. n = número de animais. * diferente de salina + salina no NPBL. 
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5.3.2 Efeito das injeções bilaterais de α,β-metileno ATP sozinho ou 

combinado com suramin no NPBL na ingestão de NaCl 1,8% e água 

induzida pela depleção de sódio 

 

Injeções bilaterais de α,β-metileno-ATP (2,0 nmol/0,2 µL cada lado) no NPBL 

aumentaram a ingestão de NaCl 1,8% em ratos depletados de sódio (23,9 ± 1,0 vs. salina: 

15,5 ± 1,1 mL/2 h) [F(3,24) = 35.47; p<0.001], enquanto injeções bilaterais de suramin (2,0 

nmol/0.2 µL) no NPBL diminuíram a ingestão de NaCl 1.8% (5,7 ± 1,9 ml/2 h) (Figura 

4A). A ingestão de NaCl 1,8% induzida por depleção de sódio não foi modificada após a 

combinação de suramin + α,β-metileno-ATP no NPBL (15,2 ± 1,2 mL/2 h) (Figura 4A). 

As injeções de α,β-metileno-ATP ou suramin sozinhos ou combinados no NPBL 

não modificaram a ingestão de água em ratos depletados de sódio [F(3,24) = 1.88; p>0.05] 

(Figura 4B). 
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FIGURA 4- Ingestão cumulativa de NaCl 1,8% (A)  e água (B) induzida pela depleção de 

sódio em ratos que receberam injeções bilaterais de suramin (2,0 nmol/0,2 µL) ou salina + 

α,β-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µL) ou salina no NPBL. Resultados expressos como média 

± EPM. n = número de animais. * diferente de salina + salina no NPBL. 
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5.4 Efeito das injeções bilaterais de suramin no NPBL na ingestão de 

sacarose 2% e água 
 

Injeções bilaterais de suramin (2,0 nmol/0,2 µL cada lado) no NPBL aumentaram a 

ingestão de sacarose 2% somente no tempo de 90 minutos (7,1 ± 1,3 vs. salina: 5,3 ± 0,8 

mL/90 min) como foi sugerido pela significante interação entre os tratamentos e os tempos 

[F(5,35) = 4.42; p<0.05] (Figura 5A). Porém, as injeções bilaterais de suramin no NPBL 

não produziram efeitos na ingestão de água (0,3 ± 0,1 vs. salina: 0,1 ± 0,1 mL/2 h) [F(1,7) 

= 1.42; p>0.05] (Figura 5B). 
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FIGURA 5- Ingestão cumulativa de sacarose 2% (A) e água (B) em ratos que receberam 

injeções bilaterais de suramin (2,0 nmol/0,2 µL) ou salina no NPBL. Resultados expressos 

como média ± EPM. n = número de animais. * diferente de salina no NPBL.  
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5.5 Efeito das injeções bilaterais de suramin no NPBL na ingestão água 

induzida por 24 h de privação hídrica 
 

Injeções bilaterais de suramin (2,0 nmol/0,2 µL cada lado) no NPBL não 

produziram alterações na ingestão de água induzida por privação hídrica [F(1,6) = 0.37; 

p>0,05] (tabela 1). 

 

5.6 Efeito das injeções bilaterais de α,β-metileno ATP e suramin em áreas 

adjacentes ao NPBL na ingestão de NaCl 1,8% e água induzidas pela 

depleção de sódio 
 

 A especificidade do NPBL como local de ação do agonista e antagonista 

purinérgicos foi confirmada pelos resultados obtidos em ratos que receberam injeções de 

α,β-metileno ATP e suramin fora do NPBL. Injeções bilaterais de α,β-metileno ATP (2,0 

nmol/0,2 µL) ou suramin (2,0 nmol/0,2 µL) em áreas adjacentes ao NPBL não produziram 

alterações na ingestão de NaCl 1,8% [F(1,7) = 2.44; p>0,05] , [F(1,7) = 1.01; p>0,05]  e 

água [F(1,7) = 1.30; p>0,05] , [F(1,7) = 3.26; p>0,05]  (Tabela 2).  
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Tabela 1 - Ingestão cumulativa de água induzida por 24 h de privação hídrica em ratos que 

receberam injeções bilaterais de suramin ou salina no NPBL 

 

Tratamento no NPBL    ingestão de água 

       (mL/2 h) 

salina       15,0 ± 2,1 

suramin      16,7 ± 1,8 

Valores expressos em média ± E.P.M. n = 07 ratos. A dose de suramin foi 2,0 nmoL/0,2 µl. 

 

 

 

Tabela 2 - Ingestão cumulativa de água e NaCl 1,8% de ratos depletados de sódio que 

receberam injeções bilaterais de suramin, α,β−metileno ATP ou salina em áreas fora do 

NPBL  

 

Tratamento no NPBL Ingestão NaCl 1,8%   Ingestão de água 

    (mL/2 h)    (mL/2 h) 

salina    16,9 ± 1,0    4,1 ± 1,4 

suramin   16,0 ± 1,4    1,0 ± 0,6 

salina    18,9 ± 1,5    2,6 ± 1,2 

α,β-metileno ATP  16,8 ± 1,1    0,9 ± 0,4 

 Valores expressos pela média ± E.P.M. n = 08 ratos/grupo. As doses de suramin e 

α,β−metileno ATP foram de 2,0 nmol/0,2 µL.  
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5.7 Efeito da injeção unilateral de PPADS no NPBL sobre as respostas 

cardiovasculares promovidas pela injeção unilateral de α,β-metileno ATP 

no NPBL em ratos saciados e depletados de sódio (furosemida + alimento 

deficiente em sódio) 

 

A figura 6 apresenta traçados de um rato depletado de sódio, representativo dos 

grupos, mostrando os efeitos cardiovasculares promovidos pela injeção unilateral de α,β-

metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µL) antes e aos 2 e 30 minutos após a injeção unilateral de 

PPADS (4,0 nmol/0,2 µL) no NPBL. 

A figura 7 apresenta os resultados relativos às respostas cardiovasculares 

promovidas pela injeção unilateral de α,β-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µL) antes e aos 2, 

10, 30 e 60 minutos após a injeção unilateral de PPADS (4,0 nmol/0,2 µl) no NPBL em 

ratos depletados de sódio. Injeção unilateral de α,β−metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µl) no 

NPBL aumentou a PAM (∆ 26 ± 2 mmHg, vs. salina: 1 ± 1 mmHg) (Figura 8A), esta 

resposta pressora foi atenuada dois minutos após a injeção de PPADS no NPBL (8 ± 1 

mmHg) (Figura 8A). Porém, aos 10, 30 e 60 min após a injeção de PPADS a resposta 

pressora ao α,β-metileno ATP no NPBL voltou ao valor controle (∆ 28 ± 5; 19 ± 5; 19 ± 3 

mmHg, respectivamente) (Figura 7A).  

Injeção unilateral de α,β−metileno ATP no NPBL antes e 2, 10, 30 e 60 min após 

PPADS não promoveram alterações na FC (∆ −6 ± 16; 9 ± 3; 23 ± 17, 11 ± 6, −3 ± 22 bpm, 

respectivamente) quando comparados com a injeção de salina no NPBL de ratos depletados 

de sódio (3 ± 1 bpm) (Figura 7B). 

Injeção unilateral de PPADS no NPBL de ratos depletados de sódio não produziu 

alterações na PAM e FC basais (107 ± 2 mmHg e 405 ± 28 bpm, respectivamente) quando 

comparado com os valores de PAM e FC basais antes das injeções (104 ± 3 mmHg e 396 ± 

29 bpm, respectivamente). 

A depleção de sódio não produziu alterações 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 mmHg e 371 ± 7 bpm, respectivamente). A depleção de sódio 
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também não alterou as respostas cardiovasculares produzidas pelo α,β−metileno ATP no 

NPBL. 
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FIGURA 6- Traçado de um rato depletado de sódio representativo dos grupos mostrando as 

alterações de pressão arterial pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média (PAM,mmHg) e 

freqüência cardíaca (FC, bpm) após injeção unilateral de α,β-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 

µL) antes e 2 e 30 minutos após o PPADS (4,0 nmol/0,2 µL) no NPBL. 
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FIGURA 7- Variações da pressão arterial média (∆ PAM, A) e da freqüência cardíaca (∆ 

FC, B) produzidas por injeções unilaterais de α,β-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µL) antes 

(barra preta) e 2, 10, 30 e 60 minutos após (barras hachuradas) PPADS (4,0 nmol/0,2 µL) 

no NPBL de ratos depletados. Resultados expressos como média ± EPM. n = número de 

animais. * diferente de α,β-metileno ATP. 
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A figura 8 apresenta os resultados relativos às respostas cardiovasculares 

promovidas pela injeção unilateral de α,β-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µL) antes e aos 2, 

10, 30 e 60 minutos após a injeção unilateral de PPADS (4,0 nmol/0,2 µL) no NPBL em 

ratos saciados. Injeção unilateral de α,β−metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µL) no NPBL 

aumentou a PAM (∆ 23 ± 3 mmHg, vs. salina: 2 ± 0,3 mmHg) (Figura 8A), esta resposta 

pressora foi atenuada dois minutos após a injeção de PPADS no NPBL (6 ± 1 mmHg) 

(Figura 8A). Porém, aos 10, 30 e 60 min após a injeção de PPADS a resposta pressora ao 

α,β-metileno ATP no NPBL voltou ao valor controle (∆ 16 ± 1; 18 ± 1; 16 ± 1 mmHg, 

respectivamente). (Figura 8A). 

Injeção unilateral de α,β−metileno ATP no NPBL antes e 2, 10, 30 e 60 min após 

PPADS não promoveram alterações na FC (∆ 9 ± 5; −6 ± 9; -1 ± 13; −8 ± 12; 11 ± 8 bpm, 

respectivamente) quando comparados com a injeção de salina no NPBL de ratos saciados (-

1 ± 2 bpm) (Figura 8B). 

Injeção unilateral de PPADS no NPBL de ratos saciados não produziu alterações na 

PAM e FC basais (117 ± 4 mmHg e 373 ± 10 bpm, respectivamente) quando comparado 

com os valores de PAM e FC basais antes das injeções (108 ± 3 mmHg e 365 ± 10 bpm, 

respectivamente). 
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FIGURA 8- Variações da pressão arterial média (∆ PAM, A) e da freqüência cardíaca (∆ 

FC, B) produzidas por injeções unilaterais de α,β-metileno ATP (2,0 nmol/0,2 µL) antes 

(barras pretas) e 2, 10, 30 e 60 minutos após (barras hachuradas) PPADS (4,0 nmol/0,2 µL) 

no NPBL de ratos saciados. Resultados expressos como média ± EPM. n = número de 

animais. * diferente de α,β-metileno ATP. 
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6 Discussão  

 

Os dados do presente estudo mostram que as injeções bilaterais do agonista dos 

receptores purinérgicos P2X (α,β-metileno ATP) no NPBL aumenta a ingestão de NaCl 

1,8% induzida por depleção de sódio, e esse efeito foi abolido pelo pré-tratamento com as 

injeções bilaterais dos antagonistas purinérgicos PPADS e suramin no NPBL, sugerindo 

que a ativação dos receptores purinérgicos P2X no NPBL facilitam a ingestão de NaCl 

1,8% induzida por depleção de sódio provavelmente reduzindo a atividade dos mecanismos 

inibitórios do NPBL que controlam a ingestão de sódio. A injeção bilateral de PPADS 

sozinho no NPBL não produziu efeitos na ingestão de NaCl 1,8%, no entanto, a injeção 

bilateral de suramin sozinho no NPBL reduziu a ingestão de NaCl 1,8% induzida por 

depleção de sódio, sugerindo que os receptores purinérgicos P2 facilitam tonicamente a 

ingestão de NaCl 1,8% em ratos depletados de sódio. A ingestão de sódio hipertônico em 

ratos depletados de sódio normalmente faz com que os ratos ingiram pequenas quantidades 

de água, que não foi afetada pelos tratamentos com o agonista e os antagonistas dos 

receptores purinérgicos no NPBL. O suramin injetado no NPBL aumentou discretamente a 

ingestão de sacarose 2% no tempo de 90 minutos e não afetou a ingestão de água, 

sugerindo que a inibição da ingestão de NaCl 1,8% provocada pelo suramin no NPBL, não 

é devido a um efeito sedativo da droga e também não é devido a uma inibição não 

específica generalizada para comportamentos ingestivos. Injeções de suramin ou α,β-

metileno ATP em áreas adjacentes ao NPBL não produziram efeitos na ingestão de NaCl 

1,8% induzida por depleção de sódio, que confirma a especificidade da área das injeções no 

NPBL que produziram efeitos na ingestão de NaCl 1,8%. 

Evidências para o envolvimento do NPBL no controle da ingestão de água resultam 

de estudos mostrando que lesões químicas (ácido ibotênico) ou eletrolíticas do NPBL 

aumentam a ingestão de água induzida por ANG II22,43,60. Semelhante às lesões, outros 

resultados também mostraram que injeções bilaterais de lidocaína ou metisergida 

(antagonista dos receptores serotoninérgicos) no NPBL também aumentaram a ingestão de 

água induzida por ANG II58. Estudos recentes também mostraram que injeções bilaterais de 

metisergida no NPBL aumentou a ingestão de NaCl induzida por diferentes estímulos, 

como ANG II administrada i.c.v. ou injetada no órgão subfornical (SFO), em ratos tratados 
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com diversos protocolos, como a associação FURO + CAP s.c., depleção de sódio, 

privação hídrica de 24 horas, ou desoxicorticosterona (DOCA) s.c.35,53-55. Semelhante a 

metisergida, as injeções bilaterais de proglumide (antagonista dos receptores de CCK) no 

NPBL também aumentou a ingestão de NaCl hipertônico induzido por ANG II i.c.v. ou 

FURO + CAP s.c.57. No entanto, o bloqueio dos mecanismos serotoninérgicos e 

colecistocinérgicos no NPBL em ratos saciados/normovolêmicos que não receberam 

tratamentos para induzir a ingestão de sódio, não produziram alterações na ingestão de 

NaCl hipertônico. Estes resultados sugerem que a serotonina e a CCK secretadas no NPBL 

durante a ingestão de sódio e água, ativam um mecanismo inibitório para a ingestão de 

sódio e água. 

Além da serotonina e da CCK no NPBL, outros estudos mostraram que também o 

glutamato e o CRF, atuam no NPBL, inibindo a ingestão de sódio e de água, enquanto 

agonistas gabaérgicos, opioidérgicos e noradrenérgicos, atuam no NPBL facilitando a 

ingestão de sódio3,15-16,33-34,62. A inibição ou a facilitação na ingestão de sódio e 

ocasionalmente também na ingestão de água ocorre através da ação de diferentes 

neurotransmissores sobre o mecanismo inibitório do NPBL. Os presentes resultados 

sugerem que a ativação dos receptores purinérgicos P2X no NPBL facilitam a ingestão de 

NaCL 1,8% induzida por depleção de sódio. Portanto, do mesmo modo que os receptores 

gabaérgicos, opioidérgicos e adrenérgicos, a ativação dos receptores purinérgicos P2 no 

NPBL facilitam a ingestão de NaCl através da provável desativação do mecanismo 

inibitório presente no NPBL. 

Vários estudos funcionais sugerem o envolvimento dos mecanismos purinérgicos na 

regulação cardiovascular, respiratória e temperatura corporal4-6,23,36-39,64,68,72. Porém, estes 

resultados são os primeiros que sugerem o envolvimento de mecanismos purinérgicos do 

NPBL no controle do equilíbrio hidroeletrolítico ou mais especificamente na ingestão de 

sódio. Semelhante ao bloqueio de mecanismos serotoninérgicos e colecistoninérgicos no 

NPBL, a ativação dos receptores purinérgicos P2X do NPBL aumentou a ingestão de NaCl 

1,8% em ratos depletados de sódio, no entanto, o mesmo tratamento no NPBL não produziu 

alterações na ingestão de NaCl 1,8% em ratos saciados/normohidratados. Portanto, a 

ativação dos mecanismos purinérgicos do NPBL facilitam a ingestão de sódio induzida pela 

ativação de um mecanismo excitatório como aqueles ativados pela depleção de sódio. Além 
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disso, os resultados também mostram que o suramin no NPBL reduziu a ingestão de NaCl 

1,8% induzida por depleção, sugerindo que a ativação dos mecanismos purinérgicos do 

NPBL são essenciais para a ingestão de NaCl 1,8% em ratos depletados. Desse modo, 

parece que diante da uma condição de depleção de sódio, além da ativação de mecanismos 

excitatórios como a liberação de angiotensina II, ocorre também um bloqueio do 

mecanismo inibitório do NPBL depende dos mecanismos purinérgicos presentes nesta área. 

Embora o suramin no NPBL quase tenha abolido a ingestão de NaCl 1,8%, injeções 

de PPADS sozinho no NPBL na mesma dose que bloqueou os efeitos do α,β-metileno ATP 

não produziu alterações na ingestão de NaCl 1,8% induzida por depleção de sódio. 

Portanto, embora a ativação dos receptores purinérgicos P2X do NPBL facilitam a ingestão 

de NaCl 1,8% induzida por depleção de sódio, parece que a desativação desses receptores 

não é necessária para a ingestão de NaCl 1,8% em ratos depletados de sódio. 

Diferentemente do PPADS, o suramin que é um antagonista purinérgico não seletivo P2 

(atua em receptores purinérgicos P2X e P2Y), poderia estar agindo em outros receptores 

purinérgicos, os receptores P2Y, e assim promover o seu efeito de atenuação na ingestão de 

sódio. Porém, mais estudos serão necessários para confirmar esta hipótese. 

Nossos resultados mostraram claramente o envolvimento dos mecanismos 

purinérgicos do NPBL no controle da ingestão de sódio, porém, é importante considerar 

que estes receptores provavelmente não estão atuando sozinhos e sim interagindo com 

outros neurotransmissores no NPBL para controlar este comportamento. Noradrenalina, e 

opióides no NPBL, semelhante ao α,β-metileno ATP, facilitam a ingestão de NaCl em 

protocolos que estimulam a ingestão de sódio hipertônico1-3,33,62, desta forma, sabendo-se 

que os receptores purinérgicos P2 no encéfalo estão localizados pré- e pós-

sinapticamente69, o ATP poderia estar atuando como um co-transmissor12,24 com a 

noradrenalina, opióides e GABA no NPBL ou talvez aumentando a liberação de 

noradrenalina, opióides e GABA no NPBL (Figura 9). Portanto, sem excluir a possibilidade 

de interação com outros neurotransmissores, a ativação de receptores purinérgicos do 

NPBL poderia facilitar a ingestão de NaCl através da liberação de noradrenalina ou GABA. 

No entanto, a interação entre os diferentes neurotransmissores no NPBL necessita de mais 

estudos. 
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Sabe-se que a ingestão de NaCl pode ser potencializada pela redução da pressão 

arterial77. No entanto, o aumento da ingestão de NaCl observado após as injeções bilaterais 

do agonista purinérgico P2X, não resulta de uma redução na pressão arterial, visto que 

injeções unilaterais de α,β-metileno ATP no NPBL causa um aumento da pressão arterial 

média sem alterar a freqüência cardíaca. Desta forma, nossos resultados sugerem que a 

facilitação na ingestão de sódio após a ativação dos mecanismos purinérgicos em ratos 

depletados de sódio não é dependente de fatores hemodinâmicos. 

Vale ressaltar que estudo de nosso laboratório26 mostrou que injeção i.c.v. de ATP 

atenua a ingestão de água induzida por 24 h de privação hídrica e não altera a ingestão de 

NaCl 1,8% induzida por depleção de sódio, sugerindo que os receptores purinérgicos (P1 e 

P2) centrais estão envolvidos especificamente com mecanismos de controle da ingestão de 

água mas não de sódio. Estes resultados são contrários aos observados no presente estudo, 

onde demonstramos que a ativação dos receptores P2X do NPBL facilitam a ingestão de 

sódio induzida por depleção de sódio mas não alteram a ingestão de água induzida por 24 h 

de privação hídrica. Resultados semelhantes são observados nos trabalhos com ativação dos 

receptores adrenérgicos alfa 21-2,66 quando a ativação destes receptores ocorre em regiões 

prosencefálicas26 ocorre um efeito inibitório para sede e apetite ao sódio, porém quando a 

ativação dos receptores adrenérgicos alfa 2 é no NPBL1,2 ocorre um efeito facilitatório 

principalmente para a ingestão de sódio. 

Os presentes resultados sugerem que os mecanismos purinérgicos do NPBL 

facilitam a ingestão de NaCl em ratos depletados de sódio. Mais estudos são necessários 

para investigarmos as possíveis interações entre os mecanismos purinérgicos e outros 

mecanismos do NPBL envolvidos no controle da ingestão de sódio. 
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FIGURA 9- Modelo esquemático mostrando o mecanismo inibitório do NPBL para o 

controle da ingestão de sódio e a possível interação com os mecanismos purinérgicos P2X, 

adrenérgicos α2 e gabaérgicos presentes nessa área. A ativação dos receptores purinérgicos 

P2X que foram classificados segundo as suas características bioquímicas e farmacológicas, 

como excitatórios, poderiam ativar mecanismos gabaérgicos ou adrenérgicos α2 no NPBL e 

assim facilitar a ingestão de NaCl. +, excitação; -, inibição; ANG II, angiotensina II; NOR, 

noradrenalina; ATP, adenosina 5’trifosfato; CeA, núcleo central da amígdala; NPBL, 

núcleo parabraquial lateral; OSF, órgão subfornical; AV3V, região anteroventral do terceiro 

ventrículo, NTS, núcleo do trato solitário, AP, área postrema. 
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A ativação de receptores purinérgicos P2X com injeções bilaterais de α,β-metileno 

ATP no NPBL  promove aumento da ingestão de NaCl hipertônico induzida por 24 h de 

depleção de sódio. Esse efeito foi abolido pelo pré-tratamento com as injeções bilaterais 

dos antagonistas purinérgicos PPADS e suramin no NPBL, sugerindo que a ativação dos 

receptores purinérgicos P2X no NPBL facilitam a ingestão de NaCl 1,8% induzida por 

depleção de sódio. 

            A injeção bilateral de PPADS sozinho no NPBL não produziu efeitos na ingestão de 

NaCl 1,8%, no entanto, a injeção bilateral de suramin sozinho no NPBL reduziu a ingestão 

de NaCl 1,8% induzida por depleção de sódio, sugerindo que os receptores purinérgicos P2 

facilitam tonicamente a ingestão de NaCl 1,8% em ratos depletados de sódio. A ingestão de 

água não foi afetada pelos tratamentos com o agonista e os antagonistas dos receptores 

purinérgicos no NPBL.  

             Suramin injetado bilateralmente no NPBL aumentou a ingestão de sacarose 2% aos 

90 minutos e não afetou a ingestão de água induzida por 24 h de privação hídrica, 

sugerindo que a inibição da ingestão de NaCl 1,8% provocada pelo suramin no NPBL, não 

é devida a uma inibição  generalizada para todos os comportamentos ingestivos.  

              Injeções unilaterais de α,β-metileno ATP no NPBL promoveu aumento da pressão 

arterial média, sugerindo que a facilitação na ingestão de sódio após a ativação dos 

mecanismos purinérgicos em ratos depletados de sódio não é dependente de fatores 

hemodinâmicos. 
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7 Conclusão 

Os resultados sugerem que a ativação dos receptores purinérgicos P2X do NPBL 

facilitam a ingestão de sódio provavelmente reduzindo a atividade dos mecanismos 

inibitórios do NPBL que controlam a ingestão de sódio. 
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