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RESUMO

SOUZA, GDS. Efeitos cardiovasculares e na ingestdo de NaCl 1,8% e agua
induzida pela injecdo de trans-4-aminocrotonic acid (TACA) no nucleo
parabraquial lateral (NPBL) de ratos [Dissertacao de Mestrado]. Programa
Multicéntrico de P6s-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da Universidade
Estadual Paulista (UNESP, Aracatuba) e Sociedade Brasileira de Fisiologia
(SBFis); 2011.

A ativagcdo de receptores GABA, e GABAg no nucleo parabraquial lateral
(NPBL) com muscimol e baclofen, respectivamente, induz a ingestdo de
agua e NaCl hiperténico em ratos. No presente estudo, investigamos 0s
efeitos da injecao no NPBL bilateral de trans-4-aminocrotonic acid (TACA),
um agonista néao seletivo dos receptores GABA, € GABAc na ingestao de
agua e NaCl 1,8% induzida por deplecdo aguda de agua e sédio. Foram
utilizados ratos Wistar com canulas de aco inoxidavel implantadas
bilateralmente no NPBL. Estes animais foram depletados de agua e sddio
com injecdes do diurético furosemida (FURO 10 mg/kg de peso corporal)
combinado com baixa dose do inibidor da enzima conversora de
angiotensina captopril (CAP 5 mg/kg de peso corporal). Injecbes bilaterais
de um agonista seletivo do receptor GABAx, muscimol (0,5 nmol/0.2 pl)
no NPBL aumentou a ingestéo de NaCl 1,8% e agua (34.6+6.9 e 29.2+2.8
vs. salina: 4.4+2.4 e 9.4+2.5 ml/210 min, respectivamente) em ratos
tratados com FURO+CAP. Injecdes bilaterais de TACA (0,5 e 2,0 nmol/0.2
M) no NPBL néo alterou a ingestdo de NaCl 1,8% induzida pela deplecao
de sédio (6.1+2.2 e 5.2+1.4 ml/210 min vs salina: 3.8+1.0 e 4.6%+1.3
ml/210 min, respectivamente). A combinacdo de um antagonista GABAc,
Zapa sulphate (10 nmol/0.2 pl) e TACA (160 nmol/0.2 pl) injetados no

NPBL n&o produziu nenhuma mudanca na ingestdao de NaCl 1,8%



(6,8+1.7 mlI/180 min). Injecdes bilaterais isoladas de ZAPA sulphate no
NPBL ndo mudou a ingestéo de NaCl 1,8% e agua. A Pressao Arterial e a
Frequéncia Cardiaca nao foram alteradas por inje¢cdes de TACA no NPBL. O
resultados do presente estudo mostram que injecdes bilaterais de TACA
nao inibiram ou facilitaram a ingestdo de agua e o apetite ao sodio

durante a deplecdo aguda de agua e sodio promovida por FURO+CAP.

Palavras-chave: apetite ao sédio, ingestdo de agua, nucleo parabraquial

lateral, receptores de GABAc.
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ABSTRACT

SOUZA, GDS. Cardiovascular effects and on 1,8% NaCl and water intake
induced for trans-4-aminocrotonic acid injected into the lateral
parabrachial nucleus (LPBN) of rats [Master degree]. Multicentric
Graduated Program in Physiological Sciences at the Universidade Estadual
Paulista (UNESP, Aracatuba, Brazil) and Brazilian Society of Physiology
(SBFis); 2011.

Activation of GABAA and GABAg receptors in the lateral parabrachial
nucleus (LPBN), with muscimol and baclofen, respectively, induces water
and hypertonic NaCl intake in rats. In the present study we investigated
the effects of bilateral injection of trans-4-aminocrotonic acid (TACA), an
agonist of GABAx and GABAc receptors into the LPBN on water and 1.8%
NaCl intake induced by acute fluid depletion. Male Wistar rats with
stainless steel cannulas implanted bilaterally in the LPBN were used. They
were acutely depleted of water and sodium by injections of the diuretic
furosemide (FURO 10 mg/kg, bw) combined with low dose of the
angiotensin converting enzyme inhibitor captopril (CAP 5 mg/kg, bw).
Bilateral injections of a selective GABAa receptor agonist, muscimol (0.5
nmol/0.2 pl) into the LPBN strongly increased NaCl 1.8% and water intake
(34.6£6.9 e 29.2+2.8 vs saline: 4.4+x2.4 e 9.4+2.5 ml/210 min) in
FURO+CAP treated rats. Bilateral injections of TACA (0.5 and 2.0 nmol/0.2
MD into the LPBN did not change sodium depletion-induced 1.8% NaCl
intake (6.1+2.2 and 5.2+1.4 ml/210 min, respectively, vs saline: 3.8+1.0
and 4.6%x1.3 ml/210 min). The combination of a GABAc antagonist, ZAPA
sulphate (10 nmol/0.2 ul) and TACA (160 nmol/0.2 pul) injected into the
LPBN produced no change of 1.8% NaCl intake (6.8+1.7 ml/180 min).
Bilateral injections of ZAPA sulphate alone into the LPBN did not change

water and 1.8% NaCl intake. Arterial blood pressure and heart rate were



not altered by TACA injected into the LPBN. We concluded that bilateral
injection of TACA not inhibit or facilitate sodium appetite during acute fluid

depletion.

KeyWords: sodium appetite, water intake, thirst, lateral parabrachial

nucleus, GABAergic receptors
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1. INTRODUCAO

A osmolaridade plasmatica é regulada por uma adequada
ingestdo e excrecao de agua e sédio. O comportamento de ingestdao de
agua e sodio € importante para o controle do volume dos liquidos do
organismo, que por sua vez é fundamental para a manutencao da Presséo
Arterial (DE LUCA et al., 2003).

As duas principais causas de ingestdo de agua e soédio sao: a
desidratacao celular decorrente de um aumento da pressdo osmotica do
plasma e a hipovolemia causada por hemorragia e hipotensao (DENTON,
et al., 1984). Nestas situacdes, receptores e hormonios produzidos,
sinalizam para o Sistema Nervoso Central (SNC) para desencadear
respostas renais e/ou comportamentais de busca de agua e sodio
(THUNHORST et al., 1994). Aléem disso, a ingestado ou apetite ao sodio é
um comportamento que pode ocorrer em animais com necessidade de
sodio pelo corpo (ingestao induzida) ou em animais que nao precisam de
sodio (ingestéo livre) (FITZSIMONS, 1999).

Uma técnica de deplecao de sodio induzida pelo tratamento com
Furosemida seguido por 24 horas de dieta deficiente de sddio tem sido
muito utilizada para pesquisas dos mecanismos de sede e apetite ao sodio
devido a diurese e natriurese com consequente deplecdo de sodio e agua
(DENTON, 1984; FITZSIMONS, 1999; DE OLIVEIRA et al., 2007). Outra
técnica muito utilizada para estudo dos mecanismos de ingestdo € a
associacao de furosemida com doses baixas subcutaneas de um inibidor
periférico, mas nao central da enzima conversora de angiotensina
(captopril) que promove ingestao de soédio hipertdénico (NaCl 1,8%) devido
a formacdo de angiotensina Il no SNC, sugerindo uma importante
participacdo do sistema renina-angiotensina na ingestao de agua e sodio
(THUNHORST et al., 1994; CALLERA et al., 2005; DE OLIVEIRA et al.,
2005).
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Entre as &reas posteriores do SNC envolvidas na regulacédo
hidroeletrolitica, o Nucleo Parabraquial Lateral (NPBL) localizada na ponte,
dorsal ao pedunculo cerebelar superior tem recebido bastante atencao
(ANDRADE et al., 2006; CALLERA et al., 2005; DE OLIVEIRA et al., 2007;
MENANI et al., 2002; MENANI et al., 1995; MENANI et al., 1998a,b,c;
KIMURA et al., 2008; OHMAN et al., 1986). O NPBL recebe fibras
provenientes de areas posteriores do encéfalo envolvidas com o controle
hidroeletrolitico, como a area postrema e a por¢cdo medial do nucleo do
trato solitario (NTSm) (NORGREN, 1978; SHAPIRO et al., 1985) e envia
projecOes para areas mais anteriores, como para o nucleo paraventricular
do hipotalamo (PVN) e o nucleo central da amigdala (CIRIELLO et al.,
1984; HERBERT et al., 1990).

Estudos anteriores mostraram que a lesao eletrolitica do NPBL de
ratos promoveu um aumento na ingestdo de agua induzida pela
administracdo periférica ou central de angiotensina Il ou injecao periférica
de isoproterenol (OHMAN et al., 1986, 1989; JOHNSON et al., 1990), mas
nao  alterou a ingestdo de agua induzida pela injecao
intracerebroventricular (i.c.v.) de carbacol (agonista colinérgico) (MENANI
et al., 1999), sugerindo o envolvimento de mecanismos especificos para a
ingestao de 4gua induzida pela angiotensina.

O NPBL tem um papel inibitério no controle da ingestdo de agua
e sodio (DE LUCA et al., 2003; CALLERA et al., 2005; DE OLIVEIRA et al.,
2007; KIMURA et al., 2008; MENANI et al., 1995). Injecdo no NPBL de
metisergida (antagonista serotoninérgico) ou proglumide (antagonista da
colecistocinina) promoveu aumento na ingestdo de agua e sédio induzida
pela angiotensina Il intracerebroventricular, pelo tratamento combinado
furosemida (FURO) + captopril (CAP) (MENANI et al., 1996; DE GOBBI et
al., 2001) e pelo tratamento com FURO seguido de manutenc¢do dos ratos
com dieta deficiente em sédio (MENANI et al., 1998b). Portanto, estes
estudos mostram também que a ingestdo de agua e sbédio esta sob

influéncias inibitérias serotoninérgicas e colecistocinérgicas no NPBL.
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O aminoacido inibitério GABA (4cido y—aminobutirico) é o mais
importante neurotransmissor inibitorio nas porcdes gustatdrias e viscerais
do NPBL (KOBASHI et al., 1998a,b). Dois diferentes subtipos de
receptores que o neurotransmissor GABA pode ativar sdo: receptores
ionotropicos GABAa que sao ativados pelo agonista muscimol e bloqueados
pelo antagonista bicuculina (AKAIKE et al., 1985) e receptores
metabotropicos GABAg que séo ativados pelo agonista baclofen (BOWERY,
1989). No entanto, estudos tém mostrado a existéncia de um terceiro
subtipo de receptor GABAérgico que é farmacologicamente diferente dos
receptores GABAérgicos ja descritos (ENZ et al., 1998).

Os receptores GABAA possuem diferentes subunidades, que séo:
subunidades a, subunidades 3 e subunidades y além de uma subunidade &.
(GARRETT et al., 2000; WHITING, 1999). Estudos de Fritschy et al.
(1999) utilizando Western blot e imunohistoquimica mostraram que ha
também diferentes isoformas e subtipos de receptores GABAg,
denominados GABAg1a € GABAg1p. Este estudo mostrou a presenca destes
subtipos de receptores em células do hipocampo e dendritos das células
de Purkinje. Esses receptores sdo distribuidos por todo o sistema nervoso
de roedores com diferentes padrdoes de expressdo. O predominio do
subtipo GABAg1a estd majoritariamente no nucleo estriado, hipocampo,
giro denteado, a area pré-optica, hipotalamo, o teto, camada de células
granulares do cerebelo e o tronco encefalico. Enquanto os receptores
GABAg1p, sdo altamente expressos nas camadas superficiais, habenula
medial, ndcleo interpeduncular, camada molecular do cerebelo e da
medula espinal (FRITSCHY et al., 1999; MARGETA-MITROVIC et al.,
1999). Existe outro subtipo de receptor denominado GABAg,. Esta
subunidade é encontrada principalmente em areas do sistema nervoso
central que incluem a maioria das camadas do neocortex, todas as areas
do hipocampo, estriado e células de Purkinje do cerebelo (CALVER et al.,
2000). Além disso, estudos de imunohistoquimica do cérebro humano

demonstraram a existéncia dos receptores GABAg1 e GABAg, em camadas
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corticais, nucleo caudado e putamen, hipocampo e em todas as regides do
talamo, cerebelo e ponte (BILLINTON et al., 2000).

Os receptores GABAc foram descritos primeiramente na literatura
com experimentos realizados com células da retina, descrevendo assim 0s
primeiros neurdnios com receptores para GABA: (WOODWARD et al.,
1993). Estes receptores possuem uma eletrofisiologia diferenciada dos
receptores GABAA e GABAg. As células neuronais dopaminérgicas da retina
que expressam receptores GABAc: também expressam conjuntamente
receptores para GABA, e essas células sdo capazes de fazer ativacdo dos
canais de cloreto intracelular (GUSTINCICH et al., 1999).

Existem diferentes subunidades de receptores para GABAc, e
essas subunidades foram divididas em trés categorias denominadas p1l,
p2 e p3. Estes receptores GABAc estao presentes em regides do Sistema
Nervoso Central como no hipocampo (ENZ et al., 1995; WEGELIUS et al.,
1998; KIRISCHUK et al., 2003), amigdala (DELANEY et al., 1999) e tronco
cerebral (MILLIGAN et al., 2004). Os receptores GABA¢ sdo ativados pelos
agonistas CACA (cis-4-aminocrotonic - agonista seletivo) ou TACA (trans-
4-aminocrotonic acid — agonista nao-seletivo) sendo bloqueados pelo
ZAPA sulphate (antagonista GABAc:) (WOODWARD et al., 1992, 1993).
Vale ressaltar, que os receptores GABA: sdo insensiveis ao blogueio com
bicuculina (antagonista GABAA) ou ativacdo com o baclofen (agonista
GABAg) (BORMANN et al., 1996).

O TACA também pode agir como um agonista de algumas
subunidades de receptores GABAaA. No entanto, ele também é classificado
como um antagonista competitivo dos receptores pl e um agonista parcial
sobre os receptores p2 no encéfalo humano (VIEN et al., 2002). No
entanto, a maioria dos estudos que utilizaram TACA até o momento foram
realizados in vitro. Através de técnicas de PCR em tempo real (RT-PCR), a
subunidade pl de receptores GABA¢ foi identificada principalmente na
retina de ratos adultos e dos ganglios da raiz dorsal e expressa em menor

quantidade no coliculo superior, no hipocampo, tronco cerebral e talamo
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(VIEN et al., 2002). A hibridizagdo in situ revelou a expressdo de p2 na
retina de ratos adultos e algumas outras partes das vias visuais
(JOHNSTON et al., 2003). Uma elevada expressédo da subunidade p2 foi
observada na superficie da substancia cinzenta, coliculo superior e nucleo
geniculado lateral dorsal. Também foi detectada expressdo dessa
subunidade na sexta camada do cortex visual e em células piramidais do
hipocampo. Expressbées de mRNA da subunidade p3 foi claramente
diferente da outras das subunidades pl e p2, sendo expressas
majoritariamente no hipocampo e minoritariamente na retina, nos
ganglios da raiz dorsal e no cortex (JOHNSTON et al., 2003).

Estudos anteriores (DE LUCA et al., 2003; CALLERA et al., 2005;
DE OLIVEIRA et al., 2007; KIMURA et al., 2008), foram realizados com o
objetivo de avaliar o envolvimento dos mecanismos GABAérgicos no NPBL
na ingestao de agua e NaCl 1.8% em ratos. Estes estudos mostraram que
a ativacao no NPBL de receptores GABAx, com muscimol promoveu
aumento de pressao arterial e induziu ingestdo de NaCl 1.8% e agua em
ratos saciados e tratados com FURO+CAP (CALLERA et al., 2005). Além
disso, muscimol injetado bilateralmente no NPBL induziu ingestao de NacCl
1,8% e &agua em ratos hiperosmoéticos (tratados com sobrecarga
intragastrica de NaCl 0.2 M) (KIMURA et al., 2008), tratamento que induz
hipernatremia, hiperosmolaridade e reducdo da renina plasmatica, sem
reducdo da volemia (PEREIRA et al., 2002). Além do agonista GABAa
injetado bilateralmente no NPBL promover aumento na ingestdo de agua e
NaCl 1,8%, um estudo recentemente publicado por De Oliveira et al.
(2011), mostrou que injecdes no NPBL de baclofen (agonista GABAg)
também promoveram aumento na ingestdo de dgua e NaCl 1,8% em ratos
saciados, porém nado alterou os parametros cardiovasculares de Pressao
Arterial Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC).

Portanto, qual seria o efeito da ativacdo dos receptores GABAc
no NPBL nos parametros cardiovasculares e na ingestao de agua e sodio

hipertdbnico em ratos?
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Considerando que nao existem informagdes na literatura
mostrando o envolvimento dos receptores GABAc: no NPBL no controle
cardiovascular e na ingestdao de agua e NaCl 1,8%, estudamos neste
trabalho os efeitos da injecdo no NPBL do agonista nao seletivo
GABAA/GABAc (TACA) nos valores basais de PAM e FC e na ingestéo de
agua e sodio hipertbnico em ratos depletados de sédio utilizando o modelo
FURO+CAP. Os resultados encontrados, foram comparados com o0s

resultados obtidos com a injecdo de muscimol no NPBL de ratos.



Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1 Investigar os efeitos da ativacdo ou bloqueio dos receptores GABAc
com injecOes no NPBL bilateral de agonista e antagonista, TACA e ZAPA
sulphate, respectivamente, na ingestdao de agua e NaCl 1.8% em ratos

depletados de sddio com injecdes subcutaneas de furosemide e captopril.

2.2 Investigar os efeitos da ativacdo dos receptores GABA: com injecdes
no NPBL bilateral de TACA, sobre valores basais de PAM e FC, em ratos

depletados de sddio com injecdes subcutaneas de FURO+CAP.



Materiais e Métodos
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar com peso padronizado
entre 290 e 320 gramas no inicio dos experimentos. Esses animais foram
fornecidos pelo Biotério Central do Campus da Faculdade de Odontologia
da UNESP de Aracatuba (FOA). Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais no laboratério sob condi¢cdes adequadas de umidade (55+10%)
e temperatura (22°C) e com ciclo claro-escuro de 12 horas comecando as
7 horas da manhad. Agua, NaCl 1.8% e racdo granulada estavam
livremente disponivel nas gaiolas. Estudo aprovado em 12/02/2009, pelo
Comité de Etica na Experimentacdo Animal da FOA (Protocolo numero
2008-001332).

3.2 IMPLANTE DE CANULAS DE ACO INOXIDAVEL
NO NPBL

Os ratos foram anestesiados com injecdes intraperitoneais (i.p.)
de Ketamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (7 mg/kg) e
adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf). Com o auxilio de
duas barras auriculares, a cabeca do animal foi colocada em posi¢cao fixa
Nno estereotaxico. ApOs a assepsia da pele da cabeca com solucdo de
alcool iodado, foi feita uma incisao longitudinal e o tecido subcuténeo foi
removido, expondo as linhas lambda e bregma que foram utilizadas como
referéncia para nivelar a cabeca do rato no mesmo nivel horizontal.

Utilizando-se a linha bregma e a linha mediana, foram determinados os
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pontos de introducdo das canulas de aco inoxidavel, segundo as
coordenadas obtidas do Atlas Histologico de Paxinos e Watson (1986): 9,4
mm caudal ao bregma; 2,2 mm lateral a linha média e 3,9 mm abaixo da
dura-mater. Nestes pontos foi feita uma trepanacdo do osso do cranio
com uma broca odontologica esférica acoplada a um motor de baixa
rotacdo, abrindo um orificio de aproximadamente 1,5 mm de diametro.
Canulas de aco inoxidavel (12 mm) confeccionadas a partir de agulhas
hipodérmicas (25x0,6 mm) foram posicionadas bilateralmente 2 mm
acima do NPBL. Essas canulas foram fixadas ao cranio do rato com resina
acrilica de uso odontolégico e ancorada por pequenos parafusos de aco
inoxidavel, previamente introduzidos no osso. Apos a completa fixacdo da
canula, a torre do estereotaxico foi removida e para impedir a obstrucao
da canula guia até a realizacdo dos experimentos foi introduzida na
mesma um mandril (12 mm) também de ago inoxidavel. O rato foi
retirado do aparelho estereotaxico e como medida profilatica apos a
cirurgia, foi injetado 0.2 ml de um antibiotico veterinario (associagao de
penicilina com estreptomicina 1.200.000 Ul) por via intramuscular.
Terminada a cirurgia cerebral, os ratos foram devolvidos em suas gaiolas
individuais com racao, agua e NaCl 1,8% por um periodo de pelo menos 5

dias antes do inicio dos experimentos.

3.3 INJECAO DAS DROGAS NO NPBL

As drogas TACA e ZAPA sulphate (agonista e antagonista dos
receptores GABAc, respectivamente), além de muscimol (agonista GABA,)
foram dissolvidas em salina fisiolégica e injetadas no NPBL de ratos,
usando-se uma seringa Hamilton de 10 pl, conectada por meio de um

tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora (30 gauge de diametro)
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que foi introduzida através da canula guia previamente fixada no mesmo.
A canula injetora foi 2 mm mais longa do que a canula guia. O volume da

injecdo foi de 0.2 pl.

3.4 DROGAS

As drogas utilizadas foram: muscimol Hydrobromide (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) na dose de 0.5 nmol/0.2 pL, TACA (Trans-
4-aminocrotonic acid — Tocris, Ellisville, MO, USA) em doses de 0.5, 2.0,
80 e 160 nmol/0.2 uL, ZAPA Sulphate (Tocris, Ellisville, MO, USA) na dose
de 10 nmol/0.2 uL, Furosemida (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) na
dose de 10 mg/kg e Captopril (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) na
dose de 5 mg/kg.

3.5 DEPLECAO AGUDA DE SODIO E AGUA
(MODELO FURO+CAP)

Deplecdo aguda de sb6dio e agua foi induzida por injecbes
subcutaneas (sc) de furosemida (FURO, 10 mg/kg de peso corporal)
associado com captopril (CAP, 5 mg/kg de peso corporal), como descrito
previamente em estudos anteriores (MENANI et al., 1996; DE GOBBI et
al., 2001; CALLERA et al., 2005). Os ratos foram removidos das gaiolas
para a injecao de FURO+CAP e retornaram as suas respectivas gaiolas na
auséncia da agua, NaCl 1.8% e racdo. Uma hora mais tarde, as buretas
contendo agua e NaCl 1.8% foram colocadas nas gaiolas e a ingestao foi

medida de forma cumulativa em intervalos de 30 minutos durante 210
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minutos de experimento. Os experimentos tiveram o intervalo de 48

horas.

3.6 REGISTRO DE PRESSAO ARTERIAL MEDIA E
FREQUENCIA CARDIACA

Os ratos foram anestesiados com Ketamina sc (80 mg/kg de
peso) + xilazina (7 mg/kg de peso corporal). Apds este procedimento,
tubo de polietileno (PE 10 conectada a um PE 50) foi inserido na artéria
aorta abdominal através da artéria femoral. A canula foi guiada por via
subcutanea e exteriorizada na regido cervical do animal. No dia seguinte,
a canula foi conectada a um transdutor de pressdo P23 Db (Statham
Gould), acoplado a um pré-amplificador (modelo ETH-200 Bridge Bio
Amplifier, CB Sciences) conectado a um sistema de aquisi¢cdo de sinais por
computador Powerlab (Powerlab 8SP, ADInstruments) para registro de
Pressdo Arterial Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) em ratos nao
anestesiados. Depois do registro dos parametros cardiovasculares durante
> 20 min (registro controle), os ratos foram depletados com FURO+CAP.
Apo6s 45 minutos, os ratos receberam injecdes bilaterais de salina ou TACA
(2 ou 80 nmol/0.2 pl) no NPBL. Os valores de PAM e FC foram registradas
durante 90 minutos apds a injecdo no NPBL e os valores registrados a
cada 30 min. Durante as gravacOes de PAM e FC, agua, NaCl 1,8% e

racao nao estavam disponiveis aos animais.

3.7 HISTOLOGIA CEREBRAL
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Terminados os experimentos, os ratos receberam uma injecdo no
NPBL bilateral do corante Azul de Evans 2% (volume de 0.2 pul) para
determinar o local especifico das injecdes. A seguir, os ratos foram
anestesiados com pentobarbital sodico (80 mg/kg i.p.) e submetidos a
abertura da regido toraxica para exposicao do coracdo para perfusao
cerebral com salina tamponada (30 ml) seguida de perfusédo com solucao
de formalina 10% (30 ml). Para facilitar a perfusdo cerebral, a artéria
aorta descendente foi blogqueada com pin¢ca hemostatica e a cava superior
seccionada. A seguir, os cérebros foram retirados e fixados em formol
10% por alguns dias. Cortes transversais (60 uym de espessura) foram
feitos nos pontos de injecdes das drogas no NPBL com auxilio de um
microtomo de congelamento (Leica). Os cortes histologicos, montados em
lamina, foram analisados a fresco para se localizar os pontos das injecoes.
Somente o0s ratos que apresentaram marcacdes no NPBL bilateral foram

considerados na analise estatistica dos resultados.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da
média (E.P.M.). A andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de
Newman-Keuls foram utilizados para as comparacdes entre os diferentes
tratamentos. As diferencas estatisticas foram aceitas como significativas

para p<0.05.

3.9 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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3.9.1. Injegcbes no NPBL bilateral de TACA ou
muscimol na ingestdo de agua e NaCl 1.8% em ratos
depletados com FURO+CAP

Uma hora antes da realizacdo dos experimentos os animais foram
tratados com injecdes subcutaneas de FURO+CAP para deplecdo aguda de
agua e sodio e imediatamente ap0Os este tratamento, os animais foram
mantidos sem agua, racao e NaCl 1,8% durante a execucao do protocolos
experimentais. Ap6és 30 minutos do tratamento com FURO+CAP os
animais receberam injecbes do antagonista GABA. ZAPA sulphate (10
nmol/0.2 ul). As injegcbes no NPBL de TACA (agonista GABAA/GABA: — em
doses de 0.5, 2.0, e 160 nmol/0.2 pl) ou muscimol (agonista GABAAs — na
dose de 0.5 nmol/0.2 ul) foram feitas 15 minutos antes do inicio das
medidas de ingestdo cumulativa de agua e NaCl 1.8%. Os ratos foram
devolvidos nas gaiolas sem racado, agua e NaCl 1.8% e ap0s mais quinze
minutos foram ofertadas aos animais, as buretas graduadas contendo
solucao de NaCl 1,8% e agua. As medidas de ingestdo foram realizadas de
forma cumulativa aos 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 210 minutos.

3.9.2. Registro da PAM e FC em ratos depletados
com FURO+CAP
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A medida da pressdo arterial foi realizada em animais
normotensos e ndo anestesiados um dia ap6s a canulacdo da artéria
femoral. Ap6s um periodo de adaptacdo do animal ao local de registro (+
5 min) os animais receberam inje¢cdes sc de FURO+CAP. Apds 45 minutos
da deplecao, foi injetado bilateralmente no NPBL salina 0,9% (0.2 ul) e 0
registro da PAM e FC se deu por 30, 60 e 90 minutos. Logo apds esta
etapa, foram injetados bilateralmente TACA (2 ou 80 nmol/0.2 pul) e

realizados resgistros por mais 30, 60 e 90 min.



Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Histologia do NPBL

A Figura 1 mostra um corte histolégico do nucleo parabraquial
lateral (NPBL) de um rato representativo dos grupos estudados que

recebeu as injecdes do corante azul de Evans 2% no NPBL bilateral.

Figura 1- Fotomicrografia, mostrando o local de injecéo bilateral no Nucleo Parabraquial
Lateral (NPBL) do corante Azul de Evans 2% (setas).
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4.2 Efeito de injecoes no NPBL bilateral de TACA
na ingestdo de agua e NaCl 1.8% em ratos depletados
com FURO+CAP

A figura 2, mostra os resultados de injecbes no NPBL de TACA (0.5
nmol/0.2 pl, n=6) na ingestdo de agua e NaCl 1.8% em ratos depletados
de s6dio com FURO+CAP. Nao foram observadas modificagcdes na ingestao
de sédio e 4&gua com a administracdo de TACA, em animais depletados de
sodio pelo modelo FURO+CAP (6.18+2.24 e 5.65+2.07 vs salina:
3.86+1.03 e 5.38+1.31 ml/210 min, respectivamente, p>0.05).
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Figura 2 — Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 1.8% em ratos tratados com FURO+CAP
que receberam injecdes bilaterais de TACA (0.5 nmol/0.2 pl, n=6) e salina no NPBL. O
primeiro grafico representa ingestdo de sédio, o segundo representa a ingestdo de agua.
Os resultados foram expressos pela média = EPM (n = ndmero de ratos).
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A figura 3, apresenta os resultados de injecdes no NPBL de TACA (2
nmol/0.2 pl, n=11) na ingestdo de agua e NaCl 1.8% induzida pelo
modelo FURO+CAP de deplecédo de sédio. Também n&o foram observadas
modificacOes na ingestdo de sodio e agua com a administracdo de TACA
nesta dose (5.20+1.44 e 7.07%x1.38 vs salina: 4.65+1.30 e 7.46%+1.58

ml/210 min, respectivamente, p>0.05).
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Figura 3 — Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 1.8% em ratos tratados com FURO+CAP
que receberam injecdes bilaterais de TACA (2 nmol/0.2 pl) e salina no NPBL. O primeiro
grafico representa ingestdo de sodio, o segundo representa a ingestdao de agua. Os
resultados foram expressos pela média + EPM (n = numero de ratos).
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A figura 4, mostra os resultados de injecoes no NPBL bilateral de
TACA (160 nmol/0.2 ul, n=10) na ingestdo de agua e NaCl 1.8% induzida
pelo modelo FURO+CAP de deplecdo de sédio. Nao foram observadas
modificacOes na ingestdo de NaCl 1.8% e agua com a administracdo de
TACA nesta dose (7.3+1.9 e 11.7%+2.0 vs salina: 4.3x1.3 e 8.0%x1.9
ml/210 min, respectivamente). A figura 5, mostra os resultados de
injecdes no NPBL do antagonista ZAPA sulphate (10 nmol/0.2 pl, n=10),
sozinho ou previamente ao TACA (160 nmol/0.2 pl). Podemos observar
que a ingestdo de sddio e agua néao foi modificada apés a administracédo
sozinha de ZAPA sulphate no NPBL em ratos depletados de sodio (5.0+2.4

e 9.1+1.7 vs salina: 4.3x1.3 e 8.0x1.9 ml/210 min, respectivamente).
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Figura 4 — Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 1.8% em ratos tratados com FURO+CAP
que receberam injecdes bilaterais de TACA (160 nmol/0.2 ul) e salina (veiculo) no NPBL.
O primeiro grafico representa ingestao de sodio e 0 segundo representa a ingestdo de
agua. Os resultados foram expressos pela média = EPM (n = nimero de ratos).
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Figura 5: Efeito da injecdo de ZAPA sulphate (10 nmol/0,2 pl) ou salina combinado com
TACA (160 nmol/0.2 ul) ou salina injetados no NPBL bilateral na ingestdo cumulativa de
agua e NaCl 1.8% em ratos depletados de sddio com furosemida + captopril (n =
numero de ratos).
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4.3 Efeito de injecoes no NPBL bilateral de muscimol na
ingestdo de agua e NaCl 1.8% em ratos depletados com
FURO+CAP

Estudo anterior (Callera et al., 2005), mostrou que injecées no NPBL
bilateral de muscimol (0.5 nmol/0.2 pl), um agonista seletivo de
receptores GABAA, promoveu aumento da ingestéo de NaCl 1.8% em ratos
tratados com FURO+CAP. Neste protocolo experimental, procuramos
avaliar se injecdes de muscimol, na mesma regido do NPBL onde foi feita
a injecao de TACA, observariamos alteracbes na ingestao de NaCl 1.8% e
agua. A figura 6, mostra os resultados de injecdes no NPBL do muscimol
(0.5 nmol/0.2 pl, n=6) na ingestdo de NaCl 1.8% e agua no modelo de
deplecdo de sddio promovido pela administracdo simultanea do diurético
furosemida (10 mg/kg sc) e baixas doses do inibidor da enzima
conversora de angiotensina captopril (5 mg/kg sc).

InjecOes de muscimol no NPBL promoveu aumento significativo
da ingestdo de NaCl 1.8% e agua induzido pelo tratamento prévio com
FURO+CAP (34.6+6.9 e 29.2+2.8 vs salina: 4.4+x2.4 e 9.4+2.5 ml/210
min, p<0.05).

Os resultados apresentados, sugerem que a administracdo no
NPBL bilateral de TACA (um agonista néo seletivo dos receptores GABAc),
diferentemente da administracdo no NPBL de muscimol (um agonista dos
receptores GABA,), nao exerce efeito excitatdério ou inibitério sobre a
ingestdo de NaCl 1.8% e agua em animais previamente tratados com
FURO-+CAP.
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Figura 6 — Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 1.8% em ratos tratados com FURO+CAP
que receberam injecdes bilaterais de muscimol (0.5 nmol/0,2 pl) e salina no NPBL. O
primeiro grafico representa ingestdo de sddio, o segundo representa a ingestdo de agua.
Os resultados foram expressos pela média = EPM (n = nimero de ratos).
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4.4 Efeito de injegcdes no NPBL bilateral de TACA na
Pressao Arterial Média e Frequéncia Cardiaca em ratos depletados
com FURO+CAP

A figura 7, mostra os resultados de injecdes no NPBL de TACA (2
nmol/0.2 ul, n=6) na Pressao Arterial Média (PAM, mmHg) e Frequéncia
Cardiaca (FC, bpm) em ratos depletados com FURO+CAP.

Em ratos normotensos (PAM: 101+4 mmHg e FC: 423+23 bpm)
nao foram observadas modificacbes na PAM e FC apds injecdes bilaterais
no NPBL de TACA (2 nmol/0.2 pl, n=6) em animais depletados de sodio
pelo modelo FURO+CAP (PAM: 2.94+3.4 mmHg e FC: -9.3%21.8 bpm vs
salina: PAM: 3.3+x4.9 mmHg e FC: 9.9%+18.2 bpm/30 min), (PAM: 0.1+4.0
mmHg e FC: -14.8+23.1 bpm vs salina: PAM: 4.2+4.6 mmHg e FC: -
18.3%19.3 bpm/60 min), (PAM: -0.2+6.7 mmHg e FC: -10.5+16.1 bpm
vs salina: PAM: 9.8+6.6 mmHg e FC: -13.7%x22.7 bpm/90 min).
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Figura 7 — Alteracbes na Pressao Arterial Média (mmHg) e Freqiéncia Cardiaca (bpm)
de ratos tratados com FURO+CAP que receberam injecdes bilaterais de TACA 2 nmol/0.2
Ml ou salina no NPBL. O primeiro gréafico representa pressdo arterial média, o segundo
representa a frequéncia cardiaca. Os resultados foram expressos pela média =+ EPM (n =
numero de ratos).



51

A figura 8 mostra os resultados de injecbes no NPBL de TACA (80
nmol/0.2 pl, n=4) na Pressao Arterial Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca
(FC) em ratos depletados com FURO+CAP. N&o foram observadas
modificacoes na PAM e FC em animais depletados de sodio pelo modelo
FURO+CAP. Com 30 min (PAM: -4.0+6.5 mmHg e FC: -6.7.0%+42.6 bpm
vs salina: PAM: -2.1+5.5 mmHg e FC: 2.8+14.2 pbm/30 min), (PAM: -
9.9+7,1 mmHg e FC: -18.5+35.1 bpm vs salina: PAM: -2.2+3.3 mmHg e
FC: -33.5x1+.5 pbm/60 min), (PAM: -8.0+5.0 mmHg e FC: 14.0+29.8
bpm vs salina: PAM: 3.3+6.0 mmHg e FC: -6.8%+11.2 pbm/90 min).
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Figura 8 — Alteracbes na Pressao Arterial Média (mmHg) e Freqiéncia Cardiaca (bpm)
de ratos tratados com FURO-+CAP que receberam injecdes bilaterais de TACA 80
nmol/0.2 ul e salina no NPBL. O primeiro gréafico representa Pressdo Arterial Média, o
segundo representa a Freqiéncia Cardiaca. Os resultados foram expressos pela média =+
EPM (n = ndmero de ratos).
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5 DISCUSSAO

De acordo com estudos anteriores (Callera et al., 2005), injecdes
no Nucleo Parabraquial Lateral (NPBL) de muscimol, um agonista dos
receptores GABA,, promoveram aumento na ingestdao de NaCl 1,8% e
agua em animais depletados de sédio com injecdes subcutaneas (sc) de
FURO+CAP. Em nossos resultados, injecdbes no NPBL bilateral de
muscimol, também promoveu aumento na ingestao de agua e soédio 1,8%
em animais previamente tratados com FURO+CAP. O envolvimento dos
receptores GABAA do NPBL no controle da ingestdo de agua e NaCl pode
ser observado com injecdes no NPBL bilateral do antagonista do receptor
GABA, bicuculina que diminui a ingestdo de agua e NaCl hiperténico
induzida por injecdées de muscimol, o que sugere que o muscimol ativa os
receptores GABA, para aumentar a ingestdo de sédio em ratos saciados e
depletados de sédio (CALLERA et al., 2005; DE OLIVEIRA et al., 2007).

Os resultados obtidos neste estudo, mostram que injecdes no
NPBL bilateral de TACA (acido trans-4-aminocroténico), um agonista nao
seletivo do receptor GABA: (WOODWARD et al., 1992, 1993; FEIGENSPAN
et al., 1998) em diferentes doses (0,5, 2,0 e 160 nmol/0.2 pl) nédo altera
a ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos tratados com FURO-+CAP.
Nenhuma alteracdo ocorreu com o0s parametros cardiovasculares, como
Pressdo Arterial Média (PAM) e Freqléncia Cardiaca (FC) ap6s injecdes no
NPBL de TACA. Diferentemente, Callera et al., (2005), mostraram que
injecbes no NPBL de muscimol produziu aumento na Pressao Arterial
Média. O presente estudo mostra também que o pré-tratamento com
injecoes bilaterais do antagonista do receptor GABAc: ZAPA sulphate no
NPBL combinado ou ndo com TACA injetado no NPBL, nao promoveu

alteracdes na ingestao de agua e NaCl 1,8%.
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Importantes mecanismos para o controle da ingestdo de sédio e
agua estdao presentes no NPBL, uma estrutura pontina localizada
dorsolateralmente ao pedunculo cerebelar superior (ANDRADE et al.,
2006; DE LUCA et al., 2003; DE OLIVEIRA et al., 2007; MENANI et al.,
1995; MENANI et al., 1998a,b,c; MENANI et al., 2002;). Injecdes
bilaterais de metisergida no NPBL, um antagonista dos receptores
serotoninérgicos aumentou a ingestao de NaCl hiperténico induzida pela
angiotensina Il (ANG I1), administrada intracerebroventricular ou no 6rgéo
subfornical (OSF) (COLOMBARI et al., 1996; MENANI al., 1996) ou por
24 horas de privacdo de agua ou por 24 h de deplecédo de sodio ou por
injecbes subcutaneas (sc) de acetato deoxicorticosterona - DOCA
(MENANI et al., 1995; MENANI et al., 1996; MENANI et al., 1998a,b; DE
GOBBI et al., 2000). O bloqueio de receptores colecistocinérgicos ou a
ativacdo de receptores alfa-2 adrenérgicos no NPBL aumenta a ingestdo
de NaCl em ratos tratados com FURO+CAP (ANDRADE et al., 2006; DE
GOBBI et al., 2001).

O NPBL mantém conexfes com areas do prosencéfalo, tais como
0 nucleo paraventricular do hipotalamo, o nucleo central da amigdala,
nudcleo pré-optico mediano, regides bulbares, area postrema (AP) e a
porcao medial do nucleo do trato solitario (mMNTS). Portanto, tais conexdes
permitem que o NPBL possa mediar respostas que vao da AP e mNTS para
as areas mais anteriores do cérebro que sao capazes de regular
comportamentos como os relacionados com ingestdao de agua e sodio.
(NORGREN, 1978; CIRIELLO et al., 1984; FULWILER et al., 1984;
HERBERT et al., 1990; JHAMANDAS et al., 1996).

O processamento neural no nudcleo parabraquial estd sob uma
forte inibicAo GABAérgica mediada por diferentes tipos de receptores
GABA (GUTHMANN et al., 1998). Além de expressar diferentes tipos de
receptores GABA como por exemplo, GABAr e GABAg, 0 NPBL também
expressa receptores opidides e receptores muscarinicos (M2). A ativacao

desses receptores é capaz de aumentar a condutancia da membrana ao



56

potassio promovendo uma hiperpolarizacdo celular ocasionando inibicao
neuronal (CHRISTIE et al., 1988).

Tem sido relatado que a ativacdo de receptores GABAA com
muscimol no NPBL produz aumento da Pressdo Arterial Média em ratos
saciados e aumenta a ingestdo de NaCl 1,8% e agua em ratos depletados
de soédio tratados com FURO+CAP subcutaneo (sc) (CALLERA et al., 2005;
DE OLIVEIRA et al., 2007). Além disso, o bloqueio de mecanismos
inibitdérios no NPBL por inje¢cdes de muscimol produz aumento na ingestao
de NaCl hiperténico em ratos com desidratacao intracelular (KIMURA et
al., 2008). Um estudo recente, mostrou que a ativacado de receptores
GABAg com baclofen no NPBL também induz a ingestdo de agua e NaCl
1,8% em ratos saciados (DE OLIVEIRA et al., 2011).

O GABA é o neurotransmissor inibitério mais abundante presente
no Sistema Nervoso Central (SNC) de mamiferos. Este neurotransmissor
exerce suas atividades atuando em trés tipos de receptores que sao:
GABA,, GABAg e GABAc. Estes receptores possuem caracteristicas
farmacoldgicas diferentes. Os receptores GABAr e GABAc: sao canais
ibnicos, ou seja, receptores ionotropicos. Ja os receptores GABAg sao
receptores metabotropicos classicos que atuam através de uma proteina G
(CHEBIB et al., 1999; BORMANN, 2000).

Os receptores GABAA. sdo compostos a partir de diferentes
subunidades para formar uma estrutura pentameérica. Varias classes de
subunidades, com multiplas isoformas foram identificadas pela sequéncia
de sua homologia. No cérebro, esses receptores GABA parecem ser
compostos por seis diferentes a-subunidades (al-a6), trés p-subunidades
(B1-B3), trés y-subunidades (y1-y3) e uma subunidade &§. As subunidades
de receptores GABAA mais encontradas no SNC que exercem atividades
inibitérias sdo compostas de 2 subunidades o, 2 subunidades B e uma
subunidade y (GARRETT et al., 2000; WHITING, 1999).

Estudos eletrofisiolégicos sugerem que diferentes subunidades

ou combinacdes de subunidades de receptores GABA, podem mediar
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diferentes propriedades fisioldgicas e farmacoldgicas dos canais ibnicos
operados por ligantes (SIEGHART, 1995; RUDOLPH et al., 2001). Uma
analise da distribuicdo imunohistoquimica de subunidades dos receptores
GABAa evidenciou a presenca das subunidades al, B1, 2 e y3 no NPBL
(PIRKER et al., 2000). Portanto, baseados nestas evidéncias, podemos
sugerir que o aumento na ingestdao de NaCl hipertdnico e agua apos
injecdo no NPBL de muscimol em ratos saciados ou tratados com
FURO+CAP seja por ativacdo de subunidades al, B1l, B2 e y3 dos
receptores GABAa.

Estudos realizados por Rudolph et al. (1999), mostraram que
uma unica mutacdo da subunidade ol prejudica a sensibilidade dos
receptores GABAa para benzodiazepinicos, sem alterar a afinidade ao
GABA, provocando uma perda do efeito sedativo, amnésico e
anticonvulsivante dos receptores GABAérgicos. Estes dados indicam que
as acglOes sedativa, amnésica e anticonvulsivante sao mediadas
principalmente por receptores contendo uma subunidade o em
funcionamento. Portanto, os dados do presente estudo, também podem
sugerir que o efeito do muscimol no NPBL em relagdo ao apetite ao soédio
depende da subunidade al do receptor GABAA presente no NPBL.

Um estudo de Araki et al. (1992), investigou a distribuicdo de
diferentes subunidades dos receptores GABAax no SNC através de
hibridizacdo in situ e mostrou que ha diferentes padrdes de expressédo de
subunidades a3 e a4 dos receptores GABAx, em algumas regides do SNC.
No cértex cerebral, nucleo olfatério anterior, septo lateral, nucleos lateral
e medial do complexo amigdaldide, nudcleos anteriores do talamo,
sensoriais do trigémeo e nucleo coclear foram algumas das areas
estudadas para identificar a expressao mRNA das subunidades a3 e a4 de
receptores GABAA. Os resultados deste estudo mostraram que ha uma
forte expressao tanto para a subunidade a3 quanto para a subunidade o4
nessas regides. No entanto, foram observadas no bulbo olfatério, area

pré-optica e locus coeruleus, uma forte expressdo de mRNA apenas da
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subunidade a3. Em regides como a camada granular do bulbo olfatério,
caudado-putamen, nucleos dorsomedial e ventrolateral do talamo e
nudcleos pontinos, o estudo mostrou uma forte expressdao de mRNA das
subunidades a4. No NPBL foi observada uma forte expressdo de mRNA da
subunidade o3 e uma moderada expressao da subunidade a4 (ARAKI et
al. 1992).

Os receptores GABAc sdo complexos protéicos homooligomeéricos
formados exclusivamente por subunidades p, das quais existem trés. A
expressao de receptores GABA: € restrita a algumas estruturas, em
contraste com a distribuicdo dos receptores GABAA. Através da utilizacao
de reacdo da polimerase em cadeia via transcriptase reversa (PCR) e
hibridizagdo in situ estudos mostraram que em ratos existem trés
subunidades de receptores GABA: sendo elas pl, p2 e p3, estando
localizadas predominantemente na retina (CHEBIB et al., 1999;
BORMANN, 2000). No entanto, subunidades p também s&o expressas em
neurdnios centrais, incluindo o hipocampo (ENZ et al., 1995; WEGELIUS
et al., 1998; KIRISCHUK et al., 2003), a amigdala (DELANEY et al., 1999)
e tronco cerebral (MILLIGAN et al., 2004), porém, ndo ha evidéncias de
que as subunidades p sdo expressas em neurdnios do NPBL. Havendo ou
nao diferencas na densidade das subunidades p de receptores GABAc
existentes na retina e em outras estruturas do cérebro, como no NPBL, a
expressao da subunidade pl parece ser necessaria para formar receptores
GABAc funcionais. Essa conclusédo se deu a partir de experimentos que
foram realizados em células da retina e, portanto, o efeito inibitério
mediado pela ativacado de receptores GABA: foi eliminado na auséncia da
expressao da subunidade pl (MCCALL et al., 2002).

Um estudo realizado por Vien et al., (2002) classificou o TACA
como um agonista parcial capaz de atuar sobre as subunidades pl e p2
dos receptores GABAc, além de descrevé-lo como sendo util para a
distincdo entre as subunidades pl, p2 e p3 de receptores GABA: (VIEN et

al., 2002). No ser humano, as subunidades pl e p2 ndo se combinam com
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as subunidades o, B e y de receptores GABA,, indicando que as p-
subunidades ndo fazem parte da familia de subunidades dos receptores
GABAAx (RAGOZZINO et al., 1996, CHEBIB et al., 1998, HACKAM et al.,
1998, CHEBIB et al., 1999). A subunidade p3 de receptores GABAc, como
também as subunidades pl e p2, tém-se mostrado insensiveis a
bicuculina e aos moduladores de receptores GABAA (VIEN et al., 2002).

Além das subunidades p de receptores GABA: nado fazerem
combinacbes, também ndo h& co-localizacdo com as subunidades dos
receptores GABAA (KOULEN et al., 1998). Os receptores GABA: se
mostraram insensiveis ao antagonista de receptores GABAa bicuculina, e
ainda possuem alta afinidade ao seu agonista natural GABA. Os receptores
GABAc possuem caracteristicas distintas dos receptores GABAx e GABAg,
pois, sua cinética de ativacdo e inativacdo é lenta quando comparada aos
outros receptores GABAérgicos (FEIGENSPAN et al., 1994a,b).

De acordo com os resultados apresentados, injecbes no NPBL
bilateral de TACA nao promoveram alteracfes na ingestdo de agua e NaCl
1,8% e também néo foram observadas alteracdes na Pressédo Arterial
Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC). Diferentemente, de acordo com
Callera et al., (2005), inje¢cdes no NPBL do agonista GABAA, muscimol,
promove aumento significativo na Pressdo Arterial Média (PAM) em
animais saciados. Portanto, também podemos supor que os subtipos de
receptores GABA: podem né&o estar presentes na regidao do nucleo
parabraquial onde foram feitas as injecoes de TACA.

No presente estudo, utilizou-se 0 mais potente agonista do
receptor GABA: &cido trans-4-aminocroténico (TACA), que ativa o0s
receptores GABA: de maneira nao-seletiva. Estudos tém demonstrado que
esse agonista pode atuar como agonista GABAx e GABA: (WOODWARD et
al., 1993; BORMANN et al., 1995). Além disso, TACA também ¢é eficaz nas
subunidades pl e o/B de receptores GABA expressos em Xenopus oocytes
(KUSAMA et al., 1993).
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A auséncia de efeitos de injecOes bilaterais no NPBL de TACA na
ingestdo de agua e sodio 1,8%, Pressao Arterial Média (PAM) e Frequéncia
Cardiaca (FC), além de injecOGes bilaterais do antagonista dos receptores
GABA: (ZAPA) na ingestdo de agua e sodio 1,8%, sugere a possibilidade
de que os receptores GABA: ou as subunidades pl, p2 e p3 podem néao
estar expressas em neurdnios do NPBL, ou que o receptor GABAc nao esta
envolvido na modulacdo da sede e do apetite ao sodio. Ao nNnosso
conhecimento, ndo existem dados disponiveis na literatura da expressao
das subunidades dos receptores GABAc: no NPBL de ratos. Estudos de
Milligan et al. (2004), utilizando a transcricdo reversa - PCR e hibridizacao
in situ mostraram que a subunidade pl é altamente expressa em
neurdnios do tronco encefalico.

Estudos a partir de preparacdes in vitro de lampreias, avaliaram
0 papel dos antagonistas e agonistas dos receptores GABA na atividade
respiratoria (BONGIANNI et al., 2006). Os agonistas GABAA e GABAg
promoveram a diminuicdo da atividade respiratdria e o agonista do
receptor GABAc: ndo modificou o padrao respiratorio (BONGIANNI et al.,
2006). Os Resultados apresentados neste estudo sdo semelhantes ao
mostrado acima, uma vez que, injecobes no NPBL de TACA e ZAPA
sulphate, agonista nao-seletivo e antagonista dos receptores GABAc,
respectivamente, também n&o promoveram alteracdbes na PAM e na
ingestdo de agua e sodio 1,8% em animais tratados com FURO+CAP,
diferente de injecdes do muscimol.

Os resultados deste estudo, permite sugerir que o TACA nédo esta
agindo no receptor GABAA porque injecOes de diferentes doses de TACA no
NPBL nao produziram alteragcbes na ingestdo de &gua e soddio,
diferentemente do muscimol, um agonista classico do receptor GABAa,
que quando injetado no NPBL promoveu aumento da ingestdo de sédio e
agua em ratos tratados com FURO+CAP (CALLERA et al., 2005). Podemos

sugerir que as subunidades p de receptores GABAc, nao estao envolvidas
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no controle da ingestdo de agua e de sddio, ou ainda que a subunidade p
pode representar uma populacdo muito pequena nos neurdnios do NPBL.

Portanto, os resultados apresentados neste estudo e anteriores
(Callera et al., 2005; De Oliveira et al., 2007, 2011), mostram que a
ativacao dos receptores GABAx e GABAg, mas ndo GABAc: no NPBL facilita
a ingestdo de NaCl hipertdnico e agua em ratos depletados de sodio.
Novos estudos devem ser realizados, incluindo experimentos com a
substancia cis-4-aminocrotonic acid (CACA), um agonista do receptor
GABAc, sendo menos potente, porém mais seletivo para os receptores
GABAc.



Conclusao
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6 CONCLUSAO

« A ativacdo de receptores GABAx no NPBL de ratos promove o
aumento na ingestdo de &gua e so6dio hipertbnico em ratos
previamente tratados com FURO+CAP.

* Injecdes bilaterais de agonista e antagonista GABAc, TACA e ZAPA
sulphate, respectivamente, ndo promovem alteragcbes na ingestao de
agua e NaCl hipertbnico em ratos previamente tratados com
FURO-+CAP.

* Injegbes no NPBL bilateral de TACA n&o promovem alteragdes nos
niveis basais de Pressdo Arterial Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca
(FO).
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