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RESUMO

O ndcleo central da amigdala (CeA) e o nucleo parabraquial lateral (NPBL) séo
regides importantissimas para o controle da ingestdo sodio e agua. A integridade funcional do
CeA é fundamental para a ingestdo de sodio e dgua quando ocorre reducdo da atividade dos
mecanismos inibitérios do NPBL. Portanto, os objetivos do presente estudo foram investigar a
participagdo de alguns neurotransmissores no CeA no controle da ingestdo de sodio e &gua
induzida a) por desidratacdo extracelular e b) apds o bloqueio dos mecanismos inibitérios do
NPBL. Para tanto foram utilizados ratos Holtzman com céanulas guia de ago inoxidavel
implantadas bilateralmente apenas no CeA ou bilateralmente no CeA e no NPBL. A ingestéo
de NaCl 1,8% foi avaliada em animais saciados, hiperosmoticos ou com deplecgdo de sédio.

Em animais depletados de sédio, a administracdo bilateral do agonista de
receptores adrenérgicos ay/imidazélicos moxonidina (10 nmol), assim como a de muscimol
(0,25 nmol) no CeA reduziram a ingestdo de NaCl 1,8%. A ativacdo ou bloqueio dos
receptores de ocitocina, 0 blogueio de receptores muscarinicos, ativacdo de receptores
serotenérgicos 5-HT,anc, Ou ainda o bloqueio de receptores de aldosterona no CeA ndo
modificaram a ingestdo de sddio e agua. Contudo, injegdes bilaterais de losartan (20 pg) no
CeA reduziram a ingestdo de agua, mas ndo modificaram a ingestdo de s6dio em animais
depletados. Ja a ingestdo de sédio e agua induzidas por muscimol (0,5 nmol) no NPBL em
animais saciados foram abolidas ap6s bloqueio de receptores AT; de angiotensina com
administracdo de losartan no CeA.

Administracéo bilateral de naloxona (40 ug) no CeA ndo modificou a ingestdo
de NaCl 1,8% e de 4gua em animais desidratados. No entanto, a ingestdo de sodio e agua
induzidas por injecOes bilaterais de muscimol (0,5 nmol) no NPBL em animais saciados

foram completamente bloqueadas apds inje¢des bilaterais de naloxona no CeA. Além disso, a



ingestdo paradoxal de NaCl 0,3 M observada em ratos hiperosméticos ap0s o tratamento
bilateral de moxonidina no NPBL também foi bloqueada pelas injecdes de naloxona no CeA.
Os presentes resultados sugerem que receptores ocitocinérgicos, colinérgicos
muscarinicos, serotoninérgicos 5-HT, e receptores de aldosterona no CeA ndo participam do
controle da ingestdo de NaCl 1,8% induzida por deplecdo de sédio. Por outro lado, os
presentes resultados sugerem que receptores GABAEérgicos e receptores adrenérgicos oz No
CeA apresentam um papel inibitorio para o apetite ao sodio nessa situacdo. Embora o0s
mecanismos opidides e angiotensinérgicos no CeA aparentemente ndo contribuam para a
ingestdio de sodio induzida pela deplecdo de sbédio, o0s mecanismos opidides e
angiotensinérgicos no CeA sdo essenciais para a ingestdo de sodio observada quando os
mecanismos inibitérios do NPBL séo desativados pela acdo do muscimol nessa area. Além
disso, os mecanismos opidides no CeA também séo essenciais para a ingestdo paradoxal de
sodio em animais hiperosmaticos quando os mecanismos inibitdrios sdo atenuados pela acao
da moxonidina no NPBL. Portanto, a ativacdo de receptores opidides e de receptores
angiotensinérgicos no CeA € necessaria para a ingestdo de sédio observada ap6s a remogéo ou

atenuacao dos mecanismos inibitérios NPBL.

Palavras-chave: Apetite ao sddio. Sede. Ndcleo parabraquial lateral. Ndcleo central da
amigdala. GABA. Receptores adrenérgicos. Opidide.



ABSTRACT

The central nucleus of the amygdala (CeA) and the lateral parabrachial nucleus
(LPBN) are important areas for the control of sodium appetite. The functional integrity of the
CeA is critical to sodium and water intake when LPBN the inhibitory mechanisms are
deactivated. Therefore, the aims of this study were to investigate the role of different
neurotransmitters of the CeA in the control of sodium and water intake induced by a) sodium
depletion and b) after blockade of LPBN inhibitory mechanisms. Male Holtzman rats with
stainless steel guide cannula implanted bilaterally only in CeA or both into the CeA and
LPBN were used. Sodium (0.3 M NaCl) intake was evaluated in satiated, hyperosmotic and
sodium-depleted rats.

In sodium-depleted animals,  bilateral  administration  of  op-
adrenergic/imidazoline receptor agonist moxonidine (10 nmol) into CeA reduced 0.3 M NaCl
and water intake. Moreover, bilateral injections of muscimol (0.25 nmol) into CeA reduced
sodium intake without change water intake. Oxytocin receptors activation or its blockade in
the CeA, blockade of muscarinic cholinergic receptor or activation of 5SHT,a/oc serotonergic
receptor into the CeA did not change 0.3 M NaCl or water intake in sodium-depleted animals.

Bilateral injections of opioid receptor antagonist naloxone (40 pg) into the CeA
did not significantly change 0.3 M NaCl and water intake in sodium-depleted animals.
However, sodium and water intake induced by bilateral injections of muscimol (0.5 nmol)
into the LPBN in satiated animals were completely abolished after bilateral injections of
naloxone (40 pg) into CeA. Furthermore, paradoxical sodium intake observed in rats that
received oral gavage with 2 M NaCl (2 ml/rat) combined with bilateral injections of

moxonidine (0.5 nmol) in LPBN was also blocked by bilateral naloxone (40 pg) into the CeA.



0.3 M NaCl and water intake induced by bilateral muscimol injections (0.5
nmol) into LPBN in satiated animals were abolished by blocking AT, angiotensin receptors
(losartan - 20 pg) in CeA. In sodium-depleted animals, bilateral injections of losartan (20 ug)
into the CeA significantly reduced water intake but did not affect sodium intake. Bilateral
injections of the aldosterone antagonist RU 28318 (50 ng) did not change sodium and water
intake induced by sodium depletion.

Present results suggest that ocitocinergic, cholinergic muscarinic, 5-HT2anc
serotonergic receptors and aldosterone receptors of the CeA do not participate in the control
of 0.3 M NacCl intake induced by sodium depletion. Moreover, present results suggest that
GABAergic and ap-adrenergic receptors of the CeA have an inhibitory role for sodium
appetite in this situation. Although opioids and angiotensinergic mechanisms of the CeA
apparently do not contribute to sodium depletion-induced sodium intake, opioidergic and
angiotensinergic mechanisms in CeA are essential for sodium intake when the LPBN
inhibitory mechanisms are blockade by LPBN muscimol injection. In addition, opioidergic
mechanisms in CeA are also essential for the paradoxical sodium intake by hyperosmotic
animals when the inhibitory mechanisms are attenuated by LPBN moxonidine. Therefore, the
activation of opioidergic and angiotensinergic receptors of the CeA is required for sodium

intake observed after removal or attenuation of LPBN inhibitory mechanisms.

Keywords: Sodium appetite. Thirst. Lateral parabrachial nucleus. Central nucleus of the
amygdala. GABA. Adrenergic receptors. Opioids.
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1. INTRODUCAO

Regulacdo neuroenddcrina da ingestdo de agua e sodio

A todo instante perdemos agua e eletrolitos, principalmente sédio, pela
respiracdo, suor e predominantemente pela excrecéo urinaria. A regulacdo precisa do volume
dos liquidos corporais e da osmolaridade plasmatica é fundamental para a sobrevivéncia das
células. O cloreto de sodio (NaCl) é um importante constituinte do compartimento
extracelular e o maior determinante da osmolaridade e do volume do liquido extracelular. A
concentracdo de sodio nos liquidos corporais deve ser mantida dentro de estreitos limites de
variacdo para assegurar um funcionamento ideal de inumeros processos fisioldgicos. A
ingestdo de agua e de substancias salgadas € uma resposta comportamental fundamental para
um individuo repor suas necessidades de agua e NaCl.

A desidratacdo pode ocorrer quando as quantidades de agua e de sddio no
organismo tornam-se muito reduzidas. Quando a concentracdo extracelular de sédio aumenta,
ha um aumento na pressdo osmotica efetiva do compartimento extracelular, promovendo uma
reducdo do volume de agua das células, caracterizando assim a “desidratacdo intracelular”. A
desidratacdo pode ser absoluta quando h& perda de &gua dos compartimentos celular e
extracelular, como acontece na privacao de agua, ou relativa se existir apenas uma perda de
agua celular, que se difunde para o liquido extracelular, como ocorre, por exemplo, na
ingestdo ou sobrecarga de solutos osmoticamente ativos. Em situacbes como hemorragia,
diarréia, vémito, deplecdo de sodio, etc., ocorre reducdo unicamente do volume do liquido
extracelular, caracterizando assim a “desidratagio extracelular”. E importante destacar que
nessa situacdo ha uma perda conjunta de &gua e de sddio, e por isso ela é geralmente

acompanhada de comportamento apetitivo ao sodio. Embora os dois tipos de desidratagdo
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sejam experimentalmente e clinicamente separaveis, € comum a ocorréncia simultanea de
ambas, principalmente durante privacdo hidrica (DE LUCA JR et al., 2005).

Por outro lado, varias evidéncias correlacionam o consumo excessivo de sal ao
desenvolvimento ou agravamento de doencgas cronicas, incluindo a hipertensdo (WHO, 2012;
HE e MACGREGOR, 2012). Estima-se que a quantidade didria de sodio consumida pela
populacédo brasileira é de 4,5 g por pessoa, independente da regido ou classe de renda,
excedendo assim em mais de duas vezes o limite recomendado de ingestdo desse nutriente
(SARNO et al., 2013). O excesso de sodio ingerido na maioria das vezes esta associado ao
aumento da palatabilidade dos alimentos (KEAST e BRESLIN, 2003; LIEM et al., 2011).

Mecanismos que assegurem a ingestdo continuada de &gua e sodio sao
fundamentais para a regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico. Em humanos, um aumento na
osmolaridade plasmatica cerca de 2% e hipovolemia em torno de 10% promovem sede
(FITZSIMONS, 1985). Em relacdo a ingestdo de sodio, varios estudos mostram aumento da
preferéncia ao sédio em humanos submetidos a diversas situacbes em que o balango
hidromineral estéa alterado, como por exemplo, administracdo de diuréticos acompanhada de
dieta hipossaddica, privacdo hidrica mais sudorese, hemodialise e gestacdo (BEAUCHAMP et
al., 1990; TAKAMATA et al., 1994; LESHEM e RUDOQY, 1997; DUFFY et al., 1998).

O comportamento de ingestdo é a Unica forma pela qual um animal pode repor
suas necessidades de agua e sédio. A ingestdo de agua e sodio é regulada por mecanismos
ativados em situacdes de hipovolemia ou alteracBes de osmolaridade plasmética e depende de
receptores localizados em diferentes partes do corpo (por exemplo, barorreceptores e
osmorreceptores) ou hormonios (angiotensina Il e aldosterona) que ativam algumas regides
especificas do sistema nervoso central (SNC), desencadeando as respostas comportamentais
de busca pela agua (sede) e sodio (apetite ao sdédio), (JOHNSON e THUNHORST, 1997;

JOHNSON e THUNHORST, 2007).
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O sistema renina-angiotensina-aldosterona é um importante sistema hormonal
ativado em situacdes de hipovolemia. A renina, uma enzima proteolitica, atua sobre o
substrato plasmatico, o angiotensinogénio (uma proteina globular sintetizada no figado),
produzindo um decapeptideo, a angiotensina I (ANG I). A ANG | sob a acdo da enzima
conversora da angiotensina (ECA) produz um octapeptideo ativo, denominado angiotensina Il
(ANG II). Sabe-se que a fonte de renina é o aparelho justaglomerular renal, e que as células
da macula densa também exercem importante funcdo no controle da secrecdo da renina.
Fatores como reducdo da pressdo de perfusdo arterial renal, reducdo da concentracdo do ion
sodio para a macula densa, aumento da atividade do nervo renal, ativacdo dos receptores do
subtipo ;1 adrenérgicos, catecolaminas ou prostaglandinas circulante, ativam a secrecdo de
renina (FITZSIMONS, 1998).

Estudos classicos de Fitzsimons e colaboradores (para revisdo vide
FITZSIMONS, 1998) foram os primeiros a demonstrar que a renina e seu peptideo efetor
ANG Il eram efetivos como estimulos dipsogénicos. Além de estimular a ingestdo de agua e
de sddio, a ANG Il apresenta outras funcdes fisiol6gicas, como regulacdo da pressao arterial,
excrecdo de sodio, e a secrecao de vasopressina, podendo ter também importantes funcbes no
aprendizado e memoria (FITZSIMONS, 1998). Receptores centrais para acoes da ANG 11 ja
foram demonstrados em diversas areas encefalicas como 6rgdo subfornical (OSF), érgédo
vasculoso da lamina terminal (OVLT), nucleo paraventricular (PVN), nucleo pré-optico
mediano (MnPO), area postrema (AP) e nucleo do trato solitario (NTS) (LEWIS et al., 1986;
McKINLEY et al., 1987; ALLEN et al., 1988). Dos varios receptores de ANG Il (existem
pelo menos quatro) os mais importantes para seu efeito dipsogénico sdo os receptores AT,
presentes em Orgdos cincunventriculares prosencefalicos, tais como SFO e OVLT, podendo

haver também alguma participacao de receptores AT, (FITZSIMONS, 1998).
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A aldosterona, um mineralcorticoide, também tem papel fundamental na
conservacdo de sodio no organismo, e € o sinal endocrino final do sistema renina-
angiotensina-aldosterona. A secrecdo de aldosterona pela zona fasciculada da adrenal é
regulada pela ANG |1 e concentracdo extracelular de potassio. A aldosterona atua nos ductos
coletores renais e célon para regular a (re)absorcao de sodio e secrecdo de potassio (BOOTH
et al.,, 2002). Atuando no SNC a aldosterona induz aumento do apetite ao sodio
(GALAVERNA et al., 1992; SAKAI et al., 1996; JIA et al., 2005; GEERLING e LOEWY,
2006a; GEERLING e LOEWY, 2006b; GEERLING e LOEWY, 2007; GEERLING e
LOEWY, 2008; GEERLING e LOEWY, 2009).

O apetite ao sdédio pode ser induzido experimentalmente por diferentes
protocolos. A deplecdo de sddio de 24 h € produzida pela combinacdo de uma natriurese e
diurese farmacolodgicas, por injecdo subcutanea (sc) de furosemida (20 mg/kg de peso
corporal), associada a uma dieta deficiente em sodio, tendo os animais livre acesso a agua
(SAKAI et al., 1986; WEISS et al., 1986; SAKAI et al., 1987). Neste protocolo ocorre a perda
de sdédio, mas em virtude do acesso livre a agua, resulta em reducdo do volume e da
osmolalidade do liquido extracelular com elevacdo das concentracfes plasmaticas de ANG I
e aldosterona (FLUHARTY e EPSTEIN, 1983; SAKAI e cols., 1986). Dessa forma, a
ingestdo de sodio seria acionada ndo pela deficiéncia de sédio em si, mas pelas consequéncias
hormonais da perda do sodio, ou seja, por um aumento sustentado nos niveis plasmaticos
tanto de ANG Il quanto da aldosterona (FLUHARTY e EPSTEIN, 1983; SAKAI e cols.,
1986). Além disso, para a expressao completa do quadro da ingestdo de sédio que é induzida
pela deplecéo de sodio de 24 h, é necessaria a agdo da ANG Il no cérebro (WEISS e cols.,
1986).

Também é possivel induzir apetite ao sodio agudamente, por meio do

tratamento com o diurético furosemida (10 mg/kg de peso corporal) associado ao inibidor da
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enzima conversora de angiotensina Il captopril (5 mg/kg de peso corporal) sc. Esse tratamento
combinado induz uma significante ingestdo de NaCl 0,3 M que se inicia num curto periodo de
tempo (uma hora apds o tratamento) devido a hipotensdo associada a um aumento da
formacdo de ANG Il no cérebro (FITTS e MASSON, 1989; THUNHORST e JOHNSON,
1994; MENANI et al., 1996).

Variagdes no volume e na osmolaridade plasmatica desencadeiam alteracoes
nos niveis plasmaticos de vasopressina (AVP), ocitocina (OT) e peptideo natriurético atrial
(ANP). Os neurdnios responsaveis pela sintese e liberacdo de vasopressina e ocitocina
localizam-se no nucleo paraventricular e nucleo supra-optico (SON), tendo uma
predominancia de neurdnios de ocitocina no PVN e neurdnios vasopressinérgicos no SON
[para revisdo vide (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). A vasopressina, também
conhecida como hormonio antidiurético (ADH), desempenha importante funcdo na
homeostase hidrica, atuando diretamente nas células renais responsaveis pela reabsorcdo de
agua livre, conservando &gua corporal. Verney (1947) originalmente demonstrou que a
liberacdo de AVP na circulacdo sanguinea € estimulada pela ativacdo dos osmorreceptores
(VERNEY, 1947). A liberacdo de AVP também ¢é estimulada pela hipovolemia e redugdo na
pressdo arterial.

Em situacGes de expansdo do volume ou aumento da osmolaridade plasmatica
ocorre a liberacdo do peptideo natriurético atrial, um peptideo de 28 aminoacidos, sintetizado
principalmente nos midcitos atriais. O ANP participa da manutencdo do volume por produzir
diurese, natriurese e vasodilatacdo (DE BOLD et al., 1981). O ANP também inibe a acéo
vasoconstritora da ANG 1l, AVP e noradrenalina (BAXTER et al., 1988). Administracdo
central ou periférica de ANP reduz a ingestdo de agua (induzida por privacao hidrica) e de
sodio (induzida por deplecao de sodio), (ANTUNES-RODRIGUES et al., 1985, ANTUNES-

RODRIGUES et al.,1986; McCANN et al., 1996).
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A ocitocina (OT) é secretada na circulacdo sanguinea durante expansdo de
volume, particularmente durante expansdo hipertbnica, e tem acdo natriurética, um
mecanismo importante para compensar ou pelo menos atenuar essa expansao (McCANN et
al., 2003). Complementando a acédo renal, esse hormonio também inibe a sede e o apetite ao
sodio. A ocitocina plasmatica aumenta em resposta a uma carga osmotica e este aumento é
revertido em resposta a diluicdo do liquido extracelular durante a ingestdo de agua que
precede o0 apetite ao sodio em animais hipovolémicos (VERBALIS et al.,, 1995;
BLACKBURN et al., 1995). Injecéo intracerebroventricular de ocitocina reduz a ingestao de
sodio induzida por deplecédo de sddio e a injecdo de antagonista de ocitocina pela mesma via
potencia a ingestdo de sodio induzida por angiotensina Il (VERBALIS et al., 1995; SATO et
al., 1997). Concomitantemente a ativacdo de mecanismos facilitadores do apetite ao sédio
(ANG I, aldosterona, desativacdo de receptores de volume), a ocitocina central participa dos
mecanismos que inibem o apetite ao sodio nas fases iniciais de hipovolemia. Os mecanismos
inibitorios seriam desativados durante a reducdo da osmolaridade extracelular, liberando ent&o
a acdo dos mecanismos facilitadores (VERBALIS et al., 1995; BLACKBURN et al., 1995).
Assim como 0s mecanismos excitatérios, que levam a busca pela dgua e ao apetite ao sodio,

0S mecanismos inibitdrios também sdo importantes no controle da ingestdo de agua e sédio.

Mecanismos inibitorios do nucleo parabraquial lateral na ingestdo de agua e sddio

No tronco encefélico, um importante mecanismo inibitério que controla a
ingestdo de agua e NaCl foi descrito no nicleo parabraquial lateral (NPBL), uma estrutura
pontina que situa-se dorsolateralmente ao peddnculo cerebelar superior, (EDWARDS e
JOHNSON, 1991; MENANI e JOHNSON, 1995; COLOMBARI et al., 1996; MENANI e
cols., 1996; MENANI et al., 1998a; MENANI et al., 1998b; MENANI et al., 2000). Os

primeiros estudos mostraram que les@o eletrolitica ou a lesdo neurotdxica (com injecdo de
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acido iboténico) no NPBL em ratos levava a um aumento da ingestdo de agua induzida pela
administracdo central ou periférica de ANG Il ou injecdo periférica de isoproterenol
(OHMAN e JOHNSON, 1986; OHMAN e JOHNSON, 1989; JOHNSON e EDWARDS,
1990; EDWARDS e JOHNSON, 1991).

InjecBes bilaterais no NPBL de metisergida, um antagonista de receptores
serotonérgicos, aumenta a ingestdo de NaCl induzida pela ANG Il administrada tanto
intracerebroventricular (icv) quanto no 6rgao subfornical (OSF) (MENANI et al., 1996;
COLOMBARI et al., 1996). Metisergida injetada bilateralmente no NPBL também aumentou
a ingestdo de NaCl induzida pelo tratamento combinando o diurético furosemida e o
bloqueador da enzima conversora de angiotensina captopril, ambos injetados sc (MENANI et
al., 1996). Por outro lado, a injecdo de DOI (agonista de receptores 5-HT,a2c) no NPBL
reduziu a ingestdo de NaCl induzida pelo tratamento com furosemida + captopril
subcutaneamente (sc), (MENANI et al., 1996). Além disso, metisergida injetada no NPBL
aumenta a ingestdo de &gua e NaCl hipertdnico induzida por 24 horas de privacdo hidrica,
deplecdo de sédio (furosemida sc seguida de 24 horas com dieta deficiente de sédio) ou pelo
tratamento crénico com desoxicorticosterona (DOCA), um composto esterdide com
propriedades semelhantes a aldosterona (MENANI et al., 1998a; MENANI et al., 1998b; DE
GOBBI et al., 2000). Metisergida no NPBL combinada com o aumento da osmolaridade
plasmaética produzido por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M também induz uma paradoxal
ingestdo de NaCl hiperténico (DE LUCA JR et al., 2003).

Além da serotonina (5-HT), também a colecistocinina (CCK) no NPBL tem um
papel inibitério na ingestdo de agua e sédio (MENANI e JOHNSON, 1998). Inclusive, foi
demonstrada uma interdependéncia e cooperatividade entre 5-HT e CCK no NPBL no
controle da ingestao de agua e sodio (DE GOBBI et al., 2001), pois a liberacéo de 5-HT induz

tambem a liberacdo de CCK no LPBN e vice-versa. Outros estudos também j& demonstraram
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o0 papel inibitério do glutamato e do fator liberador de corticotrofina no NPBL na ingestéo de
agua e sodio e também o envolvimento dos receptores adrenérgicos a, no controle da ingestdo
de sodio (XU et al., 1997; DE CASTRO E SILVA et al., 2006; DE GOBBI et al., 2009;
ANDRADE et al., 2004; ANDRADE et al., 2006). Injecdes bilaterais de muscimol (agonista
GABA,) no NPBL induzem ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos saciados, e 0 prévio tratamento
com bicuculina (antagonista de receptores GABA,) reverteu esses efeito (CALLERA et al.,
2005). Injegdes do agonista opidide B-endorfina no NPBL também induzem ingestdo de NaCl
0,3 M em ratos saciados e o0 pré-tratamento com o antagonista opidide naloxona aboliu esse
efeito (DE OLIVEIRA et al., 2008).

As células do NPBL sdo ativadas apds a ingestdo de solugbes de sédio em
animais com desidratacao intra e extracelular, (KOBASHI et al., 1993; YAMAMOTO et al.,
1993; FRANCHINI e VIVAS, 1999), sugerindo que as células do NPBL podem ser ativadas
por estimulos viscerais e talvez de sabor. O NPBL recebe muitas fibras provenientes da AP e
porcdo adjacente do NTS medial (AP/NTSm), (NORGREN, 1981; SHAPIRO e MISELIS,
1985; HERBERT et al., 1990). O NPBL possui conex@es reciprocas com areas
prosenceféalicas, tais como o nucleo paraventricular do hipotalamo, nucleo central da amigdala
e nucleo pré-6ptico mediano, e também com areas bulbares, como a area postrema (AP) e a
porcdo medial do nucleo do trato solitario (NTSm), (NORGREN, 1981; CIRIELLO et al.,
1984; FULWILER e SAPER, 1984; LANCA e van der KOOY, 1985; HERBERT et al., 1990;
JHAMANDAS et al., 1992; KRUKOFF et al., 1993; JHAMANDAS et al., 1996). Portanto, o
NPBL poderia integrar sinais que ascendem da AP/NTSm para as areas prosencefalicas

envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico.
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Importancia do nucleo central da amigdala para a ingestdo de sodio

A amigdala (ou complexo amigdaldide), uma estrutura limbica localizada nos
lobos temporais, participa do fundamental circuito cerebral envolvido no controle de ingestéo
de sodio e agua (COVIAN et al., 1975), e tem como principais regides os nucleos: medial,
lateral, basal, e o nucleo central. A amigdala apresenta particular interesse no comportamento
motivado de ingestdo de sddio por manter conexdes reciprocas com areas do tronco
encefalico, que sdo centros processadores de informagdes gustatorias e viscerais (NORGREN,
1995).

Lesdes bilaterais do nucleo central da amigdala (CeA) abolem a ingestdo diaria
de NaCl 3% e o apetite ao sodio induzido por DOCA e também por ativacdo da angiotensina
Il cerebral por meio de injecdes intracerebroventriculares (icv) de renina (GALAVERNA et
al., 1992). Esse mesmo trabalho mostrou que animais com lesdes bilaterais do CeA néo
sofreram alteracbes na ingestdo de solucBGes palatdveis de sacarose, comida ou d&gua,
sugerindo assim um efeito especifico para a ingestdo de sddio hiperténico. ZARDETTO-
SMITH e colaboradores (1994) também mostraram uma reducdo do apetite ao s6dio apos
lesdo do CeA em animais tratados com ioimbina sc ou depletados de s6dio com furosemida.

Por outro lado, a ingestdo de agua induzida por angiotensina Il (ANG 1) sc ou
por desidratacdo celular promovida por salina hiperténica sc ndo é afetada pelas lesdes do
CeA, reforcando o conceito que lesbes do CeA reduzem especificamente o apetite ao sédio,
(ZARDETTO-SMITH et al., 1994). Lesdes bilaterais do CeA reduziram a ingestdo de NaCl
0,3 M, sem alterar a ingestdo de agua, em animais com 36 horas de privacdo hidrica
submetidos a um protocolo de reidratacéo parcial na primeira hora seguida de acesso ao NaCl
0,3 M e agua nas duas horas seguintes e também reduziu a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida
por 24 horas de deplecéo de sédio (VENDRAMINI, 2009), confirmando os efeitos da leséo

do CeA ja descritos na literatura.
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Diversos estudos sugerem que a angiotensina Il (ANG 1I) e a aldosterona
podem estar envolvidos nos mecanismos facilitadores no CeA para controlar a ingestdo de
sodio (LIND et al., 1985; SAKAI et al., 1986; NITABACH et al., 1989; SCHULKIN et al.,
1989; GALAVERNA et al., 1992; ZHANG et al., 1993; ZARDETTO-SMITH et al., 1994;
SAKAI et al., 1996; SAKALI et al., 2000; FRANCIS et al., 2001; SULLIVAN et al., 2004).
Receptores centrais para acdes da ANG Il ja foram bem estudados em diversas areas como
orgdo subfornical, 6rgdo vasculoso da lamina terminal, nicleo paraventricular, ndcleo pré-
Optico mediano, area postrema e nucleo do trato solitario e é a uma acdo da ANG Il nesses
receptores que se atribui seu efeito natriorexigénico (LEWIS et al., 1986; McKINLEY et al.,
1987; ALLEN et al., 1988). Além disso, também um denso contedo de terminais contendo
ANG 11 foi observado no CeA (LIND et al., 1985).

Estudos mais recentes identificaram um grupo especifico de neurbnios
(neurbnios HSD2) no nucleo do trato solitario (NTS) que co-expressam receptores
mineralocorticoides e a enzima 11 B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (HSD2), uma
enzima que inativa glicocorticoides e, portanto, permite ligagdo com 0s receptores
mineralocorticoides apenas da aldosterona (GEERLING et al., 2006). Esses neur6nios HSD2
do NTS sensiveis a aldosterona sdo ativados durante a deplecdo de sédio e desativados ap6s a
ingestdo de sddio e, portanto, poderiam estar envolvidos com o controle da ingestdo de sodio
(GEERLING e LOEWY, 2006b; GEERLING e LOEWY, 2007). Porém, outros estudos
sugerem que a amigdala e areas periventriculares prosencefalicas seriam as principais areas
centrais envolvidas nos efeitos natriorexigénicos da aldosterona (SAKAI et al., 1986;
NITABACH et al., 1989; SCHULKIN et al., 1989; GALAVERNA et al., 1992; ZHANG et
al., 1993; SAKAI et al., 1996; SAKAI et al., 2000; FRANCIS et al., 2001; SULLIVAN et al.,
2004). O CeA também esta diretamente conectado com o NTS particularmente com a regido

do NTS rica em neurdnios HSD2 (GEERLING e LOEWY, 2007), assim, esse circuito NTS —
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NPBL — CeA — NTS pode ser considerado como uma base neuroanatdmica para a modulagéo
da ingestdo de sodio pelo CeA (GEERLING e LOEWY, 2006a; GEERLING e LOEWY,
2007).

Recentemente foi demonstrado que a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M produzido
pelas injecdes bilaterais de muscimol no NPBL em animais saciados e normovolemicos foi
completamente abolida pelas lesbes bilaterais do CeA (ANDRADE-FRANZE et al., 2010D).
Ademais, 0 aumento da ingestdo de dgua e NaCl 0,3 M produzido pelas injecoes bilaterais de
moxonidina ou metisergida no NPBL em animais previamente tratados com FURO+CAP sc
também foi completamente abolida pelas lesdes bilaterais do CeA (ANDRADE-FRANZE et
al., 2010a).

Esses resultados (ANDRADE-FRANZE et al., 2010a,b) sugerem uma forte
conexdo entre 0 NPBL e 0 CeA para o controle do apetite ao sodio. Parece que o aumento na
ingestdo de sodio produzida pela desativacdo dos mecanismos inibitérios do NPBL é
totalmente dependente dos mecanismos facilitatorios presentes no CeA. E possivel que os
mecanismos inibitérios do NPBL atuem reduzindo a atividade dos neurdnios do CeA e,
portanto, apos lesdes do CeA os mecanismos inibitérios do NPBL ndo possam mais modular
a ingestdo de sddio, devido a inexisténcia do mecanismo facilitatério no CeA.

Resultados mais recentes ainda ndo publicados mostraram que o bloqueio
farmacoldgico do CeA, com injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol) nessa area, também
aboliu a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzidas pelas injecGes bilaterais de muscimol (0,5
nmol) no NPBL (ANDRADE-FRANZE et al., 2010c). Da mesma forma, injecbes de
muscimol (0,25 nmol) no CeA também aboliram o aumento da ingestéo de 4gua e NaCl 0,3 M
produzido pelas injecdes de moxonidina no NPBL em animais tratados com FURO + CAP sc

(ANDRADE-FRANZE et al., 2010c). Esses resultados com bloqueio farmacoldgico
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reversivel do CeA confirmam a importancia da atividade dos neurdnios do CeA modulando a
ingestdo de sddio durante a atenuagdo dos mecanismos inibitérios do NPBL.

Esses resultados obtidos com injecbes de muscimol no CeA sugerem que é
possivel bloguear os mecanismos facilitatorios do CeA e com isso a ingestdo de soédio por
intervencdes diretas no CeA. Um estudo recentemente publicado mostrou que injecdes
bilaterais de muscimol no CeA diminuiram de maneira dose-dependente a ingestdo de NaCl
0,3 M e agua em animais depletados de sodio (WANG et al., 2012), um efeito abolido pelo
pré-tratamento com bicuculina (0,4 nmol) injetada bilateralmente na mesma area. Entretanto,
apenas injecdes de bicuculina (0,4 nmol) no CeA ndo modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M
ou agua (WANG et al., 2012). Embora os efeitos do muscimol no CeA possam sugerir que,
além dos mecanismos facilitatérios, também poderiam existir mecanismos inibitorios atuando
diretamente no CeA, mais estudos sdo necessarios para se entender como estes mecanismos
inibitdrios atuariam na CeA para controlar a ingestdo de sodio. Assim, seria interessante se
testar os efeitos do blogueio dos mecanismos gabaérgicos do CeA na ingestdo de sodio
induzida por deplecéo de sddio com inje¢des bilaterais de doses mais altas dos antagonistas de
receptores GABAA ou GABAGg, respectivamente, bicuculina e CGP 35348.

Considerando-se que o CeA apresenta denso conteldo de terminais contendo
ANG Il (LIND et al., 1985), que também estd diretamente conectado com o NTS
particularmente com a regido do NTS rica em neurénios HSD2 (GEERLING & LOEWY,
2007), e que a lesdo dessa area afeta a ingestdo de sodio dependente de ANG Il e aldosterona
(GALAVERNA et al., 1992, ZARDETTO-SMITH et al., 1994; SAKAI et al., 2000), é
possivel que ANG Il e/ou a aldosterona agindo diretamente no CeA possa estimular o apetite
ao sodio. No entanto, os efeitos do bloqueio de receptores de ANG Il e de aldosterona no CeA
sobre a ingestdo de sodio induzida por deplecédo de sédio ainda nédo séo claros. Isso pode ser

testado injetando-se diretamente no CeA antagonistas de receptores AT; como losartan ou de
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receptores mineralocorticdides, como RU 28318 em ratos submetidos a 24 h de deplecédo de
sodio. Considerando esses recentes resultados (ANDRADE-FRANZE et al., 2010a,b) é
possivel que apenas injecdo de ANG Il no CeA ndo seja suficiente para induzir ingestdo de
sodio em animais saciados. Assim, também foi proposto no presente estudo investigar se
injecGes de ANG Il no CeA modificaria a ingestdo de NaCl 0,3 M em animais saciados apos a
atenuacdo dos mecanismos inibitorios com injecdo de moxonidina no NPBL. Além disso,
resultados do nosso laboratorio mostraram que a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida por
muscimol injetado no NPBL foi reduzida por injecbes de losartan (antagonista do receptor
ATi) no VL (RONCARI et al., 2011) e, mais especificamente, no OSF (RONCARI et al.,
2014). Sabendo que o OSF envia projecdes diretas para 0 CeA (JOHNSON e GROSS, 1993),
seria interessante verificar se a ingestdo de NaCl 0,3 M e &gua induzida por muscimol
injetado no NPBL também poderia ser modificada por injecdes de losartan diretamente no
CeA.

Concomitantemente a ativacdo de mecanismos facilitadores do apetite ao sodio
(ANG I, aldosterona, desativagdo de receptores de volume), na hipovolemia ocorreria a
liberacdo de ocitocina centralmente que inibiria o apetite ao sédio nas fases iniciais de
hipovolemia. Mais tarde, com a ingestdo de agua, os mecanismos inibitorios dependentes de
OT seriam desativados pela reducdo da osmolaridade extracelular, liberando entéo a agéo dos
mecanismos facilitadores para a ingestdo de sodio (VERBALIS et al., 1995; BLACKBURN
et al., 1995). Embora esteja bem estabelecido o efeito inibitorio da OT na ingestdo de sodio,
ainda ndo se tem evidéncia de possiveis areas centrais onde ela atuaria. Dessa forma, seria de
grande interesse testar se a injecdo de OT ou de seu antagonista no CeA também modificaria a
ingestdo de sddio em animais submetidos a deplecéo de sodio.

Varios estudos mostram que a ativagdo adrenérgica o, em areas prosencefalicas

promove um efeito inibitério na ingestdo de agua e de NaCl induzida por diferentes
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tratamentos (para revisdo vide MENANI, et. al., 2006). Estudos de DE OLIVEIRA e
colaboradores (2003b) mostraram que injecGes bilaterais de moxonidina (agonista de
receptores adrenérgicos a2 e imidazolicos, 10 ¢ 20 nmol/1 ul) no complexo amigdaldide
reduziram a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecao de sdédio. No mesmo estudo, foi
verificado que a administracao bilateral de moxonidina diretamente no nucleo basal da
amigdala reduziu a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecédo de sddio apenas na dose de
20 nmol/0,4 ul, mas nao alterou a ingestdo nas doses de 5 ¢ 10 nmol/0,2 ul, enquanto que
injecdes bilaterais de moxonidina (5 ¢ 10 nmol/0,2 pl ¢ 20 nmol/0,4 pul) no CeA nao alteraram
a ingestdo de NaCl 0,3 M também induzida por deplecao de sodio (DE OLIVEIRA et al.,
2003b). Considerando a importancia dos mecanismos adrenérgicos p, para o controle da
ingestdo de sodio, os efeitos de injecdes bilaterais de moxonidina no CeA sobre a ingestao de
NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecdo de sédio foram novamente testados no presente
estudo.

Luz e colaboradores (2007) demostraram a participacdo dos receptores 5HT;
na ingestdo de sddio induzida por 24 horas de deplecdo de sodio, uma vez que a ativacao
desses receptores no CeA reduz a ingestdo de sédio. Porém, os mesmos autores demonstraram
que os receptores 5SHT2C no CeA parecem ndo estar associados com a ingestdo de sddio
induzida por deplecdo de sodio (LUZ et al., 2007). Assim, também seria interessante estudar
os efeitos de injecdes bilaterais de DOI (agonista de receptores 5HT2A/2C) no CeA sobre a
ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecao de sodio.

Estudos recentes de Asnar e colaboradores (2013) demonstraram que o0
bloqueio de receptores colinérgicos centrais com atropina (20 nmol/1 pl, i.c.v.) reduziu a
ingestdo de NaCl 0,3 M e &gua induzida por injecGes bilaterais de muscimol no NPBL. Por
outro lado, 0 mesmo tratamento i.c.v. ndo produziu qualquer alteragdo da ingestdo de agua e

NaCl 0,3 M induzida por FURO+CAP em ratos tratados com moxonidina no NPBL (ASNAR
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et al., 2013). Diversos trabalhos demonstraram a presenca de receptores muscarinicos no
complexo amigdaldide, incluindo o CeA (ANDRE et al., 1984; MASH et al., 1986;
BUCKLEY et al., 1988), especificamente na porcdo lateral do CeA (van der ZEE et al.,
1997). Assim, seria interessante verificar se 0 CeA teria alguma participacéo nessa reducédo da
ingestdo de sodio, especificamente na ingestdo de sodio induzida por 24 hs de deplecdo de
sodio.

E finalmente, devemos destacar a importancia dos mecanismos opioidérgicos
no controle do comportamento ingestivo, especificamente, sobre a ingestdo de sodio e dgua
(COOPER e GILBERT, 1984; HUBBELL e McCUTCHEON, 1993; LUCAS et al., 2007; DE
OLIVEIRA et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2014). Recentemente, trabalho de Yan e
colaboradores (2013) demonstraram uma importante participacdo dos mecanismos
opioidérgicos do CeA no controle da ingestdo de sodio. Injecbes bilaterais de DAMGO
(agonista opidide ) no CeA aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua no modelo de
privacdo hidrica e rehidratacdo parcial (PH-RP), e a administracdo prévia de CTAP
(antagonista opiodide ) reverteu os efeitos do DAMGO em animais PH-RP (YAN et al.,
2013). Da mesma forma, injecdes bilaterais de DAMGO também aumentaram a ingestdo de
NaCl 0,3 M e agua induzida por FURO+CAP sc, e o prévio tratamento com CTAP também
reverteu os efeitos do DAMGO na ingestdo de sédio e agua induzida por FURO+CAP sc
(YAN et al., 2013). Entretanto, apenas a administracdo de CTAP no CeA néo foi capaz de
reduzir a ingestdo de sddio induzida por FURO+CAP sc (YAN et al., 2013). Assim, seria
interessante testar se o bloqueio dos mecanismos opioidérgicos do CeA modificariam a
ingestdo de sodio induzida por outros protocolos de ingestdo de sodio, tais como a deplecéo
de sodio. Também, levando-se em consideracdo a interacdo entre o0 NPBL e CeA ja

demonstrada por trabalhos anteriores do laboratdrio, seria interessante investigar se a
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facilitacdo da ingestdo de sodio que ocorre ap6s o bloqueio dos mecanismos inibitérios do
NPBL depende da liberacao de opidide no CeA.

Apesar dos resultados de GALAVERNA e colaboradores (1992), os quais
mostraram que animais com lesGes bilaterais do CeA ndo sofreram alteracdes na ingestdo de
solucdes palataveis de sacarose, comida ou agua, até 0 momento nao foi testado se o bloqueio
farmacologico reversivel, sem lesdo do CeA, também néo alteraria outros comportamentos de
ingestdo, como a ingestdo de alimento ou sacarose, sugerindo assim um efeito especifico para
a ingestdo de sodio hiperténico.

Apesar dos estudos que mostram que a) o CeA é uma area prosencefalica
muito importante para o comportamento de ingestdo de sodio; b) o NPBL é uma estrutura
pontina que exerce um importante mecanismo inibitorio para o controle da ingestdo sédio e
agua; c) a integridade funcional do CeA é fundamental para a ingestdo de sdédio e de agua
qguando ocorre reducdo da atividade dos mecanismos inibitorios do NPBL; até 0 momento 0s
neurotransmissores facilitatorios e inibitdrios do CeA envolvidos com esse controle da

ingestdo de sddio ainda néo estdo bem claros.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram: a) investigar a participacdo de
diferentes neurotransmissores no CeA no controle da ingestdo de sodio e agua induzida por
protocolos de deplecdo de sodio; b) investigar a participacdo de alguns neurotransmissores no
CeA no controle da ingestdo de sodio e 4gua apos o blogueio dos mecanismos inibitorios do
NPBL e C) avaliar o papel do CeA sobre outros comportamentos ingestivos, tais como

alimento e sacarose.



38

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman, adultos, com peso em torno de 270-290 g (no
dia da cirurgia encefélica) provenientes do Biotério do Campus de Araraquara da UNESP. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais de aco inoxidavel, com livre acesso a racgéo,
agua e solucdo de NaCl 0,3 M (1,8%). Os animais permaneceram em salas climatizadas
(temperatura de 23 + 2 °C e umidade de 50 + 10%), com ciclo claro-escuro de doze horas
(presenca de luz das 7h00 as 19h00), no Laboratério Experimental de Fisiologia do
Departamento de Patologia e Fisiologia da FOAr, UNESP, Araraquara.

Todos os procedimentos experimentais foram autorizados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal — CEEA (Proc. CEEA n° 35/2010). No final dos experimentos, 0s

animais foram sacrificados e incinerados de acordo com normas de controle ambiental.

3.2. Cirurgia encefélica

Os ratos foram anestesiados com uma combinacao de cetamina (80 mg/kg peso
corporal) e xilazina (7 mg/kg peso corporal) administrada intraperitonealmente. Inicialmente,
foi feita uma tricotomia do topo da cabeca do animal para facilitar a cirurgia e evitar possiveis
infeccbes. Em seguida, os ratos foram adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf
900). A cirurgia foi iniciada com uma incisao realizada com o bisturi, com posterior remog¢éo
do peri6stio para exposicdo da caixa craniana. Através da incisdo, foram visualizadas as
suturas bregma e lambda que foram utilizadas como referéncia para nivelar as cabecas dos
ratos. Em seguida, foram feitas trés perfuracbes na caixa craniana para a introducdo de

parafusos necessarios para a fixacdo das canulas e da resina acrilica que foi utilizada
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posteriormente. Utilizando-se o bregma foram determinados os pontos para a introducédo de
canulas de aco inoxidavel de 12 x 0,5 mm d.i. (didmetro interno) nas cabecas dos ratos.

Para o implante bilateral no nucleo central da amigdala, as canulas foram
posicionadas bilateralmente no cérebro de acordo com as seguintes coordenadas: 2,5 mm
caudal ao bregma, 4,3 mm lateral ao seio sagital e 4,5 mm de profundidade a partir da dura-
mater. Nesses pontos foi feita trepanacdo no cranio, abrindo-se orificios de aproximadamente
1,5 mm de diametro onde as canulas foram introduzidas. As canulas foram entdo fixadas nas
cabecas dos ratos com o auxilio da resina acrilica. Apos sua completa secagem, retirou-se o
animal do aparelho estereotéxico e introduziu-se 0 mandril na canula.

Para atingir a regido do NPBL, canulas foram posicionadas bilateralmente no
encéfalo de acordo com as seguintes coordenadas: 9,2 mm caudal ao bregma, 2,1 mm lateral a
linha mediana e 3,5 mm abaixo da dura-mater, de acordo com PAXINOS e WATSON, 2005.
Nesses pontos foi feita outra trepanacao no cranio, abrindo-se orificios de aproximadamente
1,5 mm de didmetro onde as canulas foram introduzidas. As canulas foram ent&o fixadas nas
cabecas dos ratos com o auxilio da resina acrilica. Ap6s sua completa secagem, retirou-se 0
animal do aparelho estereotaxico e introduziu-se o mandril na canula.

Apos a cirurgia encefalica, os ratos receberam uma injecao intramuscular (0,2
ml/rato) de Pentabidtico Veterinario — Pequeno Porte (Fort Dodge Satde Animal Ltda.) e do
analgésico/anti-inflamatério Ketoflex (cetoprofeno 1%, 0,03 ml/rato). Diariamente os ratos
foram manipulados e treinados com manobras utilizadas durante os procedimentos

experimentais. Os experimentos foram iniciados pelo menos 5 dias ap6s a cirurgia encefalica.

3.3. Injecéo de farmacos no encéfalo
Os farmacos foram dissolvidos em solventes adequados, conforme o caso:

solugdo salina fisiologica ou uma mistura de propilenoglicol e agua 2:1 (veiculo). Os
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farmacos foram injetados no encéfalo dos ratos utilizando-se uma seringa Hamilton (5 ul),
conectada com um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi introduzida no
encéfalo pelas canulas guias previamente fixadas nele. A canula injetora (0,3 mm diametro)
era 2 mm mais longa do que a canula guia. O volume de injecdo no NPBL e no CeA foi de

0,2 pl de cada lado.

3.4. Farmacos utilizados

Brometo de muscimol, agonista de receptores GABAa, (Research
Biochemicals Internationals-RBI, Natick, MA, USA) foi dissolvido em salina e administrado
no CeA na dose de 0,25 nmol/0,2 pl e no NPBL na dose de 0,5 nmol/0,2 ul. As doses citadas
foram baseadas em estudos anteriores de ANDRADE-FRANZE et al., 2010c e CALLERA et
al., 2005, respectivamente. Bicuculina, antagonista de receptores GABAA,, (Tocris, Elisville,
MO, USA) foi dissolvida em veiculo ¢ administrada no CeA na dose de 1,6 nmol/0,2 pl,
baseado em estudo anterior de MARGATHO et al., 2009. Acido 3-aminopropil(dietoximetil
fosfénico) - CGP 35348, antagonista GABAg, (Tocris, Ellisville, MO, USA) foi dissolvido
em salina e administrado no CeA na dose de 15 nmol/0,2 ul, baseado em estudo anterior de
DE OLIVEIRA et al., 2007.

Cloridrato de moxonidina, agonista de receptores adrenérgicos
a2/imidazdlicos, (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) foi dissolvido em veiculo e
administrado no NPBL na dose de 0,5 nmol/0,2 pul e no CeA na dose de 10 nmol/0,2 ul. A
dose utilizada no NPBL foi baseada em estudos anteriores de MENANI et al., 2006 e a dose
utilizada no CeA foi baseada em estudos anteriores de DE OLIVEIRA, 2003b.

Ocitocina (Research Biochemicals Internationals-RBI, Natick, MA, USA) foi
dissolvida em salina e administrada no CeA na dose de 1 pg/0,2 ul, baseado em estudos de

MARGATHO et al, 2013. Vasotocina (OVT), antagonista ocitocinérgico, (Phoenix
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Pharmaceutical, USA) foi dissolvido em salina e administrado no CeA na dose de 1 pg/0,2 pl,
baseado em estudos de MARGATHO et al., 2013.

Brometo de atropina metilada, antagonista de receptor muscarinico, (Sigma
Chemical Co., Saint Louis, MO, USA) foi dissolvida em salina e administrada no CeA na
dose de 2 nmol/0,2 ul. A dose utilizada foi baseada em estudos anteriores de ASNAR et al.,
2012,

Hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI), agonista de receptores
serotonérgicos 5-HT,anc, (Research Biomedical International-RBI, Natick, MA, USA), foi
dissolvido em salina isotonica e administrado no CeA na dose de 5 pg/0,2 pl. A dose de DOI
utilizada foi baseada em estudos anteriores, tais como: MENANI e JOHNSON, 1995;
MENANI et al., 1996; MENANI et al., 1998a; MENANI et al., 1998b; MENANI et al., 2002.

Cloridrato de naloxona, antagonista inespecifico opidide (Tocris Bioscience,
Ellisville, MO), foi dissolvida em veiculo e administrada no CeA na dose de 40 ng/0,2 pl. A
dose utilizada foi baseada em estudos anteriores de YAN et al., 2013.

RU 28318, antagonista de receptor mineralocorticéide, (Tocris Bioscience,
Ellisville, MO) foi dissolvido em veiculo e administrado no CeA na dose de 50 ng/0,2 ul. A
dose utilizada no presente estudo foi baseada no trabalho FORMENTI et al.., 2013.

Angiotensina Il (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) foi dissolvida em
salina e administrada no CeA na dose de 20 ng/0,2 ul. Losartan, antagonista de receptores de
AT, (Galena, Campinas, SP, Brasil) foi dissolvido em salina e administrado no CeA na dose
de 20 ng/0,2 ul. As doses utilizadas foram baseadas no trabalho de COLOMBARI et al.,
1996.

Furosemida (FURO, Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA),
diuretico saliurético, (10 mg/kg ou 20 mg/kg de peso corporal, administracdo subcutanea) foi

dissolvido em salina isotdnica com pH préximo a 9,0 ajustado com solugédo de hidréxido de
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sodio 0,1 N. Captopril (CAP, Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA), inibidor da
enzima conversora de angiotensina, (5 mg/kg de peso corporal, administracdo subcutanea) foi
dissolvido em salina isotbnica. O tratamento com FURO+CAP foi utilizado como descrito

previamente por FITTS e MASSON, 1989 e MENANI et al., 1996.

3.5. Medida da ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por deplecéo de sodio.

Além de agua e racdo, os ratos tiveram a disposi¢do tubos com NaCl 0,3 M,
desde pelo menos 5 dias antes do inicio dos experimentos. A deplecao de sodio foi feita pelo
tratamento com o diurético furosemida (20 mg/kg de peso corporal) subcutaneamente,
seguido da manutencdo dos animais por 24 horas com alimento deficiente de sodio (fubd) e
agua ad libitum antes de se iniciarem as medidas de ingestdo de 4gua e de NaCl 0,3 M. Para o
registro da ingestao de agua e de NaCl 0,3 M foram utilizados tubos graduados (divisdo de 0,1
ml). A ingestdo cumulativa de cada solu¢do foi medida a cada 30 minutos, totalizando 3 ou 4
horas. Durante o periodo de medida da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M, os ratos ndo tiveram
acesso a racao. Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois

experimentos n0s mesmos animais.

3.6. Medida da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com
FURO+CAP.

Além de agua e racdo, os ratos tiveram a disposi¢do tubos com NaCl 0,3 M,
desde pelo menos 5 dias antes do inicio dos experimentos. A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
foi induzida pelo tratamento combinado de FURO (10 mg/kg de peso corporal) + CAP (5
mg/kg de peso corporal) sc. Inicialmente, 4gua, NaCl 0,3 M e racdo foram removidos das
gaiolas. Imediatamente apds o tratamento com FURO+CAP, os ratos foram mantidos sem

agua e sem NaCl 0,3 M por uma hora. Apoés esse periodo, foram oferecidos aos animais agua



43

e NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml e a ingestdo cumulativa de cada solucdo foi
medida a cada 30 minutos, totalizando 2 h. Durante o periodo de medida da ingestdo de agua
e NaCl, os ratos também ndo tiveram acesso a racao. Foi aguardado sempre um intervalo de

no minimo 48 horas entre dois experimentos N0OS Mesmaos animais.

3.7. Medida da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por sobrecarga intragastrica de
NaCl 2,0 M.

Além de agua e ragdo, os ratos tiveram a disposic¢do tubos com NaCl 0,3 M,
desde pelo menos 5 dias antes do inicio dos experimentos. No momento do experimento,
agua, racdo e NaCl 0,3 M foram removidos das gaiolas e 0s animais receberam sobrecarga
intragastrica de NaCl 2,0 M (2 ml/rato). Este procedimento foi utilizado para induzir uma
desidratacdo intracelular, e, portanto ingestdo de liquidos (FITZSIMONS, 1985), devido a
uma elevacdo de cerca de 4 % da osmolaridade e concentracdo de sodio plasmatica
(PEREIRA et al., 2002). Agua e NaCl 0,3 M foram oferecidos aos animais uma hora ap6s a
sobrecarga intragastrica. Para o registro da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foram utilizados
tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo cumulativa de cada solugdo foi medida a cada 30
minutos, totalizando 2 horas. Durante o periodo de medida da ingestdo de agua e NaCl, os
ratos ndo tiveram acesso a racdo. Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas

entre dois experimentos nos mesmos animais.

3.8. Medida da ingestdo de &4gua e NaCl 0,3 M em ratos saciados e normohidratados
induzida por injec¢des bilaterais de muscimol no NPBL.

Além de agua e racgéo, os ratos tiveram a disposi¢éo tubos com NaCl 0,3 M,
desde pelo menos 5 dias antes do inicio dos experimentos. A ingestdo de dgua e NaCl 0,3 M

foi induzida em ratos saciados e normohidratados por inje¢des bilaterais de muscimol (0,5
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nmol/0,2 ul) no NPBL. Imediatamente apos as injecdes de muscimol no NPBL, foram
oferecidos aos animais agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo
cumulativa de cada solucdo foi medida a cada 30 minutos, totalizando 4 horas. Durante o
periodo de medida da ingestdo de agua e NaCl, os ratos ndo tiveram acesso a racdo. Foi
aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmos

animais.

3.9. Medida da ingestao de sacarose 0,06 M e agua.

Apbs o periodo de recuperacdo da cirurgia encefalica, os animais foram
treinados para a ingestdo de sacarose 0,06M. Para isso, 0s animais, além de receberem racéo e
agua ad libitum, tiveram acesso a solucdo de sacarose 0,06 M por duas horas diariamente,
durante uma semana. Assim que se observou uma estabilidade no volume ingerido de
sacarose 0,06 M foram feitos os experimentos. Os animais tiveram entdo acesso a agua e a
solucdo de sacarose 0,06 M em tubos com divisao de 0,1 ml e a ingestdo cumulativa de 4gua e
sacarose 0,06 M foi medida a cada 30 minutos por 2 horas. Durante o periodo de medida da
ingestdo de agua e sacarose 0,06 M os ratos ndo tiveram acesso a racdo. Foi aguardado

sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmos animais.

3.10. Medida da ingestdo de alimento, 4gua e NaCl 0,3 M induzida por privacdo de
alimento.

A ingestdo de alimento foi induzida por 24 horas de privagdo de alimento,
tendo os animais apenas agua e NaCl 0,3 M disponiveis. Apds esse periodo, racdo foi
oferecida aos animais juntamente com agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisédo de 0,1 ml. A
ingestdo de racdo, adgua e sodio foi medida a cada 30 minutos, totalizando 2 horas. Para o

registro da ingestdo de alimento foram utilizados recipientes contendo racdo previamente
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pesada, e por diferenca de peso foi calculado a quantidade de racdo ingerida em gramas. Foi
aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmos

animais.

3.11. Analise histoldgica

Terminados 0s experimentos, 0s ratos receberam injecdes bilaterais de corante
(azul de Evans 1%, 0,2 ml) no NPBL e no CeA. Em seguida, os ratos foram profundamente
anestesiados com tiopental sodico (70 mg/kg de peso corporal) e submetidos a uma perfuséo
cerebral por meio de injecdo no coracdo de solucdo salina tamponada (50 ml) seguida de
solucdo de formalina 10% (50 ml). A seguir os encéfalos foram retirados e fixados em
formalina 10% por alguns dias. Cortes transversais (60 mm de espessura) foram feitos nos
pontos de injecdo com auxilio de um criostato (Leica). Os cortes histolégicos montados em
lamina foram corados pelo método Giemsa e analisados em microscopio para se localizar 0s

pontos das injecdes no NPBL e no CeA.

3.12. Andlise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média foram
representados em graficos e/ou tabelas. Analise de variancia (ANOVA) e o pds-teste de
Newman-Keuls foram utilizados para as comparages entre diferentes tratamentos. Diferencas

foram consideradas significantes para p < 0,05.
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3.13. Protocolos experimentais
3.13.1. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos a ativacao de receptores GABAA no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com céanulas
implantadas bilateralmente no CeA submetidos a 24 horas de deplecdo de sodio. Apos as 24
horas, 0s animais receberam injegdes bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 pl) ou salina no
CeA. Quinze minutos apos as injecbes no CeA, foram oferecidos aos animais dgua e NaCl 0,3
M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sodio foi medida a cada 30 minutos
durante 4 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de agua e NaCl os ratos nao
tiveram acesso a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos e cada subgrupo
recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) salina no CeA ou 2) muscimol no CeA. No teste

seguinte, 0s animais receberam os mesmos tratamentos de maneira contrabalanceada.

FUROSEMIDA MUSCIMOL (0,25 nmol)

S.C. ou SALINA
(20 mg/Kg) ﬂ
l CeA
-24 hs -15 0 4 hs

Dieta deficiente de sodio + agua

4

I
4;_5-1

Medida da ingestiao de agua e NaCl 0,3 M
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3.13.2. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos ao bloqueio de receptores GABAA € GABAg no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com céanulas
implantadas bilateralmente no CeA submetidos a 24 horas de deplecdo de sodio. Apos as 24
horas, os animais receberam injecdes bilaterais de salina, bicuculina (1,6 nmol/ 0,2 ml) ou
CGP 35348 (15 nmol/0,2 ml) no CeA. Quinze minutos apds as injecdes no CeA, foram
oferecidos aos animais agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de
agua e sodio foi medida a cada 30 minutos durante 4 horas. Durante o periodo de medida de
ingestdo de agua e NaCl os ratos nao tiveram acesso a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 3 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos e cada subgrupo
recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) salina no CeA,; 2) bicuculina no CeA ou 3) CGP no
CeA. A sequéncia dos tratamentos nos diferentes experimentos foi aleatéria e ao final dos

experimentos todos os ratos receberam todos os tratamentos.

BICUCULINA (1,6 nmol)
FUROSEMIDA CGP 35348 (15 nmol) ou
s.C. SALINA
(20 mg/Kg) ﬂ
l CeA
-24 hs -15 0 4

“_D-‘
v

&

v

Dieta deficiente de sodio + agua . . . i
Medida da ingestao de agua e NaCl 0,3 M
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3.13.3. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos a ativacio de receptores adrenérgicos a,; no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com céanulas
implantadas bilateralmente no CeA submetidos a 24 horas de deplecdo de sodio. Apos as 24
horas, 0s animais receberam injecdes bilaterais de salina ou moxonidina (10 nmol/0,2 ul) no
CeA. Quinze minutos apos as injecbes no CeA, foram oferecidos aos animais dgua e NaCl 0,3
M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sddio foi medida a cada 30 minutos
durante 4 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de dgua e NaCl, os ratos nao
tiveram acesso a racdo. Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos e cada subgrupo
recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) salina no CeA ou 2) moxonidina no CeA. No teste

seguinte, 0s animais receberam os mesmos tratamentos de maneira contrabalanceada.

FUROSEMIDA MOXONIDINA (10 nmol)

S.C. ou SALINA
(20 mg/Kg) ﬂ
l CeA
-24 hs -15 0 4

&

Medida da ingestio de agua e NaCl1 0,3 M

‘}_:_x
w

Dieta deficiente de sodio + agua
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3.13.4. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em animais com 24 horas de deplecao de sodio
submetidos a ativacdo ou bloqueio dos receptores de ocitocina no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com canulas
implantadas bilateralmente no CeA e submetidos a 24 horas de deplecdo de sddio. Apoés as 24
horas, os animais receberam injegdes bilaterais de salina, OT (1 pg/0,2 ul) ou OVT (1 ng/0,2
ul) no CeA. Quinze minutos apés as injecdes no CeA, foram oferecidos aos animais agua e
NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sédio também foi medida a
cada 30 minutos durante 4 horas. Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas
entre dois experimentos nos mesmos animais. Durante o periodo de medida de ingestdo de
agua e NacCl, os ratos ndo terdo acesso a racao.

Um grupo de animais foi submetido a 2 testes, com um intervalo de pelo
menos 48 h entre. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, e cada subgrupo
recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) salina CeA ou 2) OT CeA. No teste seguinte, 0s
animais receberam os mesmos tratamentos de maneira contrabalanceada.

Outro grupo de animais foi submetido também a 2 testes, com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, e cada
subgrupo recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) salina CeA ou 2) OVT CeA. No teste

seguinte, 0s animais receberam os mesmos tratamentos de maneira contrabalanceada.

OCITOCINA (1 pg),
FUROSEMIDA VASOTOCINA (1 pg) ou

S.C. SALINA
(20 mg/Kg) ﬂ
l CeA
- 24 hs -15 0 4

Dieta deficiente de sodio + agua

p

&
w

Medida da ingestio de agua e NaCl 0,3 M
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3.13.5. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos ao bloqueio de receptores muscarinicos na CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com céanulas
implantadas bilateralmente no CeA submetidos a 24 horas de deplecdo de sodio. Apés as 24
horas, os animais receberam injecGes bilaterais de salina ou atropina (2 nmol/0,2 pl) no CeA.
Imediatamente apos as injecdes no CeA, foram oferecidos aos animais agua e NaCl 0,3 M em
tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sodio foi medida a cada 30 minutos
durante 4 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de dgua e NaCl, os ratos nao
tiveram acesso a racdo. Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos e cada subgrupo
recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) salina no CeA ou 2) atropina no CeA. No teste

seguinte, 0s animais receberam os mesmos tratamentos de maneira contrabalanceada.

FUROSEMIDA ATROPINA (2 nmol)
S.C. ou SALINA
(20 mg/Kg) ﬂ
J, CeA
- 24 hs 150 4

& —
w2

&

v

Dieta deficiente de sodio + agua . . N i
Medida da ingestio de agua e NaCl1 0,3 M
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3.13.6. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo submetidos a
ativacdo de receptores serotoninérgicos 5-HT,aoc no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com canulas
implantadas bilateralmente no CeA submetidos a 24 horas de deplecdo de sodio. Apos as 24
horas, os animais receberam injecbes bilaterais de salina ou DOI (5 pg/0,2 ul) no CeA.
Quinze minutos apos as injecdes no CeA, foram oferecidos aos animais agua e NaCl 0,3 M
em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sodio foi medida a cada 30 minutos
durante 4 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de dgua e NaCl, os ratos nao
tiveram acesso a ragdo. Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais e cada
subgrupo recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) salina no CeA ou 2) DOI no CeA. No

teste seguinte, os animais receberam os mesmos tratamentos de maneira contrabalanceada.

FUROSEMIDA DOI (5 pg) ou
S.C. SALINA
(20 mg/Kg) ﬂ
l CeA
- 24 hs -15 0 4 hs
| L1 |

v

Dieta deficiente de sodio + agua . . . .
Medida da ingestido de agua e NaCl 0,3 M
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3.13.7. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos ao bloqueio de receptores angiotensinéergicos e dos receptores de aldosterona
no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com céanulas
implantadas bilateralmente no CeA e submetidos a 24 horas de deplecéo de sddio. Apos as 24
horas, os animais receberam injecdes bilaterais de salina, losartan (20 ug/0,2 ul) ou RU (50
ng/0,2 ml) no CeA. Quinze minutos apds as injecdes no CeA, foram oferecidos aos animais
agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisao de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sddio também foi
medida a cada 30 minutos durante 4 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de agua
e NaCl, os ratos nao tiveram acesso a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 3 testes, com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles, sendo que em cada teste, os animais foram divididos em trés
grupos experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinacdes de
tratamentos: 1) salina CeA,; 2) losartan CeA ou 3) RU CeA. A sequéncia dos tratamentos nos
diferentes experimentos foi aleatoria e ao final dos experimentos todos os ratos receberam

todos os tratamentos.

FUROSEMIDA LOSARTAN (20 pg)
s.C. RU (50 ng) ou SALINA
(20 mg/Kg) ﬂ
l CeA
_24hs -15min 0 4 hs
| L1 |

Dieta deficiente de sodio Medida da ingestio de agua e

NaCl 0,3 M
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3.13.8. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em animais com 24 horas de deplecao de sodio
submetidos ao bloqueio de receptores opidides no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com céanulas
implantadas bilateralmente no CeA submetidos a 24 horas de deplecdo de sodio. Apos as 24
horas, os animais receberam injecdes bilaterais de salina ou naloxona (40 ug/0,2 pl) no CeA.
Quinze minutos apos as injecdes no CeA, foram oferecidos aos animais agua e NaCl 0,3 M
em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sodio foi medida a cada 30 minutos
durante 4 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de dgua e NaCl, os ratos nao
tiveram acesso a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais e cada
subgrupo recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) veiculo no CeA ou 2) naloxona no CeA.

No teste seguinte, os animais receberam os mesmos tratamentos de maneira contrabalanceada.

FUROSEMIDA NALOXONA (40 pg)
S.C. ou SALINA
(20 mg/Kg) ﬂ
J' CeA
- 24 hs 215 0 4 hs

‘}_:-‘

v

Dieta deficiente de sodio + agua . . . i
Medida da ingestdo de a4gua e NaCl 0,3 M
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3.13.9. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP sc em ratos
submetidos ao bloqueio de receptores opidides no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com céanulas
implantadas bilateralmente no CeA. Uma hora antes dos experimentos, 0s animais receberam
o tratamento com FURO + CAP sc. Apos 45 min, os animais receberam injecGes bilaterais de
naloxona (40 ug) ou salina no CeA. Quinze minutos apés, foram oferecidos aos animais agua
e NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sodio foi medida a cada
30 minutos durante 2 horas. Durante o periodo de medida da ingestdo de dgua e NaCl, os ratos
ndo tiveram acesso a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais e cada
subgrupo recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) veiculo no CeA ou 2) naloxona no CeA.

No teste seguinte, os animais receberam os mesmos tratamentos de maneira contrabalanceada.

NALOXONA (40 pg)

ou SALINA
CeA
- 60 -15 0 120 min
| | |

Y
v

1

FURO + CAP sc Medida da ingestio de agua e NaCl 0,3 M
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3.13.10. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por injecoes bilaterais de muscimol no
NPBL em animais saciados e normovolémicos submetidos ao bloqueio de receptores
opidides no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos saciados com canulas
implantadas bilateralmente no CeA e no NPBL. A ingestdo de agua e sodio foi induzida por
injecOes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL. Os animais receberam injecdes
bilaterais de salina ou naloxona (40 pg/0,2 ul) no CeA dez minutos antes das injecdes
bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e, imediatamente apds, foram oferecidos
aos animais agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sddio
foi medida a cada 30 minutos durante 4 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de
agua e NaCl 0,3 M os ratos ndo tiveram acesso a ragao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Em cada teste, os animais foram dividido em dois grupos
experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinacgdes de tratamentos: 1)
salina CeA + muscimol NPBL; 2) naloxona CeA + muscimol NPBL. No teste seguinte, 0s

animais receberam as mesmas combinacdes de tratamentos de maneira contrabalanceada.

| NALOXONA (40 pg) |
: ou SALINA ]
MUSCIMOL
(0,5 nmol)
I S—
{ CeA | | NPBL
- 10 min 0 240 min
| | |

Medida da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
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3.13.11. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com desidratacdo intracelular que
receberam injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com o bloqueio de
receptores opiodides no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos com céanulas
implantadas bilateralmente no CeA e no NPBL que foram submetidos a desidratacédo
intracelular. A desidratacédo intracelular foi induzida pela realizacdo de gavagem intragéastrica
(ig) de NaCl 2 M (2 ml por rato). Uma hora antes dos experimentos, todos os animais
receberam a gavagem ig de NaCl 2 M. Apb6s 45 minutos, foram realizadas as injecdes
bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) no NPBL. Quinze minutos apos, foram realizadas as
injecBes bilaterais de naloxona (40 pg) ou salina no CeA e imediatamente foram oferecidos
aos animais agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sodio
foi medida a cada 30 minutos durante 2 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de
agua e NaCl os ratos ndo tiveram acesso a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Em cada teste, os animais foram dividido em dois grupos
experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinagdes de tratamentos: 1)
gavagem 2 M + moxonidina NPBL + salina no CeA; 2) gavagem 2 M + moxonidina NPBL +
naloxona no CeA. No teste seguinte, os animais receberam as mesmas combinagdes de

tratamentos de maneira contrabalanceada.

{ NALOXONA (40 pg) |
:L ou SALINA i
MOXONIDINA
(0,5 nmol)
GAVAGEM ig S .
NaCl2 M NPBL | CeA |
- 60 -15 0 120 min
Medida da ingestio de

agua e NaCl 0,3 M.
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3.13.12. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por injec6es bilaterais de muscimol no
NPBL em animais saciados e normovolémicos submetidos ao bloqueio de receptores
angiotensinérgicos no CeA.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos saciados com canulas
implantadas bilateralmente no CeA e no NPBL. A ingestdo de agua e sodio foi induzida por
injecOes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL. Os animais receberam injecdes
bilaterais de salina ou losartan (1 pg/0,2 pl) no CeA dez minutos antes das injecdes bilaterais
de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e, imediatamente apds, foram oferecidos aos animais
agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisao de 0,1 ml. A ingestdo de adgua e sodio foi medida a
cada 30 minutos durante 4 horas. Durante o periodo de medida de ingestao de dgua e NaCl, os
ratos ndo tiveram acesso a racgao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Em cada teste, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinacdes de tratamento: 1)
salina CeA + muscimol NPBL; 2) losartan CeA + muscimol NPBL. No teste seguinte, 0s

animais receberam as mesmas combinacdes de tratamentos de maneira contrabalanceada.

LOSARTAN (20 pg) |
: ou SALINA i
MUSCIMOL
(0,5 nmol)
" T ﬂ
i_CeA | | NPBL
- 10 min 0 240 min
| | |

o
>

Medida da ingestio de agua e NaCl 0,3 M
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3.13.13. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos saciados submetidos ao bloqueio dos
mecanismos inibitérios no NPBL com injecdes bilaterais de moxonidina combinado com
a ativacdo de mecanismos facilitatorios do CeA com injecdes de ANG II.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi estudada em ratos saciados com canulas
implantadas bilateralmente no CeA e no NPBL. Os ratos receberam injecOes bilaterais de
ANG Il (20 ng/0,2 pl) ou salina no CeA dez minutos apos injecOes bilaterais de moxonidina
(0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL. Imediatamente apds as injecbes no CeA foram oferecidos aos
animais agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sodio foi
medida a cada 30 minutos durante 2 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de agua
e NaCl, os ratos nao tiveram acesso a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Em cada teste, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinagdes de tratamento: 1)
salina CeA + moxonidina NPBL; 2) ANG Il CeA + moxonidina NPBL. No teste seguinte, 0s

animais receberam as mesmas combinacdes de tratamentos de maneira contrabalanceada.

ANG II (20 ng) |
i _ou SALINA ]
MOXONIDINA
(0,5 nmol)
NPBL | | CeA !
- 10 min 0 240 min
| | |

a
g

Medida da ingestido de agua e NaCl 0,3 M
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3.13.14. Efeitos da ativacdo de receptores GABAA no CeA sobre a ingestdo de sacarose
0,06 M.

Para testar a especificidade das injecGes de muscimol no CeA, um grupo de
animais foi submetido ao treinamento para a ingestao de sacarose 0,06 M. Apos esse periodo,
muscimol (0,25 nmol) ou veiculo foi injetado bilateralmente no CeA quinze minutos antes
dos animais terem acesso a solucdo de sacarose 0,06 M e agua. A ingestdo cumulativa de agua
e de sacarose 0,06 M foi medida por 2 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de
agua e NacCl, os ratos ndo tiveram acesso a racgao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Em cada teste, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinacdes de tratamento: 1)
salina CeA ou 2) muscimol CeA. No teste seguinte, 0s animais receberam 0S mesmos

tratamentos de maneira contrabalanceada.

MUSCIMOL (0,25 nmol)

ou SALINA
CeA
-15 min 0 15 30 60 90 120 min

Medida da ingestiao de agua e
sacarose 0,06 M.
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3.13.15. Efeitos da ativacéo de receptores GABAA no CeA sobre a ingestdo de alimento
induzida por privacéo de alimento.

Com o objetivo de verificar se muscimol injetado no CeA poderia modificar a
ingestdo de alimento induzida por privacdo alimentar, um grupo de animais foi submetido a
24 horas de privacdo de alimento, com apenas agua e NaCl 0,3 M disponiveis. Injecoes
bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 ul) ou veiculo no CeA foram feitas quinze minutos
antes do acesso dos animais a racdo. A ingestdo de alimento, 4gua e NaCl 0,3 M foram
medidas a cada 30 minutos durante 2 horas apds o acesso dos animais a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, e cada
subgrupo recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) veiculo CeA ou 2) muscimol CeA. No

teste seguinte, 0s animais receberam os mesmos tratamentos de maneira contrabalanceada.

MUSCIMOL (0,25 nmol)
ou SALINA

Remocao do S
alimento i CeA |
24 h -15 0 120 min

S I I——

& &
v v

Medida de ingestio de agua,
NaCl 0,3 M e alimento.
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3.13.16. Efeitos do blogueio de receptores opidides no CeA sobre a ingestao de sacarose
0,06 M.

Para testar a especificidade das injecdes de naloxona no CeA, um grupo de
animais foi submetido ao treinamento para a ingestao de sacarose 0,06 M. Ap0s esse periodo,
naloxona (40 pg/0,2 ul) ou salina foi injetado bilateralmente no CeA quinze minutos antes dos
animais terem acesso a solucdo de sacarose 0,06 M e agua. A ingestdo cumulativa de dgua e
de sacarose 0,06 M foi medida a cada 30 minutos por 2 horas. Durante o periodo de medida
de ingestdo de 4gua e NaCl, os ratos ndo tiveram acesso a ragao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de
pelo menos 48 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, e cada
subgrupo recebeu um dos seguintes tratamentos: 1) salina CeA ou 2) naloxona CeA. No teste

seguinte, 0s animais receberam os mesmos tratamentos de maneira contrabalanceada.

NALOXONA (40 pg)

ou SALINA
CeA
-15 min 0 15 30 60 90 120 min

Medida da ingestao de agua e
sacarose 0,06 M.
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4. RESULTADOS

4.1. Histologia

A Figura 1A apresenta uma fotomicrografia de um corte histolégico mostrando
0s pontos de injecdo tipico no CeA (setas) e o trajeto das canulas no encéfalo de um rato
representativo dos animais estudados. O CeA € uma estrutura bilateral e faz parte do
complexo amigdal6ide, localizado nos lobos temporais, situado dorso-lateralmente a
extremidade do trato optico (top), acima do ndcleo amigdaldide basomedial (BMA) e medial
ao nucleo basolateral (BLA). Laminas montadas contendo os cortes histolégicos da regido
compreendendo o CeA foram analisadas e somente 0s animais cujos pontos de injecdo
estavam bilateralmente localizadas no CeA foram considerados positivos e usados para a
analise principal dos resultados. Os resultados com injecGes em regides adjacentes ao CeA
(injecOes negativas) também foram analisados.

A Figura 1B apresenta uma fotomicrografia de um corte histologico mostrando
0s pontos de injecdo tipico no NPBL (setas) e o trajeto das canulas no encéfalo de um rato
representativo dos animais estudados. O NPBL é uma estrutura pontina, bilateral, que situa-se
dorsolateralmente ao pedinculo cerebelar superior (pcs, area destacada). Os sitios de injecdo
no NPBL estavam concentrados nas porcOes centro-lateral e dorso-lateral do NPBL (ver
FULWILER e SAPER, 1984, para definicdo dos subnicleos do NPBL). Injecdes que
atingiram as porcOes ventro-lateral e lateral externa, assim como o nucleo Kolliker-Fuse,
foram observadas apenas em alguns ratos e 0s resultados desses animais foram incluidos na

analise.
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Figura 1. A) Fotomicrografia de um corte transversal do encefalo de um animal
representativo dos grupos testados mostrando os sitios de injecdo no CeA (indicados pelas
setas) e trato optico (top), e B) Fotomicrografia de um corte transversal do encefalo de um
animal representativo dos grupos testados mostrando os sitios de injecao no NPBL (indicados
pelas setas) e pedunculo cerebelar superior (pcs, destacados pelos circulos pontilhados).
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4.2. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos a ativacao de receptores GABAA no CeA.

Inje¢des bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 pl) no CeA reduziram a
ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecdo de sodio (5,4 £ 2.9 ml/4 h, vs. salina: 17,3 +
1,7 ml/4 h), [F(1,7) = 18,64; p<0,05] (Figura 2A). Porém, injecOes bilaterais de muscimol
(0,25 nmol/0,2 ul) no CeA nao reduziram a ingestdo de agua (0,1 £ 0,1 ml/4 h, vs. salina: 0,5
+ 0.2 ml/4 h), [F(1,7) =4,797; p>0,05] (Figura 2B).

InjecBes de muscimol (0,25 nmol/0,2 pl) localizadas fora do CeA néo
produziram qualquer efeito na ingestdo de NaCl 0,3 M (16,9 + 3,1 ml/4 h, vs. salina: 16,8 +
1,4 ml/4 h), [F(1,6) = 1,714; p>0,05], mas apresentaram uma reducdo na ingestdo de agua (0,1
1 0,03 ml/4 h, vs. salina: 2,2 £ 0,8 ml/4 h), [F(1,6) = 8,079; p<0,05], em animais depletados

de sodio (Tabela 01).
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—@- SALINA
-~ MUSCIMOL

n =08
* diferente de salina CeA

Ingestdao cumulativa de NaCl 0,3 M (ml)
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2,0 A
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Figura 2. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos submetidos a 24 horas
de deplecédo de sodio e que receberam injecGes bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 ul) ou
salina no CeA. Resultados séo expressos como média + EPM, n = nimero de animais.
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Tabela 1. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecédo de sddio em ratos

que receberam injegdes bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 ul) em regides adjacentes ao
CeA (injecOes negativas).

Tratamento Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min
salina 81+18 144+20 160+17 166+14 168+14 168+14 168+14 168+14 168+14
muscimol 6,7+19 89+26 9,1+27 93+27 9,8+29 98+29 102+29 103+30 10,3+3,0

Ingestao de agua (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min
salina 0,3+0,1 0,5+0,2 0,7+0,2 1,9+0,7 2,2+0,8 2,2+0,8 22+0,8 2,2+0,8 2,2+0,8
muscimol 0,07+0,02 0,07+0,02 0,08+0,02 0,08+0,02 0,08+0,02* 0,08+0,02* 0,1+0,03* 0,1+0,03* 0,1+0,03*

Resultados sdo expressos como média + EPM, n = 07. * diferente de salina
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4.3. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos ao bloqueio de receptores GABAA € GABAg no CeA.

InjecBes bilaterais do antagonista de receptores GABAA bicuculina (1,6
nmol/0,2 ul) ndo modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M (18,8 + 1,4 ml/240 min, vs. salina
14,5 + 2,4 m1/240 min), [F(2,16) = 2,74; p>0,05] (Figura 3A), nem a ingestdo de agua (1.9 +
1,2 ml/240 min, vs. salina 1,4 £ 0,6 ml/240 min) induzida por deplecao de sddio, [F(2,16) =
2,753; p>0,05], (Figura 3B).

Administracdo bilateral do antagonista de receptores GABAg, CGP, (15
nmol/0,2 pl) no CeA ndo modificou a ingestdo de NaCl 0,3 M (17,2 £ 1,9 ml/240 min, vs.
salina 14,5 + 2,4 ml/240 min), [F(2,16) = 0,74; p>0,05] (Figura 3A). Porém, esse tratamento
reduziu a ingestdo de agua aos 60, 90 e 120 minutos de experimento (0,5 = 0,4 ml/240 min,
vs. salina 1,05 + 0,6 ml/240 min; 0,8 + 0,7, vs. salina 1,36 + 0,6 ml/240 min; 0,8 + 0,7, vs.
salina 1,36 + 0,6 ml/240 min, respectivamente) em animais depletados de sodio, [F(16,128) =
1,79; p<0,05], (Figura 3B).

Injecdes localizadas fora do CeA, tanto de bicuculina (1,6 nmol/0,2 pl) como a
de CGP (15 nmol/0,2 ul) ndo produziram qualquer efeito na ingestdo de NaCl 0,3 M (17,1 =
2,6 ml/240 min; 16,3 £ 2,0 ml/240 min, vs. salina: 12,6 £ 2,1 ml/240 min, respectivamente),
[F(2,14) = 0,654; p>0,05], nem na ingestdo de agua (0,8 £ 0,3 ml/240 min; 1,6 + 0,4 ml/240
min, vs. salina: 1,0 £ 0,4 ml/240 min, respectivamente), [F(2,14) = 0,518; p>0,05], em

animais depletados de sodio (Tabela 02).
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Figura 3. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) a4gua em ratos submetidos a 24 horas
de deplecao de sddio e que receberam injecdes bilaterais de bicuculina (1,6 nmol/0,2 ul), CGP

(15 nmol/0,2 pl) ou salina no CeA. Resultados sdo expressos como média £ EPM, n = numero
de animais (* diferente de salina; p = 0,039).



69

Tabela 2. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecédo de sddio em ratos
que receberam injec¢des bilaterais de bicuculina (1,6 nmol/0,2 pl) ou CGP (15 nmol/0,2 pl) em
regides adjacentes ao CeA (injecGes negativas).

Tratamento Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min
salina 82+13 112+14 118+15 122+18 122+18 122+18 125+19 126+21 12621
bicuculina 98+17 139+24 158+31 159+31 160+31 16,0+31 169+25 171+26 171+26
CGP 109+21 132+23 140+25 151+22 155+21 155+21 160+19 163+20 16,3+20

Ingestao de agua (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min

salina 01+£002 02+005 06+03 07+03 0703 0703 0703 10+04 1004
bicuculina 03+01 03+01 05+02 05+02 0602 06+02 07+x02 08+03 08+03
CGP 02+01 02+01 03+01 05+02 09+03 14+04 16+04 16+04 16+04

Resultados sao expressos como média + EPM, n = 08.
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4.4. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos a ativacio de receptores adrenérgicos a,; no CeA.

A administracdo bilateral do agonista de receptores adrenérgicos
az/imidazolicos moxonidina (10 nmol/0,2 ul) no CeA reduziu a ingestdo de NaCl 0,3 M (9,0
+2,0ml/4 h, vs. salina: 17,0 + 1,4 ml/4 h), [F(1,10) = 15,089; p<0,05] (Figura 4A), e também
a ingestao de agua (0,3 £ 0,07 ml/4 h, vs. salina: 4,0 £ 1,2 ml/4 h), [F(1,10) = 7,223; p<0,05],
em animais depletados de sodio (Figura 4B).

Moxonidina (10 nmol/0,2 ul) administrada fora do CeA nao alterou a ingestédo
de NaCl 0,3 M (10,3 = 3,0 ml/4 h, vs. salina: 12,8 £ 0,9 ml/4 h), [F(1,9) = 1,073; p>0,05],
nem na ingestdo de agua (0,8 + 0,6 ml/4 h, vs. salina: 1,0 + 0,4 ml/4 h), [F(1,9) = 0,225;

p>0,05], em animais depletados de sédio (Tabela 03)
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Figura 4. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos submetidos a 24 horas
de deplecao de sodio e que receberam injecdes bilaterais de moxonidina (10 nmol/0,2 pl) ou
salina no CeA. Resultados sdo expressos como média £ EPM, n = nimero de animais.



72

Tabela 3. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecédo de sddio em ratos
que receberam injecdes bilaterais de moxonidina (10 nmol/0,2 pl) em regides adjacentes ao
CeA (injecOes negativas).

Tratamento Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)
15min 30min  60min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min
salina 76+07 11,0£11 114+1,1 125+08 12,7+10 12,7+1,0 12,8+09 128+0,9 12,8+0,9
moxonidina 6,7+19 89+26 91+27 93+27 98+29 98+29 102+29 10,3+3,0 10,3+3,0

Ingestao de agua (ml)
15min 30min  60min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min
salina 04+01 05+02 08+02 08+02 08%+02 08+02 103+04 1,03+0,4 1,03+0,4
moxonidina 01+01 02+01 06+05 06+05 07+06 08+06 08+06 08+06 0806

Resultados sdo expressos como média + EPM, n = 10.
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4.5. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em animais com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos a ativacdo ou bloqueio dos receptores de ocitocina no CeA.

Inje¢des bilaterais de OVT (1 pg/0,2 pl) no CeA nao modificaram a ingestao
de NaCl 0,3 M (11,3+ 2,6 ml/180 min, vs. salina 12,8 £ 3.4 ml/180 min), [F(1,3) = 0,514; p >
0,05], nem a ingestdo de agua (2,4 £ 1,2 ml/180 min, vs. salina 1,2 £ 0,5 ml/180 min) em
animais depletados de sodio, [F(1,3) = 0,637; p>0,05], (Tabela 4).

Administragdo bilateral de OT (1 pg/0,2 ul) no CeA também ndo modificaram
a ingestdo de NaCl 0,3 M (17,2 £ 1,4 ml/180 min, vs. salina 18,9 = 1,7 ml/180 min), [F(1,11)
= 0,0937; p>0,05], e a ingestdo de agua (2,3 £ 0,9 ml/180 min, vs. salina 1,6 £ 0,6 mi/180
min) em animais depletados de sodio, [F(1,11) = 1,332; p > 0,05], (Tabela 4).

Injecdes bilaterais de OT (1 pg/0,2 pl) localizadas fora do CeA também ndo
modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M (17,6 = 1,3 ml/180 min, vs. salina 14,1 + 1,5 ml/180
min), [F(1,6) = 3,453; p>0,05], e a ingestdo de adgua (2,8 + 0,3 ml/180 min, vs. salina 1,7 + 1,0
ml/180 min) em animais depletados de sodio, [F(1,6) = 2,284; p > 0,05], (Tabela 5). Da
mesma forma, injegdes bilaterais de OVT (1 ug/0,2 ul) localizadas fora do CeA também nao
modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M (8,3 = 2,5 ml/180 min, vs. salina 8,0 + 1,3 ml/180
min), [F(1,3) = 0,0002; p>0,05], e a ingestdo de agua (3,6 = 1,5 mI/180 min, vs. salina 2,8 +

1,4 ml/180 min) em animais depletados de sédio, [F(1,3) = 0,22; p > 0,05], (Tabela 5).
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Tabela 4. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecédo de sddio em ratos
que receberam injecdes bilaterais de ocitocina (1 pg/0,2 ul) ou vasotocina (1 pg/0,2 ul) no

CeA.
Tratamento Ingestédo de NaCl 0,3 M (ml)

n 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
salina 12 119+23 150+2,1 159+21 172+18 182+19 189+1,7
ocitocina 12 112+15 147+13 161+13 171+13 172+13 173+173
salina 4 108+28 126+34 12,7+34 128+35 128+35 128+3,5
vasotocina 4 103+33 104+3,3 11,3+2,7 113+2,7 11,3+2,7 11,3+2,7

Ingestdo de agua (ml)

n 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
salina 12 03+02 06+02 11+03 12+03 16+06 16%0,6
ocitocina 12 06+02 13+04 19+08 21+08 21+08 23+09
salina 4 10+x05 10%+05 11+x05 12+05 12+05 12+05
vasotocina 4 20+11 21+11 24+12 24+12 24+12 24+12

Resultados séo expressos como média £ EPM, n = nimero de animais.
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Tabela 5. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecédo de sddio em ratos
que receberam injegdes bilaterais de ocitocina (1 pg/0,2 pl) ou vasotocina (1 pg/0,2 ul) em
regides adjacentes ao CeA (injecOes negativas).

Tratamento Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)

n 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
salina 7 98%+25 127+23 127+23 133+18 137+15 141+15
ocitocina 7 141+20 16,2+13 170+12 170+12 176+13 176+1,3
salina 4 69+13 73+x12 74+12 74+12 77+13 80%+13
vasotocina 4 58+34 6,1+35 79+29 83+25 83+25 83+25

Ingestdo de agua (ml)

n 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
salina 7 06+03 13+10 14+10 14+10 15+10 17+10
ocitocina 7 10+0,7 16+11 23+12 25+13 28+13 28+13
salina 4 07+03 13+09 15+11 19+11 26+13 28+13
vasotocina 4 04+03 09+04 13x06 22+10 3615 36+15

Resultados sdo expressos como média + EPM, n = nUmero de animais.
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4.6. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos ao bloqueio de receptores muscarinicos na CeA.

Injecdes bilaterais de atropina (2 nmol/0,2 ul) no CeA ndo modificaram a
ingestdo de NaCl 0,3 M (9,16 + 2,5 ml/240 min, vs. salina 10,5 £ 1,9 ml/240 min), [F(1,5) =
0,192; p>0,05] (Figura 5A), e a ingestdo de agua (0,9 + 0,3 ml/240 min, vs. salina 0,71 £ 0,3
ml/240 min) induzidas por 24 horas de deplecdo de sodio, [F(1,5) = 0,431; p>0,05], (Figura
5B).

Injegdes de atropina (2 nmol/0,2 pl) localizadas fora do CeA nao produziram
qualquer efeito na ingestdo de NaCl 0,3 M (13,9 + 4,4 ml/4 h, vs. salina: 12,8 £ 1,0 ml/4 h),
[F(1,5) = 0,0816; p>0,05], nem na ingestdo de agua (0,13 £ 0,1 ml/4 h, vs. salina: 0,65 + 0,3

ml/4 h), [F(1,5) = 3,385; p>0,05], em animais depletados de sodio (Tabela 6).
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Figura 5. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos submetidos a 24 horas
de deplecdo de sddio e que receberam injegdes bilaterais de atropina (2 nmol/0,2 pl) ou salina
no CeA. Resultados sdo expressos como média £ EPM, n = nimero de animais.
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Tabela 6. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecédo de sddio em ratos
que receberam inje¢des bilaterais de atropina (2 nmol/0,2 pl) ou salina em regides adjacentes
ao CeA (injecOes negativas).

Tratamento Ingestéo de NaCl 0,3 M (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min
salina 81+08 115+1,7 118+18 128+10 128+10 128+10 128+10 128+10 128+%1,0
atropina 99+28 128+39 128+39 128+39 132+41 132+41 138%x44 139+44 139+44

Ingestao de agua (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min
salina 02+01 02+01 06+03 06+03 06+03 06+03 06+03 06+03 06+0,3
atropina 0,03+0,02 0,05+0,02 0,08+0,03 0,11+0,04 0,11+0,04 0,13+0,1 0,13+0,1 0,13+0,1 0,13%+0,1

Resultados sdo expressos como média + EPM, n = 06.
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4.7. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo submetidos a
ativacdo de receptores serotoninérgicos 5-HT,aoc no CeA.

Inje¢des bilaterais de DOI (5 png/0,2 ul) no CeA nao modificaram a ingestao de
NaCl 0,3 M (14,9 £ 1,7, vs. salina 15,7 £ 1,7 ml/240 min), [F(1,8) = 0,0113; p>0,05] (Figura
6A) ou a ingestdo de agua (1,11 £+ 0,6, vs. salina 2,22 = 0,6 ml/240 min) em ratos com 24

horas de deplecéo de sddio, [F(1,8) = 3,085; p>0,05] (Figura 6B).
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Figura 6. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos submetidos a 24 horas
de deplecédo de sddio e que receberam injecGes bilaterais de DOI (5 pg /0,2 ul) ou salina no
CeA. Resultados sdo expressos como média = EPM, n = nimero de animais.
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4.8. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos ao bloqueio de receptores angiotensinérgicos e dos receptores de aldosterona
no CeA.

Injecdes bilaterais de RU 28318 (50 ng/0,2 ul) ou losartan (20 pg/0,2 ul) no
CeA ndo modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M (16,3 + 1,4 e 16,3 * 2,6, respectivamente, Vs.
salina 17,3 = 1,7 ml/240 min), [F(2,14) = 0,05; p>0,05] induzida por deplecdo de sodio
(Figura 7A).

InjecOes bilaterais de RU 28318 (50 ng/0,2 pl) no CeA também nao
modificaram a ingestdo agua (0,5 = 0,1 ml/4 h, vs. salina 0,5 + 0,2 ml/4 h) induzida por
deplecéo de sodio. Entretanto, injegdes bilaterais de losartan (20 pg/0,2 pl) no CeA reduziram
significativamente a ingestdo de agua (0,08 + 0,02, vs. salina 0,5 + 0,2 ml/240 min), [F(2,14)
=4,762; p<0,05], induzida por deplecdo de sodio (Figura 7B).

InjecOes localizadas fora do CeA, tanto de RU 28318 (50 ng/0,2 pul) como a de
losartan (20 pg/0,2 ul), ndo produziram qualquer efeito na ingestdo de NaCl 0,3 M (14,1 = 3,0
ml/4 h; 15,8 £ 2,7 ml/4 h, vs. salina: 14,0 + 2,6 ml/4 h, respectivamente), [F(2,12) = 0,488;
p>0,05], nem na ingestdo de agua (0,7 = 0,3 ml/4 h; 0,8 + 0,5 ml/4 h, vs. salina: 2,2 + 0,8 ml/4

h, respectivamente), [F(2,12) = 3,861; p>0,05], em animais depletados de sddio (Tabela 7).
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Figura 7. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos submetidos a 24 horas
de deplecdo de sddio e que receberam injecdes bilaterais de RU 28318 (50 ng/0,2 ul), losartan
(20 png/0,2 ul) ou salina no CeA. Resultados sdo expressos como média = EPM, n = nlimero

de animais.
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Tabela 7. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecédo de sédio em ratos
que receberam injecOes bilaterais de RU 28318 (50 ng/0,2 ul), losartan (20 pg/0,2 pl) ou
salina em regides adjacentes ao CeA (injecdes negativas).

Tratamento Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min
salina 6,3+19 118+27 132+26 138+26 140+26 140+26 140+26 140+26 140%26
losartan 106+21 147+26 158%x2,7 158+27 158+27 158+27 158+27 158+27 158%27
RU 93+21 112+23 118+22 125+22 134+25 134+25 134+25 135+26 141+30

Ingestao de agua (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min

salina 03+01 05+02 07+02 19+07 22+08 22+08 22+08 22+08 22+08
losartan 01+01 03+01 07x05 07x05 0705 08+05 08+05 08+05 0805
RU 01«01 03+01 03+01 06x03 0603 0603 06+03 06+03 0703

Resultados sdo expressos como média £+ EPM, n = 07.
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4.9. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em animais com 24 horas de deplecdo de sodio
submetidos ao bloqueio de receptores opidides no CeA.

Inje¢des bilaterais de naloxona (40 pg/0,2 ul) no CeA nao foram capazes de
modificar de forma significativa a ingestdo de NaCl 0,3 M (7,4 £ 1,8, vs. salina 13,17 + 1,9
ml/180 min), [F(1,7) = 2,141; p > 0,05] (Figura 8A), e a ingestdo de agua (0,2 + 0,1, vs. salina
1,27 £ 0,5 ml/180 min), [F(1,7) = 3,583; p>0,05] em animais depletados de sodio (Figura 8B).

Injecdes de naloxona (40 pg/0,2 ul) localizadas fora do CeA nao produziram
qualquer efeito na ingestdo de NaCl 0,3 M (13,8 £ 2,1 ml/180 min, vs. salina: 16,5 £ 2,0
ml/180 min), [F(1,5) = 0,172; p>0,05], induzida por deple¢do de sddio. Entretanto, reduziu a
ingestdo de agua (0,5 £ 0,3 ml/180 min, vs. salina: 2,8 £ 1,0 ml/180 min), [F(6,30) = 4,143;

p<0,05], em animais depletados de sédio (Tabela 8).
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Figura 8. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos submetidos a 24 horas
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no CeA. Resultados sdo expressos como média £ EPM, n = nimero de animais.
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Tabela 8. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecédo de sddio em ratos

que receberam injec¢des bilaterais de naloxona (40 pg/0,2 pl) ou salina em regides adjacentes
ao CeA (injecOes negativas).

Tratamento

salina
naloxona

salina
naloxona

Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)

15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
80+20 11,7+26 123+30 130+3,2 136+33 16,1+20 165+2,0
1,7+17 95+22 114+14 123+15 130+19 138+21 138+21

Ingestdo de agua (ml)

15 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
006+003 11+06 21+10 25+11 26+11 28+10 28+1,0
0,08+0,05 0,08+0,05 0,1+006 0,1+01* 01+01* 02+01* 05+£0,3*

Resultados sdo expressos como média £ EPM, n = 06.
* diferente de salina (p = 0,004)
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4.10. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP sc em ratos submetidos
ao bloqueio de receptores opidides no CeA.

Injecdes bilaterais de naloxona (40 ug/0,2 ul) no CeA ndo modificaram a
ingestdo de NaCl 0,3 M (1,76 £ 0,7, vs. salina 5,3 £ 2,2 ml/120 min), [F(1,5) = 6,161; p >
0,05] (Figura 9A), mas reduziram a ingestao de agua induzida por FURO + CAP sc (6,0 + 1,2,

vs. salina 12,9 + 2,2 ml/120 min), [F(1,5) = 11,42; p < 0,05], (Figura 9B).
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Figura 9. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) &gua induzida por FURO + CAP sc em
ratos que receberam injecdes bilaterais de naloxona (40 pg/0,2 ul) ou salina no CeA.
Resultados séo expressos como média £ EPM, n = nimero de animais.
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4.11. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por injecbes bilaterais de muscimol no
NPBL em animais saciados e normovolémicos submetidos ao bloqueio de receptores
opidides no CeA.

Injecdes bilaterais de naloxona (40 pg/0,2 ul) no CeA bloguearam a ingestéo
de NaCl 0,3 M (29,4 + 2,7 ml/4 h, vs. salina: 0,7 £ 0,3 ml/4 h), [F(1,6) = 26,88; p<0,05]
(Figura 10A), e a ingestdo de agua (15,0 + 2,6 ml/4 h, vs. salina: 0,3 + 0,1 ml/4 h), [F(1,6) =
19,813; p<0,05] (Figura 10B), induzidas por injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pul)

no NPBL em animais saciados.
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Figura 10. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados tratados com
injecOes bilaterais de muscimol (0,5 nmol) no NPBL combinadas com injegdes bilaterais de
naloxona (40 pg/0,2 ul) ou salina no CeA. Resultados s@o expressos como média = EPM, n =
namero de animais.
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4.12. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com desidratacdo intracelular que
receberam injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com o bloqueio de
receptores opiodides no CeA.

Moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) injetada bilateralmente no NPBL combinada
com injecdes de salina no CeA aumentou a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos tratados com
gavagem ig de NaCl 2 M (17,0 = 3,8 ml/2 h, vs. salina NPBL + salina CeA: 0,12 £ 0,5 ml/2
h), [F(2,6) = 10,075; p<0,05] (Figura 11A). Injecdes bilaterais de naloxona (40 pg/0,2 pl) no
CeA bloguearam a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos tratados com gavagem ig de NaCl 2 M
que receberam injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL (3,2 £ 2,5 ml/2 h) (Figura 11A).

N&o houve alteracdes significativas da ingestdo de agua em ratos tratados com
gavagem ig de NaCl 2 M que receberam moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) injetada bilateralmente
no NPBL combinada com injecdes de salina no CeA (16,2 + 3,3 ml/2 h, vs. salina NPBL +
salina CeA: 6,2 = 1,5 ml/2 h) ou combinada com injecdes bilaterais de naloxona (40 ug/0,2

pl) no CeA (7,9 £ 1,9 ml/2 h), [F(2,6) = 1,798; p>0,05] (Figura 11B).
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Figura 11. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) dgua em ratos em ratos tratados com
gavagem ig de NaCl 2 M que receberam injecGes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) ou
salina no NPBL combinadas com injec¢des bilaterais de naloxona (40 pg/0,2 ul) ou salina no
CeA. Resultados sdo expressos como média + EPM, n = nimero de animais.
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4.13. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por injecGes bilaterais de muscimol no
NPBL em animais saciados e normovolémicos submetidos ao bloqueio de receptores
angiotensinérgicos no CeA.

Injecdes bilaterais de losartan (20 pg/0,2 pl) no CeA aboliram a ingestdo de
NaCl 0,3 M (19,9 £ 7,7 ml/4 h, vs. salina: 2,1 £ 1,2 ml/4 h), [F(7,21) = 3,887; p<0,05] (Figura
12A), e a ingestdo de agua (13,7 £ 4,6 ml/4 h, vs. salina: 1,9 + 1,1 ml/4 h), [F(7,21) = 4,427,
p<0,05] (Figura 12B), induzidas por injecOes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) no

NPBL em animais saciados.
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Figura 12. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados e tratados com
injecOes bilaterais de muscimol (0,5 nmol) no NPBL combinadas com inje¢des bilaterais de
losartan (20 pg/0,2 pl) ou salina no CeA. Resultados sdo expressos como média = EPM, n =
namero de animais.
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4.14. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M em ratos saciados submetidos ao bloqueio dos
mecanismos inibitérios no NPBL com injecdes bilaterais de moxonidina combinado com
a ativacdo de mecanismos facilitatorios do CeA com injecdes de ANG II.

InjecBes bilaterais de ANG 1l (20 ng/0,2 pl) no CeA nédo induziram qualquer
modificacdo na ingestdo de NaCl 0,3 M (0,2 £ 0,1 ml/120 min, vs. salina: 0,2 = 0,1 mi/120
min), [F(1,6) = 0,0038; p>0,05], ¢ na ingestdo de agua (0,8 £ 0,5 ml/120 min, vs. salina: 0,9 +
0,5 ml/120 min), [F(1,6) = 0,0032; p>0,05], em animais saciados e que ndo receberam
tratamento no NPBL (Tabela 9).

O blogueio dos mecanismos inibitérios no NPBL com injecGes bilaterais de
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) combinado com injecdes bilaterais de ANG Il (20 ng/0,2 pl) no
CeA também ndo modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M (0,3 £ 0,2 ml/120 min, vs. salina 0,0
+ 0,0 ml/120 min), [F(1,2) = 3,469; p>0,05], e a ingestdo de agua (0,6 + 0,3 ml/120 min, vs.

salina 0,4 + 0,4 ml/120 min) [F(1,2) = 0,0526; p>0,05] (Tabela 09).
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Tabela 9. Ingestdo de NaCl 0,3 M e &gua ap6s a redugdo dos mecanismos inibitérios do
NPBL combinado com a ativagdo de receptores angiotensinérgicos no CeA.

Tratamento Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)
30 min 60 min 90 min 120 min

=]

salina NPBL + salina CeA 7 0,1+01 0,2+0,1 02%+0,1 0,2%0,1
salina NPBL + ANG |l CeA 7 0,1+01 02+0,1 0,2+0,1 02+0,1

n 30 min 60 min 90 min 120 min
MOXO NPBL + salina CeA 3 01+01 01+0,1 01+0,1 0,1x01
MOXO NPBL + ANG |l CeA 3 05+05 05+05 05+05 05%+05

Ingestdo de agua (ml)
n 30 min 60 min 90 min 120 min

salina NPBL + salina CeA 7 08+05 09+05 09+05 09+05
salina NPBL + ANG Il CeA 7 08+04 08+04 08+04 0804

n 30 min 60 min 90 min 120 min
MOXO NPBL + salina CeA 3 08+05 09+05 09+05 09+05
MOXO NPBL + ANG Il CeA 3 03+02 06+0,3 06+03 06+0,3

Resultados sdo expressos como média + EPM.
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) — agonista adrenérgico a,
ANG Il (20 ng/0,2 pl)
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4.15. Efeitos da ativacao de receptores GABAA no CeA sobre a ingestdo de sacarose 0,06
M.

A figura 13 mostra a ingestdo diaria de sacarose 0,06 M e agua em ratos
saciados e normovolémicos que tiveram livre acesso a sacarose 0,06 M durante duas horas por
dia, ao longo de 7 dias.

Injecdes bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 ul) no CeA reduziram a
ingestdo de sacarose 0,06 M (4,15 + 1,4, vs. salina 10,17 + 1,4 ml/2 h), [F(1,6) = 13,60;
p<0,05] (Figura 14A), mas ndo alteraram a ingestdo de agua (0,15 £ 0,04, vs. salina 0,11 +
0,03 ml/2 h), [F(1,6) = 0,359; p>0,05] (Figura 14B).

Injecbes de muscimol (0,25 nmol/0.2 ul) localizadas fora do CeA ndo
produziram qualquer efeito na ingestdo de sacarose 0,06 M (8,4 + 2,6 ml/2 h, vs. salina: 7,6 £
2,2 ml/2 h), [F(1,4) = 0,0005; p>0,05], nem na ingestdo de agua (0,2 = 0,1 ml/2 h, vs. salina:

0,4 £0,3ml/2 h), [F(1,4)=0,487; p>0,05] (Tabela 10).
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Figura 133. Ingestdo diaria de sacarose 0,06 M e dgua em ratos saciados e normovolémicos
que tiveram livre acesso a sacarose 0,06 M durante duas horas por dia. Resultados sdo
expressos como media £ EPM, n = nimero de animais.
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Figura 14. Ingestdo cumulativa de A) sacarose 0,06 M e B) dgua em ratos treinados a ingerir

sacarose que receberam injecdes bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 ul) ou salina no CeA.
Resultados sdo expressos como média £ EPM, n = nimero de animais.
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Tabela 10. Ingestdo cumulativa de sacarose 0,06 M e dgua em ratos que receberam injecoes
bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 ul) ou salina em regides adjacentes ao CeA (injegdes
negativas).

Tratamento Ingestdo de sacarose 0,06 M (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
salina 50+18 69+20 73x21 7321 7622
muscimol 56+x15 68x21 71+22 74+23 84+26

Ingestdo de agua (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
salina 01+01 02+02 03+x02 03+x02 04+£0,3
muscimol 0,1+004 01+005 01+006 01+006 02+0,1

Resultados sédo expressos como média £ EPM, n = 05.
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4.16. Efeitos da ativacdo de receptores GABAA no CeA sobre a ingestdo de alimento
induzida por privacéo de alimento.

Em ratos privados de ragdo por 24 horas, injecoes bilaterais de muscimol (0,25
nmol/0,2 ml) no CeA ndo modificaram a ingestdo de alimento (6,4 + 1,8, vs. salina 8,5 £ 0,6
0/2 h), [F(1,6) = 3,118; p>0,05] (Figura 15A), mas reduziram a ingestdo de agua associada a
ingestdo de alimento (3,1 = 1,5, vs. salina 7,7 = 0,6 ml/2 h), [F(1,6) = 7,8; p<0,05], (Figura
15C). A ingestdo de NaCl 0,3 M que ocorreu no mesmo periodo ndo foi modificada pelas
injecBGes de muscimol no CeA (0,05 + 0,02, vs. salina 0,7 £ 0,5 g/2 h), [F(1,6) = 1,58, p>0,05]
(Figura 15B).

Em contrapartida, também em ratos privados de racdo por 24 horas, injecdes
bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 ml) fora do CeA (mais especificamente na porcéao
superior ao CeA) reduziram a ingestdo de alimento (4,5 + 1,7 g/2 h, vs. salina 9,6 + 1,2 g/2
h), [F(1,4) = 10,09; p<0,05], e a ingestdo de agua associada a ingestdo de alimento (2,4 £ 1,3
ml/2 h, vs. salina 10,9 £ 1,3 ml/2 h), [F(1,4) = 28,75; p<0,05], sem alterar a ingestdo de NaCl
0,3 M associada a ingestéo de alimento (0,5 + 0,4 ml/2 h, vs. salina 0,7 + 0,6 ml/2 h), [F(1,4)

= 0,003, p>0,05], (Tabela 11).
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Figura 15. Ingestdo cumulativa de A) alimento, B) NaCl 0,3 M e C) agua em ratos
submetidos a 24 horas de privacao de alimento que receberam injecdes bilaterais de muscimol
(0,25 nmol/0,2 pl) ou salina no CeA. Resultados sdo expressos como média + EPM, n =
namero de animais.



103

Tabela 11. Ingestdo cumulativa de alimento (g), NaCl 0,3 M (ml) e agua (ml) associada a
ingestdo de alimento em ratos submetidos a 24 horas de privagédo de alimento que receberam

injecOes bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 ul) ou salina em regides adjacentes ao CeA
(injecOes negativas).

Tratamento Ingestéo de alimento (9)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
salina 28+0,2 43+02 66+03 82+05 96%11
muscimol 1,9+06 27+10 31+11* 38+13* 45+17*

Ingestéo de NaCl 0,3 M (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
salina 0,06 £0,04 0,1+£005 04£03 0706 0,7%0,6
muscimol 042+042 042+042 04+04 0404 05%04

Ingestédo de agua (ml)
15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
salina 0+0 18+0,7 61+12 97+11 109+13
muscimol 0,02+0,02 0,04+0,02 03+0,1* 20%+10* 24+13*

Resultados sdo expressos como média = EPM, n = 05.
* diferente de salina, p < 0,05.
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4.17. Efeitos do bloqueio de receptores opidides no CeA sobre a ingestéo de sacarose 0,06
M.

A figura 16 mostra a ingestdo diaria de sacarose 0,06 M e agua em ratos
saciados e normovolémicos que tiveram livre acesso a sacarose 0,06 M durante duas horas por
dia, ao longo de 7 dias.

A administracdo bilateral de naloxona (40 ug/0,2 ul) no CeA reduziu a ingestao
de sacarose 0,06 M (5,0 £ 0,8, vs. salina 8,4 + 0,9 ml/2 h), [F(1,6) = 16,016; p<0,05] (Figura
17A), mas ndo alterou a ingestdo de agua (0,3 £ 0,1, vs. salina 0,0 £ 0,0 ml/2 h), [F(1,6) =
0,359; p>0,05] (Figura 17B).

A administracdo bilateral de naloxona (40 pg/0,2 ul) fora do CeA néo
modificou a ingestdo de sacarose 0,06 M (3,3 = 1,4 ml/2 h, vs. salina 6,7 £ 2,6 ml/2 h),
[F(1,5) = 2,159; p>0,05], e a ingestdo de agua (0,5 £ 0,3 ml/2 h, vs. salina 0,2 £ 0,1 ml/2 h),

[F(1,7) = 1,522; p>0,05] (Tabela 12).
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Figura 16. Ingestdo diaria de sacarose 0,06 M (ml) e agua (ml) em ratos saciados e
normovolémicos que tiveram livre acesso as solug¢fes durante duas horas por dia. Resultados
sd0 expressos como média + EPM, n = nimero de animais.
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Figura 17. Ingestdo cumulativa de A) sacarose 0,06 M (ml) e B) agua (ml) em ratos que
receberam injecdes bilaterais de naloxona (40 pg/0,2 pl) ou salina no CeA. Resultados sdo
expressos como média £ EPM, n = nimero de animais.
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Tabela 12. Ingestdo cumulativa de sacarose 0,06 M e dgua em ratos que receberam injecoes
bilaterais de naloxona (40 pg/0,2 ul) ou salina em regides adjacentes ao CeA (injegdes

negativas).

Tratamento

salina
naloxona

salina
naloxona

Ingestado de sacarose 0,06 M (ml)

30 min 60 min 90 min 120 min
51+15 59+22 62+26 6,7+26
32+14 32+14 33+14 33+x14

Ingestao de agua (ml)

30 min 60 min 90 min 120 min
02+0,1 02+01 02+01 02+0,1
05+03 05+03 05+03 05+0.3

Resultados sédo expressos como média + EPM, n = 06.
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5. DISCUSSAO

5.1. Envolvimento de diferentes receptores no CeA no controle da ingestdo de agua e

sodio

No presente estudo investigamos a participacdo de diferentes
neurotransmissores no CeA no controle da ingestdo de sodio e agua em condicGes de plena
atividade dos mecanismos inibitorios do NPBL ou quando a atividade destes mecanismos do
NPBL estivesse blogueada ou reduzida.

Os presentes resultados mostram que GABA e 0s receptores adrenérgicos o, N0
CeA estdo envolvidos no controle da ingestdo de sddio induzida pela deplecdo de sodio. Por
outro lado, 0os mecanismos opioides e angiotensinérgicos no CeA parecem ndo participarem
da ingestdo de sodio induzida pela deplecdo de sodio. A participacdo de outros mecanismos
como ocitocinérgicos, colinérgicos muscarinicos, serotoninérgicos 5-HT,a e aldosterona no
CeA também foram testados apenas na ingestdo de sédio induzida por deplecdo de sédio e
ndo se mostraram envolvidos neste comportamento.

O CeA contém receptores GABAérgicos (MAROWSKY et al., 2004) e grande
populagdes de terminais e neuronios GABA¢érgicos (NITECKA e BEN-ARI, 1987; ARAKI et
al., 1992, McDONALD e AUGUSTINE, 1993; SUN e CASSELL, 1993). Os resultados do
presente trabalho demonstraram que injecdes bilaterais de muscimol (agonista de receptores
GABAA,) no CeA reduziram a ingestdo de NaCl 0,3 M em animais depletados de sodio. Por
outro lado, injecOes bilaterais no CeA de bicuculina (antagonista de receptores GABAA) e
CGP (antagonista GABAg) ndo modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecéo
de sodio. Esses resultados estdo de acordo com estudos recentemente publicados, os quais
mostraram que injecdes bilaterais de muscimol no CeA diminuiram de maneira dose-

dependente a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua em animais depletados de sodio (WANG et al.,
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2012). Esse mesmo estudo mostrou que bicuculina (0,4 nmol) injetada bilateralmente no CeA
15 minutos antes das inje¢des de muscimol bloqueou completamente os efeitos do muscimol
na ingestdo de NaCl 0,3 M e agua. Entretanto, apenas inje¢cdes de bicuculina (0,4 nmol) no
CeA ndo modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M ou agua (WANG et al., 2012). No presente
estudo, a dose de bicuculina injetada foi quatro vezes maior (1,6 nmol), e mesmo assim néo
houve alteracdo na ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida por deplecdo de saddio,
confirmando que os receptores GABAa no CeA nédo exercem efeito tdnico sobre a ingestdo de
sodio. Da mesma forma, apenas injecdes bilaterais de CGP (antagonista GABAg), na dose de
15 nmol, no CeA também ndo modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecédo
de sddio. Portanto, a ativacdo do mecanismo gabaérgico no CeA leva a uma reducdo da
ingestdo de sddio induzida pela deplecdo de sodio, porém, este mecanismo ndo atua
tonicamente para controlar a ingestdo de sédio em animais depletados de sodio.

E também bem conhecido o efeito inibitério na ingestdo de &gua e sddio
produzido pela inje¢do de agonistas de receptores adrenérgicos ap/imidazdlicos como a
clonidina e a moxonidina em areas prosencefalicas (para revisdo vide MENANI et al., 2006).
Tanto o efeito antidipsogénico como a inibicdo da ingestdo de sodio pela moxonidina injetada
icv foi abolido pelo tratamento prévio com RX 821002 ou ioimbina (antagonistas de
receptores adrenérgicos o), (MENANI et al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2003a) sugerindo o
envolvimento de receptores adrenérgicos a, centrais no mecanismo inibitorio da ingestdo de
agua e de sédio. Estudos anteriores demonstraram a presenca de receptores adrenérgicos oy €
imidazolicos no complexo amigdaldide (MALLARD et al., 1992; FRENCH, 1995; KING et
al., 1995; RUGGIERO et al., 1998; NEWMAN-TANCREDI et al., 2000). Além disso, a
porcdo lateral do CeA recebe significante inervacdo noradrenérgica do nucleo do trato
solitario (NTS) e locus coeruleus (LC) (FALLON et al., 1978). DE OLIVEIRA e

colaboradores (2003b) mostraram que injecdes bilaterais de moxonidina no complexo
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amigdaloide (10 e 20 nmol/1 pl) e no nucleo basal da amigdala (20 nmol/0,4 pul) reduziram a
ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecao de sédio, enquanto que injecGes bilaterais de
moxonidina (5 ¢ 10 nmol/0,2 pul e 20 nmol/0,4 pl) no CeA nao alteraram a ingestao de NaCl
0,3 M também induzida por deplecao de sdédio. Entretanto, os resultados do presente trabalho
mostraram que injecdes bilaterais de moxonidina (10 nmol/0,2 ul ) no CeA reduziram a
ingestdo de NaCl 0,3 M e 4gua induzida por deplecao de sodio, sugerindo o envolvimento dos
receptores adrenérgicos a, no CeA no controle da ingestdo de sddio em animais depletados,
mostrando um papel inibitério desse receptor no CeA. O presente trabalho também mostra a
especificidade desse nucleo, visto que injecdes de moxonidina em areas adjacentes ao CeA
ndo produziram efeito na ingestao de sodio induzida por deplecéo.

Outros receptores, além dos receptores gabaérgicos e adrenérgicos, também
estdo presentes no CeA, o qual contém uma alta densidade de receptores ocitocinérgicos
(BARBERIS e TRIBOLLET, 1996) e tem sido descrita como uma estrutura alvo de acao da
ocitocina no cérebro (NEUMANN et al., 2000). Considerando que a ocitocina OT ativa
mecanismos inibitérios centrais para a ingestdo de s6dio (BLACKBURN et al., 1992,
BLACKBURN et al., 1995), também investigamos o possivel papel inibitério da OT no CeA.
Injecdes bilaterais de OT ou de seu antagonista vasotocina (OVT) no CeA ndo alteraram a
ingestdo de NaCl 0,3 M e 4gua induzida por deplecdo de sodio, o que sugere que OT no CeA
pode ndo estar envolvida no controlo de apetite sodio induzida por deple¢éo de sodio.

Diversos trabalhos mostraram que ANG Il injetada centralmente ndo somente
induz uma resposta pressora e liberacdo de vasopressina, mas também aumenta a ingestao de
agua e de sodio (FITZSIMONS, 1998; McKINLEY et al., 2001). Em adig&o, injecdes icv de
ANG Il aumentaram significativamente a imunorreatividade para c-Fos no CeA (ASAMI, et
al., 2011). Receptores de aldosterona e terminais angiotensinergicos tambeém estdo presentes

no CeA (LIND et al., 1985; von BOHLEN und HALBACH e ALBRECHT, 1998). Varios
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estudos sugerem que a ANG Il e aldosterona podem estar envolvidos nos mecanismos
facilitadores no CeA para controlar a ingestdo de sodio (LIND et al., 1985; SAKAI et al.,
1986; SCHULKIN et al., 1989; NITABACH et al., 1989; GALAVERNA et al., 1992;
ZHANG et al., 1993; ZARDETTO-SMITH et al., 1994; SAKAI et al., 1996; SAKAI et al.,
2000; SULLIVAN et al., 2004). Entretanto, injecdes bilaterais de ANG Il no CeA nao
induziram qualquer modificacdo na ingestdo de NaCl 0,3 M e agua em animais saciados. Da
mesma forma, os resultados do presente trabalho mostraram que injecoes bilaterais no CeA de
RU 28318 (antagonista seletivo de receptor mineralocorticoide) ou losartan (antagonista
receptor AT;) ndo modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecdo de sédio.
Estes resultados sugerem que receptores de aldosterona e angiotensina Il no CeA podem néo
estar envolvidos no controle do apetite de sédio em ratos com deplecao de sodio.

Diferentes estudos tém demonstrado a importdncia dos mecanismos
opioidérgicos no controle do comportamento ingestivo, especificamente, sobre a ingestdo de
sodio e 4gua (COOPER e GILBERT, 1984; HUBBELL e McCUTCHEON, 1993; LUCAS et
al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2014). Os trés subtipos de
receptores opidides (mu, delta, kappa) sdo expressos no CeA, tanto pré como pOs-
sinapticamente, bem como o0s seus ligantes enddgenos (CHIENG et al., 2006; MARCHANT
etal., 2007; POULIN et al., 2008; JAFERI e PICKEL, 2009).

Recentemente, trabalho de Yan e colaboradores (2013) demonstraram uma
importante participacdo dos mecanismos opioidérgicos do CeA no controle da ingestdo de
sodio. Injecdes bilaterais de DAMGO (agonista opidide ) no CeA aumentaram a ingestao de
NaCl 0,3 M e agua no modelo de privacdo hidrica e rehidratacdo parcial (PH-RP), e a
administracdo prévia de CTAP (antagonista opidide p) reverteu os efeitos do DAMGO em
animais PH-RP (YAN et al., 2013). Da mesma forma, inje¢des bilaterais de DAMGO também

aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida por FURO+CAP sc, e 0 prévio
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tratamento com CTAP também reverteu os efeitos do DAMGO na ingestdo de sodio e agua
induzida por FURO+CAP sc (YAN et al., 2013). O presente estudo demonstrou que injecdes
bilaterais de naloxona (antagonista inespecifico de receptor opidide) no CeA também néo
modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecdo de sédio, sugerindo que esses
receptores no CeA ndo estariam envolvidos no controle do apetite de sddio durante a deplecéo
de sddio. Por outro lado, injecdes bilaterais de naloxona no CeA apenas reduziram a ingestao
de agua, e ndo a ingestdo de NaCl 0,3 M, induzida por FURO+CAP sc. Resultado este
semelhante ao encontrado por Yan e colaboradores (2013), pois apenas a administracdo
bilateral de CTAP no CeA também reduziu apenas a ingestdo de agua induzida por
FURO+CAP sc.

Por fim, também testamos a participacdo de outros receptores como 0s
muscarinicos e serotoninérgicos no controle da ingestdo de agua e de sddio em animais
depletados de sddio. Estudo recente de Asnar e colaboradores (2013) demonstrou que o
blogueio de receptores colinérgicos centrais com atropina (20 nmol/1 pl, i.c.v.) reduziu a
ingestdo de NaCl 0,3 M e &gua induzida por injecGes bilaterais de muscimol no NPBL. Por
outro lado, 0 mesmo tratamento i.c.v. ndo produziu qualquer alteracdo da ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M induzida por FURO+CAP sc em ratos tratados com moxonidina no NPBL
(ASNAR et al., 2013). Diversos trabalhos demonstraram a presenca de receptores
muscarinicos no complexo amigdaldide, incluindo o CeA (ANDRE et al., 1984; MASH et al.,
1986; BUCKLEY et al., 1988), especificamente na porcéo lateral do CeA (van der ZEE et al.,
1997). Assim, foi importante verificar se receptores muscarinicos do CeA teriam alguma
participacdo nessa reducdo da ingestdo de sddio, especificamente na ingestdo de sédio
induzida por 24 hs de deplecéo de sodio. O presente trabalho mostrou que injecdes bilaterais
de atropina (antagonista de receptor muscarinico) no CeA, na dose de 2 nmol, ndo modificou

a ingestdo de sodio e agua induzidas por 24 horas de deplecdo de sodio, sugerindo que 0s
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mecanismos colinérgicos do CeA nado estdo envolvidos na ingestdo de s6dio ou agua nesta
condicéo.

Luz e cols., 2007 demostraram a participacdo dos receptores 5HT3 do CeA na
ingestdo de sddio induzida por 24 horas de deplecdo de sddio, uma vez que a ativacdo desses
receptores no CeA reduz a ingestdo de sodio. Porém, os mesmos autores demonstraram que oS
receptores 5HT,c no CeA parecem ndo estar associados com a ingestdo de sodio induzida por
deplecédo de sodio (LUZ et al., 2007). O presente trabalho mostrou que injecdes bilaterais de
DOI (agonista de receptores 5-HT,a2c) no CeA também nao modificaram a ingestdo de sodio
e agua induzidas por 24 horas de deplecdo de sodio, sugerindo que os receptores 5HT,a nO

CeA parecem ndo estar envolvidos com a ingestao de sodio induzida por deplecéo de sodio.

5.2. CeA e outros comportamentos ingestivos.

Recentemente tem sido sugerido que o CeA também exerce um importante
papel na ingestdo de sacarose (LEVINE et al., 2003). O CeA é uma regido prosencefalica que
processa e transmite sinais de sabor doce e esta envolvido com respostas comportamentais e
heddnicas (HUANG et al., 2003). c-Fos é um fator de transcricdo imediata de genes, e 0
aumento na concentracdo de c-Fos é conhecido por refletir uma ativacao neuronal. A ingestdo
de sacarose induziu um aumento no numero de células imunorreativas para c-Fos no CeA em
ratos com alimentacdo normal (LI et al., 2012). Estudos prévios mostraram que em animais
com lesBes bilaterais do CeA ndo houve uma alteracdo da ingestdo de solugdes palataveis de
sacarose, alimento ou agua, sugerindo um efeito especifico para a ingestdo de sddio
(GALAVERNA et al., 1992). Contudo, os presentes resultados mostram que muscimol (0,25
nmol/0,2ul) injetado no CeA reduziu a ingestdo espontanea de sacarose 0,06 M. Portanto, a

diminuicdo da ingestdo de sacarose apds a desativacdo dos neurénios do CeA com muscimol
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sugere que o CeA também possa estar envolvido na modulacdo de comportamento ingestivo a
sacarose.

Pomonis e colaboradores (2000) verificaram que as concentracdes de c-Fos no
CeA apos a injecdo sc de naloxona foram mais elevadas em ratos que ingeriram sacarose 10%
do gque nos animais que ingeriram agua. Tal fato sugere que esta area € ativada quando a
sacarose € ingerida. Assim sendo, o CeA pode também participar da integracdo de sinais
gustatorios, heddnicos e autondmicos relacionados com o consumo de sacarose (LEVINE et
al., 2003). Estudo recente de SUN e colaboradores (2012) mostrou um aumento na ingestdo
de sacarose 0,3 M apos a administracdo de DAMGO (agonista de receptor opioide p) no CeA
em ratos privados de agua, sugerindo o envolvimento dos mecanismos opioidérgicos
presentes no CeA também no controle da ingestdo de sacarose. No presente trabalho, a
administracdo bilateral do antagonista opioide inespecifico naloxona (40 pg/0,2 ul) no CeA
reduziu a ingestdo de sacarose 0,06 M, mas ndo alterou a ingestdo de agua, demonstrando o
envolvimento dos mecanismos opioidérgicos presentes no CeA no controle da ingestdo de
sacarose.

Em relacdo a ingestdo de alimento, estudos prévios mostraram que injecfes de
diferentes doses de muscimol (0,05, 0,25 ou 1,0 nmol) no CeA redurizam significativamente a
ingestdo de alimento em ratos submetidos a 18 h de privacdo alimentar (MINANO et al.,
1992). Contudo, os presentes resultados mostram que a administragdo de muscimol (0,5
nmol) em ratos submetidos a 24 h de privagdo alimentar ndo foi capaz de alterar a ingestéo de
alimento, mas em nosso estudo muscimol reduziu a ingestdo de adgua associada a ingestdo de
alimento. A ingestdo de alimento seco aumenta em minutos a osmolaridade plasmatica no rato
cerca de 2 a 3% (STARBUCK e FITTS, 2001), e um aumento dessa magnitude promove a

ingestdo de &gua. Assim, a desativacdo dos neurdnios do CeA com muscimol diminui a



115

ingestdo de sacarose e a ingestdo de dgua associada a ingestdo de alimento, sugerindo que o
CeA pode estar envolvido com a modulacao desses comportamentos ingestivos.

A reducdo da ingestdo de sacarose em ratos que receberam injecGes de
muscimol ou naloxona no CeA poderia sugerir efeitos inespecificos destes tratamentos sobre
comportamentos ingestivos. Porém, quando se trata do muscimol, esta possibilidade pode ser
descartada uma vez que o mesmo tratamento no CeA ndo modificou a ingestdo de alimento.
Naloxona injetada no CeA foi muito eficiente em reduzir a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos
que receberam injecdes de muscimol no NPBL ou combinacdo de moxonidina injetada no
NPBL com NaCl 2 M intragastricamente, no entanto, ndo causou modificacdes significativas
na ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pela deplecdo de sddio, o que indica que as reducdes da
ingestdo de sddio (e também de sacarose) produzidas pelas injecdes de naloxona no CeA nédo

sdo resultado de uma acgéo inespecifica sobre comportamentos ingestivos.

5.3. Importancia dos mecanismos opidides e angiotensinérgicos do CeA para os efeitos

da desativacdo do mecanismo inibitoério do NPBL..

Nossos resultados anteriores mostraram que lesdes eletroliticas bilaterais do
CeA aboliram a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua produzida por injecGes bilaterais de muscimol
no NPBL em ratos normovolémicos e saciados (ANDRADE-FRANZE et al., 2010b).
Ademais, 0 aumento da ingestdo de dgua e NaCl 0,3 M produzido pelas injecdes bilaterais de
moxonidina ou metisergida no NPBL em animais previamente tratados com FURO + CAP sc
também foi completamente abolido pelas lesdes bilaterais do CeA (ANDRADE-FRANZE e
cols., 2010a). Resultados mais recentes ainda nao publicados mostraram que o bloqueio
farmacologico do CeA, com injecOes bilaterais de muscimol (0,5 nmol) nessa area, também
aboliu a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzidas pelas injecGes bilaterais de muscimol (0,5

nmol) no NPBL. Inje¢6es de muscimol (0,25 nmol) no CeA também aboliram o aumento da
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ingestdo de agua e NaCl 0,3 M produzido pelas inje¢coes de moxonidina no NPBL em animais
tratados com FURO + CAP (ANDRADE-FRANZE et al., 2010c). Estes resultados mostraram
que os mecanismos facilitadores do CeA sdo essenciais para a ingestdo de sodio que surge
depois do bloqueio dos mecanismos inibitorios no NPBL (ANDRADE-FRANZE et al.,
2010b). Portanto, o CeA exerce um papel fundamental no controle da ingestdo de gua e de
sodio que ocorre quando € reduzida a atividade dos mecanismos inibitérios do NPBL
(ANDRADE-FRANZE et al., 2010a,b,c).

Os presentes resultados mostram que 0S mecanismos opidides e
angiotensinérgicos no CeA sdo essenciais para a ingestdo de s6dio que ocorre quando 0s
mecanismos inibitorios sdo desativados pela acdo do muscimol no NPBL, mas parece ndo
participarem da ingestdo de sodio induzida pela deplecdo de sodio. Os mecanismos opidides
no CeA também sdo essenciais para a ingestdo de sodio que ocorre quando 0s mecanismos
inibitdrios sdo atenuados pela acdo da moxonidina no NPBL.

A ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida por muscimol injetado no NPBL
também foi reduzida por injecOes de losartan (antagonista do receptor AT;) no VL, sugerindo
que a ingestdo de sdédio nessa condicdo depende do bloqueio dos mecanismos inibitérios do
NPBL pelo muscimol combinada com a ativagho de mecanismos facilitadores
angiotensinérgicos provavelmente localizados no prosencéfalo (RONCARI et al., 2011).
Resultados mais recentes do nosso laborat6rio também mostraram que a ingestdo de NaCl 0,3
M e &gua induzida por muscimol injetado no NPBL foi reduzida por injecdes de losartan
(antagonista do receptor AT;) no OSF (RONCARI et al., 2014). Da mesma forma, no
presente estudo verificamos que injecOes bilaterais de losartan no CeA tambem aboliram a
ingestdo de NaCl 0,3 M e a ingestdo de agua induzidas por injecdes bilaterais de muscimol no
NPBL em animais saciados. Muscimol agindo no NPBL remove o0s sinais inibitorios

envolvidos no controle da ingestdo de sddio e, portanto, nessas condi¢des qualquer nivel basal
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do sinal facilitatério angiotensinérgico ainda presente nos ratos saciados € o suficiente para
interromper a saciedade e levar os ratos a ingerirem NaCl (CALLERA et la., 2005;
RONCARI et al., 2011, ASNAR et al., 2013). Provavelmente, os niveis basais de ANG 1l
ativa os receptores angiotensinérgicos presentes no OSF e OVLT (ASNAR et al., 2013). O
OSF envia projecOes diretas para o CeA, a qual também recebe projeces do NPBL
(JOHNSON e GROSS, 1993; JIA et al., 2005). Portanto, parece que os sinais do OSF chegam
no CeA e, nesta area, 0s sinais sdo modulados pelos sinais inibitorios do NPBL. Em conjunto,
esses resultados sugerem que os mecanismos inibitorios do NPBL sdo essenciais para a
manutencdo da saciedade ao sodio e que os mecanismos angiotensinérgicos do CeA séo
importantes para a facilitacdo da ingestdo de sddio quando os mecanismos inibitérios do
NPBL estiverem desativados, mesmo sem ativacdo extra dos mecanismos facilitatérios
(ASNAR et al., 2013; RONCARI et al., 2014; e presentes resultados).

Interessantemente, injecdes bilaterais de naloxona no CeA também reduziram
a ingestdo de NaCl 0,3 M apo6s a desativacdo dos sinais inibitérios do NPBL com injecGes
bilaterais de muscimol em animais saciados. O CeA contém neur6nios intrinsecos e terminais
de axdnio que contém peptideos opidides (FALLON e LESLIE, 1986; CASSELL e GRAY,
1989; POULIN et al., 2006) e os receptores opiodides p estdo presentes no CeA (MANSOUR
etal., 1995; POULIN et al., 2006; GLASS et al., 2009). A maioria dos neurénios é inibida por
agonistas de receptores opidides u, 0s quais induzem hiperpolarizacdo mediada pela abertura
de canais de potassio (ZHU e PAN, 2005; CHIENG et al., 2006). Dada a evidéncia anatémica
da existéncia de conexdes GABAérgicas entre 0 CeA e o NPBL (JIA et al., 2005), € possivel
que peptideos opioides liberados endogenamente poderiam inibir tais projecoes GABAErgicas
e reduzir seus efeitos inibitorios (BAXTER e MURRAY, 2002; ZHU e PAN, 2005) e, dessa

forma, contribuir para facilitar a ingestéo de sodio (YAN et al., 2013). Os presentes resultados
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sugerem que a ingestdo de sodio induzida pela remo¢do do mecanismo inibitorio do NPBL
também depende de mecanismos opioidérgicos presentes no CeA.

E importante observar que quando os animais ingerem simultaneamente agua e
NaCl hipertdnico, uma parte significativa do aumento da ingestdo de agua pode ser devido ao
efeito de aumento de osmolaridade plasmatica causada pela excessiva ingestdo de NaCl
hipertdnico, ou seja, seria ingestdo de agua que ocorre pela ativacdo de osmorreceptores como
nos testes com injecdo de muscimol no NPBL. Assim, reducfes na ingestdo de dgua também
podem ser devido a reducdo na ingestdo de NaCl 0,3 M sem que 0 mecanismo em teste esteja
necessariamente modulando também a ingestdo de agua. Conclusbes seguras sobre o0s
mecanismos envolvidos na ingestdo de agua sdo possiveis apenas em testes onde apenas agua
esteja disponivel para os animais. E neste tipo de teste, injecbes de muscimol no NPBL
induzem apenas uma pequena ingestao de agua (CALLERA et al, 2005).

Além de receptores gabaérgicos, estudos demonstraram a participacdo de
receptores adrenérgicos a, no controle do mecanismo inibitério do NPBL (ANDRADE et al.,
2004, ANDRADE et al., 2006; GASPARINI et al., 2009). Sabe-se que apenas a ativacdo de
receptores adrenérgicos ay ndo € suficiente para induzir o apetite ao sédio, sendo necessaria a
presenca de um estimulo excitatério como o tratamento com FURO+CAP sc, ou mesmo a
administracdo de gavagem de NaCl 2 M (ANDRADE et al, 2004; ANDRADE et al., 2006).
Contrariando os conceitos tradicionais, estudos de nosso laboratério mostraram que ratos com
osmolaridade plasmatica aumentada por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M, além de
ingerir 4gua, também apresentam intensa ingestdo de NaCl 0,3 M quando 0s mecanismos
inibitérios do NPBL sdo bloqueados por injecdes bilaterais de metisergida ou moxonidina
(DE LUCA et al, 2003; ANDRADE et al, 2006). Segundo modelo proposto por De Luca Jr. e
colaboradores, a hiperosmolaridade ativa mecanismos que induzem a sede e 0 apetite ao

sodio; porem, paralelamente também ativaria os mecanismos inibitorios do NPBL que
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neutralizariam os efeitos facilitatérios da ingestio de NaCl. No presente trabalho
investigamos se 0s receptores opioidérgicos do CeA estdo envolvidos na ingestdo de sodio
induzida por gavagem com NaCl 2 M associada a ativagdo de receptores o, adrenérgicos no
NPBL. Os resultados mostraram que o bloqueio dos receptores opioidérgicos no CeA é capaz
de reduzir a ingestdo de sédio induzida por injeces bilaterais de moxonidina no NPBL
combinada com gavagem com NaCl 2 M. Portanto, os presentes resultados sugerem que
quando se faz a desativacdo do mecanismo inibitério do NPBL com muscimol ou moxonidina
associada a um mecanimo excitatorio, como a gavagem com NaCl 2 M, a ingestao de sédio
depende de mecanismos opioidérgicos facilitatorios existentes no CeA.

Resultados recentes de nosso laboratério também demonstraram que o
blogueio de receptores angiotensinérgicos centrais com injecdo de losartan no VL é capaz de
bloquear a ingestdo de sodio induzida pelas injecbes bilaterais de moxonidina no NPBL em
animais tratados com sobrecarga de NaCl 2 M (RONCARI et al., 2013), sugerindo que 0s
mecanimos angiotensinérgicos prosencefalicos estdo envolvidos na ingestdo de sddio induzida
por injecOes bilaterais de moxonidina no NPBL combinada com sobrecarga de NaCl 2 M.
Sabe-se que a ANG Il injetada centralmente aumenta significativamente a imunorreatividade
para c-Fos no CeA (ASAMI et al., 2011). Portanto, no presente trabalho também testamos se
a desativacdo do mecanismo inibitorio com inje¢des bilaterais de moxonidina no NPBL era
capaz de induzir ingestdo de sodio quando combinada com ANG Il injetada bilateralmente no
CeA. Entretanto, no presente trabalho as injecdes bilaterais de ANG Il diretamente no CeA
ndo promoveram qualquer alteracdo na ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M em animais
saciados que receberam ou ndo injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL. Assim,
diferentemente da ingestdo de sodio induzida pelas inje¢des de muscimol no NPBL, néo ficou
demonstrado a possivel acdo facilitatoria dos mecanismos angiotensinérgicos do CeA na

ingestdo de sodio quando os mecanismos inibitorios sdo desativados pela agdo da moxonidina
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no NPBL. Embora aparentemente contraditorios os resultados que sugerem envolvimento dos
mecanismos facilitatérios angiotensinérgicos do CeA na ingestdo de sodio induzida pelas
injecBes de muscimol no NPBL, mas ndo no caso das injecdes de moxonidina no NPBL,
podem ser explicados considerando-se que existem importantes diferencas na ingestdo de
sodio nos dois casos. A principal diferenca é que injecGes de muscimol parecem bloquear
completamente 0 mecanismo inibitério do NPBL, o que interrompe a saciedade e libera
intensa ingestdo de sodio em ratos saciados e normovolémicos. A moxonidina reduz
parcialmente a atividade do mecanismo inibitério do NPBL, o que € suficiente para aumentar
a ingestdo de sodio se um estimulo facilitatorio for simultaneamente aplicado, mas por si sé
ndo causa ingestdo de sodio em ratos saciados e normovolémicos. Assim, ha diferencas nos
mecanismos ativados em cada caso. Embora mecanismos facilitatérios do CeA sejam
importantes para a ingestdo de sodio nos dois casos, € possivel que 0s mecanismos
angiotensinérgicos do CeA sejam importantes apenas para um deles, ou seja, a ingestdo de
sodio induzida por muscimol. Mas futuros testes com injecBes de losartan no CeA
combinados com moxonidina no NPBL s&o importantes para se descartar com seguranga um
eventual envolvimento de mecanismos angiotensinérgicos do CeA no aumento da ingestao de
sodio resultante da ativagdo de receptores adrenérgicos a2 N0 NPBL.

Parece contraditorio também que losartan e naloxona injetados no CeA tenham
reduzido intensamente a ingestdo de s6dio quando muscimol ou moxonidina foram injetados
no NPBL, mas ndo alteraram significantemente a ingestdo de sédio induzida pela deple¢édo de
sodio. Neste caso, é preciso levar em conta a inibicdo exercida pelo NPBL sobre o CeA e
talvez outras areas centrais. Injecdes de muscimol ou moxonidina no NPBL reduzem ou
eliminam a acdo dos mecanismos inibitorios sobre o CeA, o que libera a acdo de mecanismos
facilitatorios que estariam inativos quando 0S mecanismos inibitorios do NPBL estdo

plenamente ativos. Assim, mecanismos angiotensinérgicos e opioides do CeA estariam pouco
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ativos no caso da deplecdo de sddio e pouco participariam desta ingestdo de sodio, se é que
teriam alguma participacédo, pois 0s mecanismos inibitorios do NPBL estariam limitando suas
acoes. Ao se bloquear os mecanismos inibitorios do NPBL, mecanismos angiotensinérgicos e
opidides do CeA passariam a atuar e estimulariam a ingestdo de sodio, guardadas as

especificidades de cada caso.
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6. CONCLUSAO

Os presentes resultados sugerem que 0S receptores ocitocinérgicos,
colinérgicos muscarinicos, serotoninérgicos 5-HT,a e receptores de aldosterona no CeA néo
participam do controle da ingestao de sédio induzida por deplecao de sddio. Por outro lado, os
presentes resultados sugerem que receptores GABAEérgicos e 0s receptores adrenérgicos o, NO
CeA apresentam um papel inibitério para o apetite ao sédio nessa situacdo. Embora os
mecanismos opiodides e angiotensinérgicos no CeA aparentemente ndo contribuam para a
ingestdo de sddio induzida pela deplecdo de sddio, os mesmos sdo essenciais para a ingestdo
de sodio observada quando os mecanismos inibitérios do NPBL s&o desativados pela acdo do
muscimol nessa area. Além disso, os mecanismos opidides no CeA também sdo essenciais
para a ingestdo paradoxal de sédio em animais hiperosmoticos quando 0S mecanismos
inibitorios sdo atenuados pela acdo da moxonidina no NPBL. Portanto, a ativacdo de
receptores opioides e de receptores angiotensinérgicos no CeA é necessaria para a ingestdo de
sodio observada ap6s a remocao ou atenuacdo dos mecanismos inibitorios NPBL.

A figura 18 apresenta um diagrama esquematico mostrando as possiveis
conexdes entre 0s mecanismos inibitérios do NPBL e os mecanismos facilitatorios do CeA
para o controle da ingestdo de sédio, apresentando um modelo de como ocorreria a integracdo
desses sinais no CeA. Os sinais inibitérios para a ingestdo de NaCl e &gua, tais como
informacOes aferentes do ativacdo de receptores cardiopulmonares, barorreceptores,
receptores gustativos e sinais humorais, via NTS/AP chegariam ao NPBL, ativando-o. O
NPBL por sua vez emite projecdo inibitdria para o CeA. Estudos anteriores ja demonstraram a
existéncia de uma via monosinaptica GABAérgica do NPBL para o CeA (JIA et al., 2005),
mas ndo podemos excluir a possibilidade da existéncia de uma via opioidérgica. As fibras
encefalinérgicas do CeA se originam do nucleo ventromedial do hipotalamo, nucleo

parabraquial, nucleo do leito da estria terminal e principalmente de fontes intra-amigdaldides,



123

como os nucleos medial, basomedial, cortical e intercalados da amigdala (POULIN et al.,
2006). Além disso, é possivel também que essa via GABAérgica oriunda do NPBL possa
levar a liberacdo de opidides no CeA. Ha uma populacdo de neuréniocs no CeA capaz de co-
sintetizar GABA e peptideos opiodides enddgenos (VEINANTE et al., 1997). Além disso,
temos que considerar a existéncia de outras vias inibitorias, por exemplo, uma via
noradrenérgica originada do NTS ou LC. Trabalhos relacionados ao estudo de outros
comportamentos também mostram a existéncia de interneurdnios inibitorios no CeA,
integrando os sinais que chegam no CeA (VEINANTE et al, 2013).

Em oposicéo aos sinais inibitérios provenientes do NPBL que chegam ao CeA,
sinais facilitatorios que também chegam nesse nucleo seriam responsaveis pela ativacdo dessa
area, contribuindo para a expressdo do apetite ao sodio. Os sinais facilitatérios poderiam ser
sinais ativados pela acdo da ANG Il nos receptores AT; do OSF, o qual envia projecdes
diretas para o CeA (JOHNSON e GROSS, 1993), ou pelo aumento da atividade dos
osmorreceptores decorrente do aumento na osmolaridade plasmaética.

A ativagdo de receptores adrenérgicos a, promove atenuagdo, enquanto que a
ativacdo dos receptores GABérgicos do NPBL promove inativacdo do mecanismo inibitério
do NPBL em direcdo ao CeA. Embora outras possibilidades ndo possam ser totalmente
descartadas, é possivel que a liberacdo de opidides no CeA produza uma ativacdo de
receptores opidides localizados pre-sinapticamente em uma via inibitéria tonica, tendo como
o resultado final a estimulacdo do CeA. Assim a atividade endégena opidide no CeA seria
importante para a ingestdo espontanea de sacarose, mas ndo para a ingestao de sodio induzida
por deplecdo de sodio ou por FURO + CAP. Nesse caso, mesmo na presenca dos fatores
facilitatorios decorrentes da desidratacdo extracelular, a via inibitoria do NPBL para o CeA
estaria ativa, impedindo a liberacdo de opioides nessa situacdo. Quando 0S mecanismos

inibitérios do NPBL sdo atenuados ou bloqueados, essa via inibitoria que se projeta para o
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CeA € reduzida, permitindo a liberagdo de opiodides no CeA. Os opiddes por sua vez ativariam
receptores pré-sinaticos da via inibitdria tonica, tendo entdo um efeito final de remover a
inibicdo o que facilitaria a ativacdo do CeA, liberando a ingestao de sodio. A administracdo de
naloxona no CeA impediria a acdo e os efeitos da liberacdo de opiodes no CeA que é
produzida pelo bloqueio dos mecanismos inibitorios do NPBL, restabelecendo-se a inibicdo

da ingestéo de sodio.
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Figura 18. Diagrama esquematico mostrando as possiveis conexdes entre 0 mecanismo
inibitoério do NPBL e o mecanismo facilitatério do CeA para o controle da ingestdo de sédio.
5-HT, serotonina; ANG II, angiotensina II; CeA, nucleo central da amigdala.
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