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RESUMO

RESUMO

O ndcleo paraventricular do hipotdlamo (NPV) tem uma importante
participagdo no controle do balanco hidroeletrolitico estando envolvido também na regulagio
da ingestdo de dgua e sodio. Pesquisas recentes mostraram a presenca de receptores do tipo 5-
HT; no sistema nervoso central, destacando-se os subtipos 5-HT A, 5-HTp, 5-HT;c ¢ 5-HTp.
O receptor 5-HT;s foi um dos primeiros a ser identificado e ¢ encontrado nas formas
somatodendritica e pos-sinaptica. Estudos anteriores demonstraram o envolvimento dos
receptores 5-HT;» do NPV do hipotalamo no controle do equilibrio hidroeletrolitico.
Portanto, os objetivos deste estudo foram: a) investigar os efeitos de inje¢des bilaterais de
serotonina (5-HT) no NPV sobre a ingestdo de dgua induzida por privacao hidrica e sobre a
ingestdo de agua e NaCl 1,8% induzida por deplecao de sodio; b) investigar os efeitos da
inje¢do de 8-OH-DPAT, agonista 5-HT s, no NPV sobre a ingestdo de agua induzida por
privagdo hidrica e sobre a ingestdo de agua e NaCl 1,8% induzida por deplecdo de sddio; c)
investigar a acdo do pMPPF, antagonista 5-HT 4, no NPV sobre os efeitos da 5-HT e do 8-
OH-DPAT na ingestao de agua e NaCl 1,8%. Ratos Holtzman (280-320 g) foram submetidos
ao implante de canulas bilateralmente no NPV. Utilizando-se o bregma foram determinados
os pontos de introdu¢do das canulas de ago inoxidavel conforme as seguintes coordenadas:
1,8 mm caudal ao bregma, 0,6 mm lateral a linha mediana e 5,0 mm abaixo da dura-mater. Os
seguintes resultados foram obtidos: Injecdes de 5-HT (10, 20, 40 e 50 pg/ 0,2 ul) no NPV
reduziram a ingestdo de agua (13,4+2,0; 12,6+1,3; 12,9+1,0 ¢ 9,0+2,9 ml/ 30 min vs. sal:
18,4+0,8 ml/ 30 min, respectivamente, n = 6-8) e nas doses 10 e 20 pg/ 0,2 pl reduziram a
ingestao de NaCl 1,8% (7,9£3,0 e 9,0+£2,1 ml/ 30 min, respectivamente, vs. sal:17,7+1,8 ml/
30 min, n = 7). Inje¢des de 8-OH-DPAT (1,0; 2,5 e 5,0 pg/ 0,2 pl) no NPV reduziram a
ingestdo de agua (15,4+1,3; 14,8+1,2 e 14,2+0,9 ml/ 120 min, respectivamente, vs. sal:
19,1£1,0 ml/ 120 min, n=10) e nas doses de 2,5 pug e 5 pug reduziram também a ingestao de
NaCl 1,8% (12,4+2,7 ml/ 60 min vs. sal: 19,3+1,0 ml/ 60 min; 12,2+1,8 ml/ 120 min vs. sal:
20,2+1,0 ml/ 120 min, respectivamente, n=9). Inje¢des bilaterais de pMPPF (antagonista 5-
HT,4) prévias as inje¢des de 8-OH-DPAT bloquearam completamente o seu efeito inibitorio
sobre a ingestdo de agua (sal+DPAT: 13,8+1,1 ml/ 90 min vs. pMPPF+DPAT: 16,4+1,1 ml/
90 min, n=12) e NaCl 1,8% (sal+DPAT: 11,4+£2,9 ml/ 30 min vs. pMPPF+DPAT: 17,6+1,7
ml/ 30 min, n=8). O antagonista 5-HT;, reduziu parcialmente o efeito inibitério da 5-HT
sobre a ingestdo de agua induzida por privacdo hidrica (sal+5-HT: 5,9+1,6 ml/ 30 min vs.
pMPPF+5-HT: 12,34+1,1 ml/ 30 min, n=12) e sobre a ingestdo de sdédio induzida por deplegio
(sal+5-HT: 2,8+1,3 ml/ 30 min vs. pMPPF+5-HT: 12,34+1,9 ml/ 30 min, n=15). O antagonista
pMPPF administrado isoladamente no NPV nao alterou a ingestdo de agua ¢ NaCl 1,8%.
Esses resultados demonstram a existéncia de mecanismos serotoninérgicos no NPV do
hipotalamo inibitdrios da ingestdo de agua e sodio e a participagdo dos receptores 5-HT ;s pos-
sinapticos no controle da ingestdo de dgua induzida por privacdo hidrica e ingestdo de sodio
induzida por deplecao de sodio, e que este receptor ndo possui efeito inibitdrio tonico sobre
estes comportamentos. Foi demonstrado também que outros subtipos de receptores
serotoninérgicos do NPV do hipotdlamo estdo envolvidos no controle da dipsogénese e
natriorexigénese.



ABSTRACT

ABSTRACT

Hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) has an important role in the
hydroeletrolytic balance and it also participates in the regulation of water and sodium intake.
Recent researches described the presence of 5-HT; receptors in the central nervous system,
standing out the subtypes 5-HT 4, 5-HTp, 5-HT,¢c and 5-HT,p. The receptor 5-HT, 5 was one
of the firsts to be identified and it is found in the somatodendritic and pos-synaptic forms. It
has been showed the participation of PVN 5-HT;4 receptor in the hydroeletrolytic balance.
Therefore, the aim of this study was: a) To investigate the effects of bilateral injections of
serotonin (5-HT) in the PVN about water intake induced by water deprivation and water and
1.8% NaCl intake induced by sodium depletion; b) To investigate the effects of 8-OH-DPAT
injection, an 5-HT) 4 agonist, in the PVN about water intake induced by water deprivation and
water and 1.8% NaCl intake induced by sodium depletion; c¢) To investigate the action of
pMPPF, an 5-HT4 antagonist, into the PVN on the effects of 5-HT and 8-OH-DPAT on the
water and 1.8% NaCl intake. Holtzman rats (280-320 g) were submitted to the implant of
cannulas bilaterally in the PVN. For the implant, the animals were adapted to a stereotaxic
apparatus. Using the bregma, introduction points of the stainless steel cannulas were
identified according to the coordinates: 1.8 mm caudal to bregma, 0.6 mm lateral to the
midline and 5.0 mm below dura mater. 5-HT injections (10, 20, 40 and 50 pg/ 0,2 pl) in the
PVN reduced the water intake (13.44+2.0; 12.6+1.3; 12.9£1.0 and 9.0+2.9 ml/ 30 min vs. sal:
18.4+0.8 ml/ 30 min, respectively, n = 6-8) and the doses 10 and 20 pg/ 0.2 ul reduced the
1.8% NaCl intake (7.9 £ 3.0 and 9.0 + 2.1 ml/ 30 min, respectively, vs. sal: 17.7 £ 1.8 ml/ 30
min, n = 7). 8-OH-DPAT injections (1.0, 2.5 and 5.0 pg/ 0.2 ul) in the PVN reduced the water
intake (15.4 +£1.3; 14.8 £ 1.2 and 14.2 £ 0.9 ml/ 120 min vs. sal: 19.1 £ 1.0 ml/ 120 min, n =
10) and the doses 2.5 pg and 5 pg also reduced 1.8% NaCl intake (12.4 £ 2.7 ml/ 60 min vs.
sal: 19.3 £ 1.0 ml/ 60 min; 12.2 + 1.8 ml/ 120 min vs. sal: 20.0 + 1.0 ml/ 120 min,
respectively, n = 9). pMPPF bilateral injections (5-HT ;4 antagonist) preview to 8-OH-DPAT
injections have completely blocked the inhibitory effect over water intake (sal + DPAT: 13.8
+ 1.1 ml/ 90 min vs. pMPPF + DPAT: 16.4 £ 1.1 ml/ 90 min, n = 12) and 1.8% NacCl (sal +
DPAT: 11.4 + 2.9 ml/ 30 min vs. pMPPF + DPAT: 17.6 + 1.7 ml/ 30 min, n = 8). 5-HT s
antagonist partially reduced the inhibitory effect of 5-HT on water intake induced by water
deprivation (sal+5-HT: 5.94+1.6 ml/ 30 min vs. pMPPF+5-HT: 12.3+1.1 ml/ 30 min, n=12) as
well as on sodium intake induced by sodium depletion (sal+5-HT: 2.8+1.3 ml/ 30 min vs.
pMPPF+5-HT: 12.3£1.9 ml/ 30 min, n=15). Our results demonstrate the presence of
serotonergic mechanisms in PVN inhibiting water and sodium intake and also the
participation of pos-synaptic 5-HT;s receptors on water intake control induced by water
deprivation and on sodium intake induced by sodium depletion, and that this receptor doesn’t
have a tonic inhibitory effect. This work also showed others subtypes serotonergic PVN
receptors participating in the dipsogenesis and natriorexigenesis control.
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ABREVIATURAS

ANG II: angiotensina II

ACTH: corticotropina

AV3V: regido antero-ventral do terceiro ventriculo
CRH: hormonio liberador da corticotropina
EPM: erro padrao da média

Furo-cap: furosemida sc associada a inibidor da enzima conversora de angiotensina,
captopril

GABA: acido y-aminobutirico

icv: intracerebroventricular

ip: intraperitoneal

NaCl: cloreto de sddio

NDR: nucleo dorsal da rafe

NMR: nucleo mediano da rafe

NE: norepinefrina

NPBL: ntcleo parabraquial lateral

NPV: ntcleo paraventricular

NPY: neuropeptideo Y

NTS: nticleo do trato solitario

OSF: 6rgao subfornical

PCPA: p-clorofenilalanina

sc: subcutaneo

SNC: sistema nervoso central

5-HT: serotonina (5- hidroxitriptamina)

8-OH-DPAT: 8-hidroxi-2-(dipropilamina)tetralina
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INTRODUCAO

1-INTRODUCAOQO

A 4gua e o sodio sdo componentes importantes para o controle da homeostase.
A manuteng@o do equilibrio hidroeletrolitico ¢ de extrema importancia para a constancia do
meio interno, condi¢do bdsica para a funcionalidade dos diferentes 6rgaos e sistemas. Os
mecanismos homeostaticos envolvem ajustes no volume de agua e de ions ingeridos e
excretados, por meio de regulagdes neuroenddcrinas comportamentais. O processo da sede e
da ingestdo de sodio, bem como a excre¢do de dgua e eletrdlitos, sdo regulados ao nivel
central por um circuito neural complexo. Assim, tanto o comportamento de ingestdo de dgua
quanto de sodio sdo criticos para a correcao do volume dos liquidos extracelular e intracelular
para assegurar uma osmolalidade normal (KAWAKO et al., 1992; THUNHORST e FITTS,
1994; THUNHORST e JOHNSON, 1994).

Essas respostas comportamentais a perda de liquidos corporais juntamente com
reflexos e respostas neurais e endocrinas também sdo criticas para se restabelecer a
homeostasia. Assim como essas respostas enddcrinas e neurais, esses comportamentos estao
sob o controle de influéncias ascendentes tanto excitatorias quanto inibitérias de alteragdes na
osmolaridade, fatores endocrinos como a angiotensina e aldosterona, e sinais neurais de
barorreceptores de baixa e alta pressdo. As influéncias excitatorias e inibitérias que alcangam
o encéfalo requerem a capacidade integrativa do sistema neural que inclui estruturas como a
lamina terminal, a amidala, a 4rea perifornical, o nucleo paraventricular (NPV), o nucleo
parabraquial lateral (NPBL), o nucleo do trato solitario (NTS) e a area postrema. Essas
regioes recebem aferéncias sensoriais e processam as informacdes relacionadas ao balango
hidromineral. Osmorreceptores que controlam a sede estdo localizados nas visceras e em
estruturas centrais livres da barreira hemato-encefélica, por exemplo, o 6rgdo sub-fornical
(OSF). A angiotensina e a aldosterona agem em estruturas da ldmina terminal e na amidala
para estimular a sede e o apetite ao s6dio em condigdes de hipovolemia (JOHNSON e
THUNHORST, 1997).

Técnicas neuroanatdmicas e métodos de mapeamento funcional, como lesdo,
estimulacdo elétrica, ativagdo metabdlica, e expressdo de genes tem indicado numerosas
estruturas encefalicas envolvidas no processamento de informagdes sistémicas relacionadas ao
volume intra e extracelular e pressdo arterial (JOHNSON e THUNHORST, 1997). As mais
importantes dentre essas regides sdo (figura 1): drea postrema, NTS, medula
rostroventrolateral e caudoventrolateral, NPBL, OSF, regido anteroventral do terceiro

ventriculo (AV3V), regido ventral do nucleo pré-optico mediano, 6rgao vasculoso da lamina
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terminal, nucleo pré-Optico periventricular, regido magnocelular e parvocelular do NPV,
nucleo supra-optico, nucleos central e medial da amidala, hipotdlamo lateral/ regido
perifornical, hipotdlamo dorsomedial e ventromedial, estria terminal, zona incerta, locus
ceruleus, complexo do vago motor dorsal e coluna intermediolateral da medula espinhal
(JOHNSON e THUNHORST, 1997).

Muitos neurotransmissores/ neuromoduladores associados a rede neural
relacionada ao controle dos fluidos corporais foram identificados: glutamato, acido y-
aminobutirico (GABA), acetilcolina, norepinefrina, serotonina (5-HT), angiotensina Il (ANG
IT), vasopressina, ocitocina e hormonio liberador de corticotropina (CRH). Destes, a ocitocina
e a 5-HT sdo agentes neuroquimicos com acdo central inibitoria e com papéis essenciais na
integragdo dos impulsos sensoriais com a rede neural responsavel pela manutencdo do

balango hidromineral (JOHNSON e THUNHORST, 1997).

Subfornical
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Peaplic
Nucleus
Hypothalamic Paraventricular Nucleus
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Figura 1: Orgaos circunventriculares associados a lamina terminal e proje¢des descendentes
para regides anteriores do encéfalo envolvidas no controle autondmico, neuroenddcrino e
comportamental da regulagdo cardiovascular e da homeostase. OVLT: érgdo vasculoso da lamina

terminal (JOHNSON e THUNHORST, 1997).

O hipotdlamo e as éreas periventriculares apresentam uma rede neuronal

complexa, que recebem aferéncias de diversas regides do cérebro. Essas areas desempenham
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importante papel integrador das informacgdes recebidas e, através de eferéncias, proporcionam
ajustes nos sistemas simpdatico, parassimpatico, neuroenddcrino e comportamental que
mantém a homeostasia (JOHNSON et al., 1991).

Diversos estudos tém mostrado que o NPV do hipotdlamo ¢ uma area central
de extrema importancia na regulacao da ingestdo de dgua e sodio e no balango dos liquidos e
eletrolitos (SWANSON e SAWCHENKO, 1980; JENSEN et al, 1992; TANAKA et al., 2001,
2002). Os receptores do NPV envolvidos nessas fungdes sao angiotensinérgicos (CAMARGO
e SAAD, 1999; JENSEN et al., 1992), catecolaminérgicos (STADLER et al., 1992) e
vasopressinérgicos (CAMARGO e SAAD, 2001; CAMARGQO et al., 2003). O NPV também
possui receptores serotoninérgicos que interferem na regulagao da sintese do CRH (LIPOSITS
et al., 1987) e na secre¢do do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) que, por sua vez, possui
importante papel na regulagdo do metabolismo hidrico (PAN e GILBERT, 1992). Assim, a
participagdo de diversos nucleos celulares do NPV ¢ ampla e de relevancia na regulagdo
hidrica-cardiovascular (JENSEN et al., 1992).

Assim, o NPV constitui-se num importante centro de integragdo
neuroenddcrina (BADOER, 1996). Pode ser dividido em 8 subnucleos distintos, sendo 3
subnucleos magnocelulares ¢ 5 subnucleos parvocelulares (SWANSON ¢ SAWCHENKO,
1980). As por¢des magnocelulares sdao constituidas por neurdnios grandes, secretores de
vasopressina e de ocitocina, que se projetam para a hipofise posterior (figura 2), onde estes
hormoénios sao liberados na circulagdo. A porcdo parvocelular estd relacionada principalmente
com as vias neurais envolvidas no controle da atividade simpética. E constituida de neurdnios
pequenos, que se projetam para a eminéncia média (figura 2) liberando fatores que
influenciam a liberacdo de hormodnios da hipdfise anterior, portanto relacionados a liberagao
de hormonios hipotaldmicos reguladores. Outros neurdnios parvocelulares se projetam para
numerosas regides do sistema nervoso central (SNC) como o tronco cerebral ¢ medula
espinhal, incluindo diversas estruturas envolvidas no controle cardiovascular e no equilibrio
hidroeletrolitico (SWANSON e SAWCHENKO, 1980; KISS, 1988; BADOER, 1996).

A por¢do magnocelular do NPV ¢ envolta pela por¢do parvocelular que se
projeta para a eminéncia média e se interconecta através de vias bidirecionais com grupos de
células autonomicas do tronco cerebral e medula espinhal. Evidéncias morfologicas sugerem
que as populacdes neuronais do NPV, essencialmente separadas, estdo envolvidas no controle
de mecanismos neuroenddcrinos tanto ao nivel posterior quanto anterior (através da
eminéncia média) da glandula pituitdria, € nos mecanismos autondmicos simpaticos e

parassimpaticos (SWANSON e SAWCHENKO, 1980; SAWCHENKO e SWANSON, 1983).
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Figura 2: Representacdo esquematica da relacdo entre as divisdes citoarquitetdnicas e
funcionais do NPV. Os trés maiores grupos funcionais se projetam para a eminéncia média
(ME), para o lobo posterior da glandula pituitaria (PP) e para grupos celulares autondmicos

pré-ganglionares no tronco cerebral ¢ medula espinhal (ANS) (dp - regido parvocelular dorsal; Ip —
regido parvocelular lateral; mpv — regido parvocelular ventromedial; mpd — regido parvocelular dorsomedial; pv

— regido periventricular; pml — regido magnocelular posterior lateral; pmm — regido magnocelular posterior

medial) (SAWCHENKO e SWANSON, 1983).

A divisdo parvocelular recebe densas projegdes da maioria dos grupos celulares
do hipotdlamo e estas proje¢des terminam preferencialmente em mais de uma das cinco
divisdes definidas anatomicamente ¢ funcionalmente. Estas vias ascendem das partes lateral,
medial, mediana e periventricular da regido pré-optica, dos nucleos supraquiasmatico,
ventromedial, dorsomedial, pré-mamilar, e supra-mamilar e das areas hipotalamicas anterior,
retroquiasmatica, lateral e posterior (SAWCHENKO e SWANSON, 1983). O OSF ¢ a estria
terminal também se projetam fortemente para varias partes do NPV (SAWCHENKO e
SWANSON, 1983). Além destas, o NPV recebe projecoes do NPV contralateral e do ntcleo
supra-optico ipsilateral (SILVERMAN et al., 1981).

Relativamente poucas projecdes destas estruturas se projetam para a divisdo
magnocelular do NPV, destacando-se o nucleo dorsomedial do hipotalamo, nucleo pré-optico

mediano, OSF e estria terminal. Estes grupos celulares inervam preferencialmente a parte
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ocitocinérgica (dorsomedial e estria terminal) ou vasopressinérgica (OSF) da porgdo
magnocelular do NPV (SAWCHENKO e SWANSON, 1983).

Informagdes sensoriais do nervo vago e glossofaringeo alcangam o NPV
através de vias diretas. Foi demonstrado autorradiograficamente que o NTS e o nucleo
parabraquial, se projetam diretamente ao NPV. Estas projecdes inervam preferencialmente a
porc¢ao parvocelular deste niucleo (SWANSON e SAWCHENKO, 1980).

Dentre estas areas com as quais o NPV tem conexdes, no controle do balanco
hidroeletrolitico destacam-se o OSF e os nucleos da rafe (MCKINLEY et al., 1990;
PETERSEN et al., 1989). Ha evidéncias experimentais de vias neurais do OSF, um sitio alvo
para a ANG II circulante, para o NPV que participa na regula¢ao do balanco hidroeletrolitico
e fungdes cardiovasculares (MCKINLEY et al., 1990). Destrui¢do do NPV ou inativagdo do
sistema angiotensinérgico ou noradrenérgico do NPV resulta na reducdo de respostas
pressoras e dipsogénicas a estimulacdo elétrica ou quimica (ANG II) do OSF. Ativagdo de
vias eferentes do OSF proporciona um aumento na liberacdo de noradrenalina no NPV
(TANAKA et al., 2001). Esta via parece ser mais importante para o mecanismo de inducdo da
sede.

Evidéncias de estudos autorradiograficos indicam a existéncia de projecdes
ascendentes dos nucleos mesencefalicos da rafe para o NPV. Estes grupos de células
mesencefalicas enviam projecdes serotoninérgicas principalmente para a por¢ao parvocelular
do NPV. Estas fibras localizam-se preferencialmente nas partes mediais da divisdo
parvocelular (principalmente periventricular), onde células se projetam para a eminéncia
média, e contém substancias hipofisiotropicas como a somatostatina, CRH, e dopamina
(SAWCHENKO et al., 1983).

Existem sete familias e pelo menos 14 subtipos de receptores da 5-HT (5-
hidroxitriptamina) identificados no sistema nervoso central de mamiferos (SAUDOU e HEN,
1994; BARNES e SHARPE, 1999). Estudos autorradiograficos mostram uma diferenca
regional desses subtipos dentro do cérebro. Dentre esses subtipos, os subtipos 5-HT4 € 0 5-
HT;p, tém recebido maior atengdo como possiveis alvos para drogas usadas na ansiedade e
depressao (ASE et al., 2000). O subtipo 5-HT;4 esta principalmente concentrado em diversos
sitios centrais dentre eles o hipotalamo (PASOS et al., 1998). Farmacologicamente, os
receptores 5-HT 5 sdo os melhores caracterizados da familia 5-HT pela existéncia de uma
grande variedade de agonistas seletivos. Eles sdo encontrados no SNC na forma

somatodendritica e pds-sinaptica (FELDMAN et al., 1997). Na forma somatodendritica
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caracterizam-se por agir como autorreguladores da liberacdo de 5-HT, controlando sua
disponibilidade na fenda sinaptica, conseqiientemente, inibindo a liberacao de 5-HT.

Estudos fisiologicos, clinicos e farmacologicos documentaram importante
participacdo do receptor 5-HT;x em fungdes neuroenddcrinas, termorregulacdo, cefaléias,
comportamento sexual, ingestdo de alimento, memoria, sistema imune e disturbios
comportamentais como agressividade, depressao e ansiedade (RAYMOND et al, 1999). A
molécula do receptor 5-HT4 apresenta sete dominios transmembranicos e ¢ acoplada a uma
proteina G (PUCADYIL et al, 2005). Em neur6nios, os principais sinais que emanam do
receptor 5S-HT A s30 a inibi¢do da adenilil-ciclase e a abertura de canais de potassio. Também
foi demonstrada a inibi¢do da corrente de célcio e a ativagao da fosfolipase C (RAYMOND et
al., 1999).

Estudo de Sawchenko et al. (1983) identificou fibras serotoninérgicas
imunorreativas no NPV, demonstrando que essas fibras sdo mais abundantes nas regides
periventricular, dorsal e ventromedial da porcdo parvocelular do NPV. Na porcao
magnocelular, a concentracdo de fibras serotoninérgicas ¢ um pouco menor € se encontram
preferencialmente localizadas onde ha grande concentracdo de células ocitocinérgicas.

Ha muitas evidéncias de que a 5-HT possui um papel importante no controle da
ingestdo de alimento e esta acdo da 5-HT no NPV ja esta bem documentada (CURRIE et al.,
1994; HUTSON et al., 1988; MANCILLA-DIAZ ¢t al., 2005; SHOR-POSNER et al., 1986;
SIMANSKY, 1996). A facilitacdo da neurotransmissao serotoninérgica esta associada com a
inibi¢do dessa ingestdo. Drogas que aumentam a atividade serotoninérgica, incluindo a 5-HT
e seus precursores, como agonistas 5-HT e inibidores da sua recaptagao promovem a redugdo
da ingestdo de alimento (CURRIE et al., 1994). Isto contrasta com o potente efeito
estimulatorio da norepinefrina (NE) quando infundida no NPV (CURRIE et al., 1994). Além
disso, inje¢do de 5-HT no hipotdlamo medial produz redugdo da ingestdo de alimento
induzida pela NE no NPV. A ingestdo de alimento induzida pela infusdo de NE ¢ também
reduzida pela administragdo de agonistas serotoninérgicos diretamente no NPV (CURRIE et
al., 1994).

A administragdo de 5-HT no NPV nio retarda o inicio da ingestao do alimento
mas provoca a reducdo da duracdo e da proporcao da refeigdo (SHOR-POSNER et al., 1986).
A 5-HT também provoca aumento do intervalo entre as refei¢cdes. A auséncia de efeito na
laténcia para iniciar a ingestdo apds a inje¢do de 5-HT no NPV sugere que a 5-HT endogena
influencia primariamente a finalizacdo da alimentacdo (induz saciedade), ao invés de

influenciar o seu inicio (supressdao da fome) (SIMANSKY, 1996). Assim, sugere-se que o
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NPV através de vias serotoninérgicas aumenta a saciedade (SHOR-POSNER et al., 1986;
SIMANSKY, 1996). A preferéncia pelo tipo de dieta também ¢ alterada com a administracao
de 5-HT no NPV, reduzindo a ingestdo de alimentos ricos em carboidratos (SHOR-POSNER
et al., 1986).

O agonista 5-HT;g, RU24969, quando administrado sistemicamente ou
infundido no NPV provoca hipofagia dose-dependente em ratos privados de alimento por 18
horas (HUTSON et al., 1988). Resultados semelhantes foram obtidos com o agonista 5-
HT;p/ic, TFMPP. A ingestdo de alimento foi reduzida quando o agonista 5-HTs, 8-OH-
DPAT, foi administrado sistemicamente em ratos privados de alimento, mas nido houve
alteragdao quando foi infundido no NPV de ratos privados de alimento e de ratos saciados
(HUTSON et al., 1988). Mancilla-Diaz et al. (2005) administrou antagonistas 5-HT ;5 (WAY-
100635) e 5-HT;p (SB 216641) previamente a inje¢cdes de 5S-HT no NPV e verificou que o
efeito hipofagico induzido pela 5-HT requer a ativacdo dos receptores 5-HT;5 ¢ 5-HT, ¢ a
contribuicdo especifica destes receptores ¢ diferente, sendo que o 5-HT;s demonstra uma
caracteristica mais seletiva, reduzindo a ingestdo de carboidrato.

Entretanto, varios estudos demonstraram que o agonista seletivo 5-HT,, 8-
OH-DPAT, administrado subcutaneamente (sc) e nos nicleos da rafe, aumenta a ingestao de
alimento espontanea e induzida por NE (CURRIE at al. 1994; BENDOTTI ¢ SAMANIN,
1985; DOURISH et al., 1985). Acredita-se que o 8-OH-DPAT aumenta a ingestao reduzindo
a secrecdo de 5-HT através da estimulagdo de receptores 5-HT ;o somatodendriticos. Dourish
et al. (1985) demonstraram também que doses elevadas de 8-OH-DPAT sc reduziram a
ingestdo de alimento em ratos privados de alimento por 24 horas. Assim, em baixas doses (60
ng/ Kg ou menos) o 8-OH-DPAT tem acao preferencial nos autorreceptores serotonin€rgicos
5-HT;a que sdo responsaveis por aumentar a ingestdo de alimento, enquanto em altas doses
(125 pg/ kg ou mais) age predominantemente em receptores pds-sinapticos e reduzem a
ingestdo de alimento (DOURISH et al., 1985).

Mecanismos serotoninérgicos centrais estdo também envolvidos na regulagio da
fun¢do do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal. Neste sistema, o CRH é o maior regulador do
ACTH e ¢ sintetizado nos corpos neuronais do NPV e transportado pelos axonios para a
eminéncia média onde ¢ liberado para alcangar a glandula pituitdria pelo sistema venoso portal.
O ACTH controla a liberagdo dos hormonios adrenocorticais, que sdo os mineralocorticoides e
glicocorticoides. Os mineralocorticdides, representados principalmente pela aldosterona,
possuem acao fundamental no equilibrio hidroeletrolitico. A aldosterona aumenta a reabsor¢ao

de sodio pelas células epiteliais tubulares renais, aumentando o volume do liquido extracelular e
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conseqliente aumento da pressao arterial (GUYTON e HALL, 1996). Os impulsos para os
neuronios produtores de CRH provavelmente sao modulados em parte pela inervacao
serotoninérgica originada nos nucleos da rafe (PAN e GILBERT, 1992). Foi demonstrado que a
injecdo unilateral de 8-OH-DPAT, agonista 5-HT},, diretamente no NPV de ratos causa uma
significante elevacdo nos niveis de ACTH que ¢ bloqueada pela administragdo sistémica do
antagonista pindolol (PAN e GILBERT, 1992; BAGDY ¢ MAKARA, 1994). Este fato sugere
que receptores 5-HT 5 pOs-sinapticos medeiam respostas neuroenddcrinas no NPV,

Poucos trabalhos na literatura exploram o papel da 5-HT do SNC no controle
da ingestao de dgua e de sddio, e estdo longe de serem conclusivos. Alguns estudos mostram
que a 5-HT e agonistas serotoninérgicos exercem uma inibi¢do da ingestdo de agua quando
atuam centralmente (REIS et al, 1990; DE-CASTRO-E-SILVA et al, 1997; CASTRO et al,
2000). Lesodes eletroliticas do nucleo dorsal da rafe (NDR) promovem um aumento da
ingestio de 4gua em animais saciados (TANGARPREGASSON et al., 1973, 1974) bem como
a p-clorofenilalanina (PCPA), um agente neurotdxico que provoca a deplecao da 5-HT central
e produz uma agao dipsogénica (SHISHEVA, et al., 1987).

A inje¢d@o do MK-212, um agonista serotoninérgico 5-HT»/ SHTc¢ injetado no
terceiro ventriculo, reduz a ingestdo de 4gua em ratos privados por 16 horas (REIS et al.,
1990). Quando administrada por via peritoneal, a 5-HT e agonistas da 5-HT parecem induzir
um aumento na ingestdo de agua, provavelmente com o aumento da liberacdo de ANG II
(ROWLAND et al., 1994; SIMANSKI et al., 1995). Recentemente foi demonstrado que a
ativacdo pos-sindptica dos receptores 5-HTp em regides que circundam o terceiro ventriculo
promovem uma diminui¢do da ingestdo de dgua em ratos desidratados e naqueles em que a
ingestdo de agua foi estimulada pela ANG II, carbacol e isoproterenol (DE-CASTRO-E-
SILVA et al., 1997). Foi também sugerido que os receptores centrais 5-HT4 exercem um
papel duplo no controle da ingestdo de dgua, aumentando a ingestdo induzida pela ANG II, e
diminuindo a sede induzida pelo carbacol injetados no terceiro ventriculo (CASTRO et al.,
2000).

Rouah-Rosilio et al. (1994) demonstraram que a administragdo de
dexfenfluramina, uma droga que aumenta a transmissdo serotoninérgica, reduziu de 75% a
90% a ingestao de NaCl 3% em ratos depletados de sodio e a ingestdo espontanea de NaCl
1,8%. A deplecao da 5-HT central através da administragdo da PCPA aumentou a ingestao de
NaCl 1,8% induzida por deplecdo de sodio e por estimulagdo beta-adrenérgica (LIMA et al.,
2004). Foi demonstrado também que a ativagdo central dos receptores 5-HTappc € 5-HTs

reduziu a ingestdo de NaCl 1,5% (CASTRO et al., 2003).



INTRODUCAO

Outros trabalhos (COLOMBARI et al., 1996; MENANI et al., 1998; DE
GOBBI et al., 2000; MARGATHO et al., 2002), tém mostrado o papel da 5-HT e antagonistas
serotoninérgicos sobre a ingestdo de dgua e de s6dio no NPBL de ratos. Menani et al. (1998)
demonstraram que a administracdo do antagonista 5-HT),, metisergida, no NPBL, aumentou
a ingestdo de NaCl 1,8% em ratos depletados de soédio. Foi demonstrado também que
injecoes bilaterais de 8-OH-DPAT, agonista 5-HT;5, no NPBL aumentaram a ingestdo de
sodio e de agua induzida por injecdo sc de furosemida (10mg/ kg) combinada com uma baixa
dose do inibidor da enzima conversora da angiotensina, captopril (5 mg/ kg) (furo-cap) (DE
GOBBI et al., 2005).

Assim, o NPV e as vias serotoninérgicas, em especial, o receptor 5-HT}a,
merecem destaque quanto as suas fun¢des no equilibrio hidroeletrolitico. Enquanto suas a¢des
quanto a ingestdo de alimento, produg¢do de ACTH e ingestdo de dgua e sédio no NPBL estao
bem documentadas, o papel das vias serotoninérgicas e do receptor 5-HT;4, do NPV do

hipotalamo sobre a ingestdao de 4gua e sodio ndo foi ainda estudado.
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2-OBJETIVOS

Considerando a importancia do NPV na regulagdo do balango hidroeletrolitico
e no controle da ingestdo de dgua e sodio, e que o sistema serotoninérgico central esta também

envolvido na dipsogénese ¢ natriorexigénese, os objetivos deste estudo foram:

2.1 - Estudar os efeitos da ativagdo dos receptores serotoninérgicos do NPV do hipotadlamo
sobre a ingestdo de agua induzida por privacdo hidrica e sobre a ingestdo de agua e NaCl

1,8% induzida por deplecao de sodio;

2.2 - Estudar os efeitos da ativacdo especifica dos receptores 5-HT 4 do NPV sobre a ingestao
de 4gua induzida por privacgao hidrica e sobre a ingestdo de agua e NaCl 1,8% induzida por

deplecao de sodio;

2.3 — Investigar a acdo do pMPPF, antagonista 5-HTa, no NPV sobre os efeitos da 5-HT e do
8-OH-DPAT na ingestdo de dgua induzida por privacao hidrica e sobre a ingestdo de agua e

NaCl 1,8% induzida por deplegao de sodio.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1 — Animais

Foram utilizados ratos adultos Holtzman, pesando entre 280 - 320 g,
fornecidos pelo Biotério das Faculdades de Odontologia e Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, campus de Araraquara.
Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em salas climatizadas (temperatura de 23
+ 2° C e umidade 60 + 10%) com ciclo claro-escuro 12-12 h, tendo disponivel ragdo, agua e
NaCl 1,8% ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara (processo CEEA/

FOAr n° 08/2004).

3.2 — Implante das canulas bilateralmente no NPV

Os animais foram anestesiados por uma mistura de quetamina (80 mg/kg de
peso corporal) e xilazina (7 mg/ kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico
(modelo Kopf 900). O lambda e bregma foram utilizados como referéncia para nivelar o
cranio. Utilizando-se o bregma foram determinados os pontos de introdugdo das canulas de
aco inoxidavel nos NPVs. Nesses pontos foram feitas trepanacdes dos ossos do cranio com
uma broca esférica, abrindo-se orificios de aproximadamente 1,5 mm de didmetro. As canulas
(12 X 0,5 mm d.i.) foram posicionadas bilateralmente no cérebro conforme as coordenadas:
1,8 mm caudal ao bregma, 0,6 mm lateral a linha mediana e 5,0 mm abaixo da dura-mater. As
canulas foram fixadas nas cabegas dos ratos com parafusos e resina acrilica. Uma dose
profilatica de pentabiotico veterinario (60.000 UI de penicilina) foi administrada via

intramuscular nos ratos ap6s a cirurgia.
3.3 — Injecao de substincias no cérebro
As drogas foram dissolvidas em solugdo salina fisiologica estéril e foram

injetadas no cérebro dos ratos utilizando-se uma seringa Hamilton (10 ul), conectada com um

tubo de polietileno PE-10 e este a uma agulha injetora que foi introduzida no NPV pelas
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canulas guias previamente fixadas no cérebro. A canula injetora (0,3 mm d.i.) foi 2 mm mais

longa do que as canulas guias. O volume de inje¢do no NPV foi 0,2 ul.
3.4 — Substancias utilizadas

- 5-HT (Sigma®): 10, 20, 40, e 50pg/ 0,2 ul;

- 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralin - 8-OH-DPAT (RBI®) (agonista 5-HT4): 1,
2,5e5ug/ 0,2 ul;

- 4-(2’-metoxifenil)-1-[2’-[N-(2”-piridinil)-p-fluorobenzamido]  etil] piperazine -
pMPPF (RBI®) (antagonista 5-HT)»): 3,8 pg/ 0,2 pl;

- furosemida (Sigma®): 20 mg/ kg de peso corporal;

Solugdo salina fisioldgica foi injetada nos experimentos controles.
3.5 — Inducao e medida da ingestio de agua — Privacao Hidrica

A quantidade de 4gua ingerida nos protocolos experimentais foi quantificada
por meio de buretas de vidro graduadas em 0,1 ml, adaptadas com um bico de metal. Os
animais ndo tiveram acesso a ra¢do durante os experimentos de ingestao.

Os ratos tiveram a disposi¢cdo agua e racdo ¢ foram ambientados nas gaiolas
desde pelo menos 5 dias antes do inicio dos experimentos.

A ingestdo de dgua foi induzida por privacao hidrica durante 24 horas antes do
experimento. No inicio deste periodo, as buretas de dgua foram retiradas de suas gaiolas.
Apo6s 24 horas, foi oferecida agua aos animais. Para o registro da ingestdo de agua foram
utilizadas buretas com divisdo de 0,1 ml.

Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais. Durante o periodo de experimento os ratos ndo tiveram

acesso a racgao.
3.6 — Inducio e medida da ingestao de agua e NaCl 1,8% - Deplecao de sodio
A quantidade de agua e NaCl 1,8% ingeridos nos protocolos experimentais foi

quantificada por meio de buretas de vidro graduadas em 0,1 ml, adaptadas com um bico de

metal. Os animais ndo tiveram acesso a ragdo durante os experimentos de ingestdo.
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Além de agua e ragdo, os ratos tiveram acesso a solucao de NaCl 1,8%, desde
pelo menos 5 dias antes do inicio dos experimentos.

A ingestao de NaCl 1,8% foi induzida pelo tratamento com furosemida (20 mg/
kg) sc. Imediatamente apos o tratamento com furosemida, as gaiolas foram lavadas para que
os ratos ficassem confinados em um ambiente isento de sodio, a racdo foi substituida por
outra deficiente de sodio e foram mantidos sem NaCl 1,8% por 24 horas (as buretas de dgua
ndo foram removidas). Apos esse periodo, foram oferecidos aos animais agua e NaCl 1,8%.
Para o registro da ingestdo de agua e NaCl 1,8% foram utilizadas buretas com divisao de 0,1
ml.

Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais. Durante o periodo de experimento, os ratos ndo tiveram

acesso a racgao.

3.7 — Analise histologica

Ao final dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados com
uma dose de tiopental sddico (80 mg/kg, ip). A seguir o coragdo foi exposto cirurgicamente, € 0s
animais foram entdo submetidos a perfusdo de salina tamponada (20 mL) seguida da perfusao
com solugdo de formalina 10% (20 mL). Em seguida os cérebros foram retirados e fixados em
formalina 10% por pelo menos 72 horas. Com o auxilio de um micrétomo de congelamento
(Leica SM 2000 R) os cérebros foram seccionados em cortes coronais de 50 um. Os cortes
histologicos, montados em laminas, foram corados pelo método de Nissl, usando o corante

Giemsa, para posterior analise no microscopio optico.
3.8 - Analise Estatistica
Os dados foram expressos como média + erro padrio da média (EPM) e

analisados pela analise de variancia de duas vias (ANOVA) associadas ao Student-Newman-

Keuls, assumindo-se p < 0,05.
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4-PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4. 1 - Efeitos das injecoes bilaterais de 5S-HT no NPV sobre a ingestao de agua induzida

por vinte e quatro horas de privacao hidrica.

Objetivo: Verificar a acdo da 5-HT no NPV sobre a ingestao de 4gua induzida
por privacao hidrica.

Em ratos com canulas bilaterais implantadas no NPV, a ingestdo de dgua foi
induzida por privagao hidrica, conforme descrito no item 3.5. Injegdes bilaterais de 5-HT (10,
20, 40 e 50 pg/ 0,2 ul) ou salina foram feitas antes do oferecimento de dgua aos animais. A
medida da ingestdo de agua foi feita aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos do experimento. Os
experimentos foram realizados em grupos compostos por dez animais.

Cada grupo foi submetido a quatro experimentos, sendo separados por no
minimo 48 horas de intervalo entre eles. A ordem de utilizacdo das doses de 5-HT nos
experimentos foi aleatéria. Nos dois primeiros experimentos, metade do grupo era controle
recebendo injeg¢des de veiculo e a outra metade recebeu injecdo de 5-HT na dose eleita, no
experimento seguinte foi feito o inverso, a metade do grupo que recebeu injecdo de 5-HT,
recebeu desta vez, inje¢do de veiculo e vice-versa. Nos dois ultimos experimentos todos os
animais do grupo receberam injecdes de 5-HT nas doses designadas, assim, cada grupo de
ratos foi submetido a quatro experimentos e a trés diferentes doses.

As buretas graduadas foram oferecidas aos ratos imediatamente apds a injecao
cerebral. Os grupos submetidos ao protocolo de privagdo hidrica tinham acesso somente a

buretas de dgua. Durante o experimento os ratos ndo tiveram acesso a racao.

4. 2 - Efeitos das injecdes bilaterais de S-HT no NPV sobre a ingestdo de agua e NaCl
1,8% induzida por deplecao de sodio.

Objetivo: Verificar a agdo da 5-HT no NPV sobre a ingestdo de agua e NaCl
1,8% induzida por deplegdo de sodio.

Em ratos com canulas bilaterais implantadas no NPV a ingestdo de agua e
NaCl 1,8% foi induzida por deplecdo de sodio através do tratamento com furosemida sc,

conforme descrito no item 3.6. Injecdes bilaterais de 5-HT (10 ou 20 pg/ 0,2 pl) ou salina no
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NPV foram feitas antes do oferecimento de NaCl 1,8% e 4gua aos animais. Os animais foram
divididos em grupos de dez para a realizacao dos experimentos.

Neste caso, cada grupo foi submetido a trés experimentos sendo separados por
no minimo 48 horas de intervalo entre eles. A ordem de utilizacdo das doses de 5-HT nos
experimentos foi aleatoria. Nos dois primeiros experimentos, metade do grupo era controle
recebendo injecdes de veiculo e a outra metade recebeu inje¢do de 5-HT na dose eleita, no
experimento seguinte foi feito o inverso, a metade do grupo que recebeu injecdo de 5-HT,
recebeu desta vez, injecdo de veiculo e vice-versa. No ultimo experimento todos os animais
do grupo receberam injecdes de 5-HT na dose restante, assim, cada grupo de ratos foi
submetido a trés experimentos e a duas diferentes doses (10 e 20 pg).

As buretas graduadas contendo dgua e NaCl 1,8% foram oferecidas aos ratos
imediatamente ap6s a inje¢do cerebral. A medida da ingestdo foi feita aos 15, 30, 60, 90 e 120

minutos do experimento. Durante o experimento os ratos ndo tiveram acesso a ragao

4. 3 - Efeitos das injecoes bilaterais de 8-OH-DPAT no NPV sobre a ingestio de agua

induzida por vinte e quatro horas de privacao hidrica.

Objetivo: Verificar o envolvimento dos receptores 5-HT;4 do NPV no controle
da ingestdo de dgua induzida por priva¢ao hidrica.

Em ratos com canulas bilaterais implantadas no NPV, a ingestdo de agua foi
induzida por privagdo hidrica. As injeg¢oes de 8-OH-DPAT (1,0, 2,5 ¢ 5,0 ug/ 0,2 ul) ou salina
foram feitas antes do oferecimento de agua aos animais. Os experimentos foram realizados em
grupos compostos por dez animais.

Cada grupo foi submetido a quatro experimentos, sendo separados por no
minimo 48 horas de intervalo entre eles. A ordem de utilizagdo das doses de 8-OH-DPAT
nos experimentos foi aleatoéria. Nos dois primeiros experimentos, metade do grupo era
controle recebendo inje¢des de veiculo e a outra metade recebeu injecao de 8-OH-DPAT na
dose designada, no experimento seguinte foi feito o inverso, a metade do grupo que recebeu
injecao de 8-OH-DPAT, recebeu desta vez, inje¢ao de veiculo e vice-versa. Nos dois Gltimos
experimentos todos os animais do grupo receberam injegoes de 8-OH-DPAT nas doses
restantes, assim, cada grupo de ratos foi submetido a quatro experimentos € a todas as trés

doses utilizadas de 8-OH-DPAT.
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As buretas graduadas foram oferecidas aos ratos imediatamente apos a injecao cerebral. Os
grupos submetidos ao protocolo de privagao hidrica tinham acesso somente a buretas de agua.
A medida da ingestao de agua foi feita aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos do experimento.

Durante o experimento os ratos ndo tiveram acesso a ragao.

4.4 - Efeitos das injecoes bilaterais de 8-OH-DPAT no NPV sobre a ingestio de agua e
NaCl 1,8% induzida por deplecido de sddio.

Objetivo: Verificar a participagdo dos receptores 5-HT;4 do NPV no controle
da ingestao de agua e NaCl 1,8% induzida por deplecao de sddio.

Em ratos com canulas bilaterais implantadas no NPV a ingestdo de agua e
NacCl 1,8% foi induzida pelo tratamento com furosemida sc, conforme descrito no item 3.6.
Injegdes bilaterais de 8-OH-DPAT (1,0, 2,5 e 5,0 nug/ 0,2 ul) ou salina no NPV foram feitas
antes do oferecimento de NaCl 1,8% e agua aos animais.

Os experimentos foram realizados da mesma maneira conforme descrito no
item 4.3 diferindo somente no método de indugdo de ingestdo, sendo, neste caso, utilizada a
deplecao de sddio e foram medidas ingestdo de dgua e NaCl 1,8%.

As buretas graduadas contendo dgua e NaCl 1,8% foram oferecidas aos ratos
imediatamente apos a injecao cerebral. A medida da ingestdo de agua foi feita aos 15, 30, 60,

90 e 120 minutos do experimento. Durante o experimento os ratos nao tiveram acesso a ragao.

4.5 - Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF isoladas e seguidas de injecoes de 8-OH-
DPAT no NPV sobre a ingestio de agua induzida por vinte e quatro horas de privaciao

hidrica.

Objetivos: Analisar o efeito do bloqueio do receptor 5-HT;» do NPV na
ingestdo de agua induzida por privagdo hidrica e verificar se os resultados obtidos nos
experimentos anteriores com o agonista 8-OH-DPAT foram realmente provenientes da
ativagdo do receptor 5-HT .

Em ratos com canulas bilaterais implantadas no NPV, a ingestdo de dgua foi
induzida por privagdo hidrica. A dose de pMPPF utilizada foi a maior que poderia ser
dissolvida no volume utilizado — 0,2 pl - baseada na solubilidade maxima da droga. O

pMPPF e o veiculo (NaCl 0,9%) foram administrados isoladamente ou combinados com
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injecdes de 8-OH-DPAT. Quando combinados, as inje¢des de pMPPF (3,8 ug/ 0,2 ul) ou
veiculo foram feitas dez minutos antes das injegdes de 8-OH-DPAT (2,5 ng/ 0,2 pl). As
buretas de 4gua foram oferecidas imediatamente apds as injegdes cerebrais. Nos experimentos
com duas injecdes associadas, as buretas foram oferecidas logo apos as segundas injegdes.

Os grupos foram submetidos a quatro experimentos com intervalos de, no
minimo, 48 horas. Primeiramente metade dos grupos de animais recebeu injecdo de pMPPF e
a outra metade recebeu injecdo de veiculo. No experimento seguinte foi feita a inversao entre
os tratamentos, e a metade do grupo que foi tratada com pMPPF, recebeu inje¢ao de veiculo e
vice-versa. No terceiro experimento metade do grupo recebeu injecdo de salina + 8-OH-
DPAT e a outra metade recebeu inje¢cdes de pMPPF + 8-OH-DPAT. No quarto e ultimo
experimento foi feita a inversdo entre os tratamentos e a respectiva metade do grupo tratada.

A medida da ingestdo de agua foi feita aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos do

experimento. Durante o experimento os ratos nao tiveram acesso a racao.

4.6 - Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF isoladas e seguidas de injecoes de 8-OH-
DPAT no NPV sobre a ingestiio de agua e NaCl 1,8% induzida por deple¢ido de sdédio.

Objetivos: Analisar o efeito do bloqueio do receptor 5-HT;» do NPV na
ingestdo de dgua e NaCl 1,8% induzida por deple¢do de sddio e verificar se os resultados
obtidos nos experimentos anteriores com o agonista 8-OH-DPAT foram realmente
provenientes da ativacao do receptor 5-HT 4.

Em ratos com canulas bilaterais implantadas no NPV, a ingestdo de 4gua e
NaCl 1,8% foi induzida pelo tratamento com furosemida sc. A medida da ingestdo de dgua e
NacCl 1,8% foi feita aos 15, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos do experimento.

O delineamento experimental destes experimentos foi igual ao do item anterior
(4.5) diferindo somente no método de inducdo de ingestdo, sendo, neste caso, utilizada a

deplecdo de sodio e foram feitas medidas da ingestdo de dgua e NaCl 1,8%.



PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.7 - Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF seguidas de injecoes de 5-HT no NPV

sobre a ingestdo de agua induzida por vinte e quatro horas de privacao hidrica.

Objetivo:  Verificar o envolvimento de outros tipos de receptores
serotoninérgicos, além do 5-HT;4, do NPV do hipotalamo, no controle da ingestdo de agua
induzida por privacao hidrica.

Em ratos com cénulas bilaterais implantadas no NPV, a ingestdo de agua foi
induzida por privacao hidrica. Foram realizados trés experimentos em cada grupo de animais.
No primeiro experimento metade do grupo recebeu duas inje¢des de veiculo e a outra metade
recebeu uma inje¢do de veiculo seguida por uma injecdo de 5-HT (20 pg/ 0,2 pl). No segundo
experimento foi feita a inversdo entre os tratamentos e a metade do grupo tratada. No terceiro
experimento todos os ratos do grupo foram tratados com inje¢cdes de pMPPF (3,8 ng/ 0,2 pl)
seguidas de inje¢des de 5-HT (20 pg/ 0,2 ul).

As injecdes de pMPPF ou veiculo foram feitas dez minutos antes das injegdes
de 5-HT. As buretas de agua foram oferecidas imediatamente apds as injegdes de 5-HT. A
medida da ingestdo de agua foi feita aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos do experimento.

Durante o experimento os ratos ndo tiveram acesso a ragao.

4.8 - Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF seguidas de injecoes de 5-HT no NPV

sobre a ingestiio de agua e NaCl 1,8% induzida por deple¢io de sdédio.

Objetivo:  Verificar o envolvimento de outros tipos de receptores
serotoninérgicos, além do 5-HT s, do NPV do hipotdlamo, no controle da ingestdo de 4gua e
NacCl 1,8% induzida por deple¢ao.

Em ratos com canulas bilaterais implantadas no NPV, a ingestdo de agua e
NaCl 1,8% foi induzida pelo tratamento com furosemida sc. A medida da ingestdo de dgua e
NaCl 1,8% foi feita aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos do experimento.

O delineamento experimental destes experimentos foi igual aos do item
anterior (4.7) diferindo somente no método de indug¢do de ingestdo, sendo, neste caso,

utilizada a deplecao de sddio e foram feitas medidas da ingestdo de 4gua e NaCl 1,8%.
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S - RESULTADOS

5.1 — Analise histolégica

Figura 3: Fotomicrografia de um corte coronal do prosencéfalo de um animal representativo

do grupo mostrando os locais de injecdo nos NPVs (setas) . 3° V: terceiro ventriculo.
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5.2 - Efeitos das injecoes bilaterais de 5-HT no NPV sobre a ingestdo de agua induzida

por vinte e quatro horas de privac¢ao hidrica.

A 5-HT injetada bilateralmente no NPV nas doses de 10, 20, 40 e 50 pg
produziu diminui¢do na ingestdo de 4gua induzida por 24 horas de privagdo hidrica nos
primeiros trinta minutos de experimento, em compara¢do com a injecao do veiculo no NPV
(13,4+2,0; 12,6+1,3; 12,941,0; 9,0£2,9 ml/ 30 min respectivamente vs. sal: 18,4+0,8 ml/ 30
min, n = 6-8) [F(4,150) = 25,367; p<0,05], (Figura 4) (ver anexo — tabelas 1 a 5).

—&— veiculo (n=8)
—&— 5-HT 10 pg (n=8)
—@— 5-HT 20ug (n=6)
—%— 5-HT 40 pg (n=7)
5-HT 50 pg (n=6)

25

20

15

10

Ingestao de agua (ml)

* diferente do veiculo
(p<0,05)

(3]

0 v v v v ]
0 15 30 60 90 120

Tempo (min)

Figura 4: Ingestdo cumulativa de agua induzida por 24 horas de privacao hidrica de ratos que
receberam injegdes bilaterais de 5-HT (10, 20, 40 ¢ 50 pug/ 0,2 ul) ou veiculo no NPV.
Resultados expressos como média + EPM; p<0,05 (ANOVA associado ao Newman Keuls) (n

= nimero de animais).
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5.3 - Efeitos das injecoes bilaterais de S-HT no NPV sobre a ingestio de agua e NaCl
1,8% induzida por deplecao de sodio.

A 5-HT injetada bilateralmente no NPV nas doses de 10, 20 pg, produziu
reducdo na ingestdo de NaCl 1,8% induzida por deple¢do de s6dio nos primeiros trinta
minutos do experimento, em compara¢do com a inje¢do do veiculo no NPV (7,9+£3,0 e
9,0+£2,1 ml/ 30 min, respectivamente, vs. sal:17,7+1,8 ml/ 30 min, n = 7) [F(2,48) = 8,144;
p<0,05], (Figura5 A).

Quanto a ingestdo de dgua ndo foi observada nenhuma alteracdo significativa
em relacdo a injecdo de veiculo no NPV [F(2,48) = 0,464; p>0,05], (Figura 5B) (ver anexo
— tabelas 6 a 8).
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Figura 5: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 1,8% e (B) agua induzida por 24 horas de
deplecdo com furosemida de ratos que receberam injegdes bilaterais de 5-HT (10, 20 pg/ 0,2
ul) ou veiculo no NPV. Resultados expressos como média + EPM; p<0,05 (ANOVA

associado ao Newman Keuls) (n = nimero de animais).
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5.4 - Efeitos das injecdes bilaterais de 8-OH-DPAT no NPV sobre a ingestio de agua

induzida por vinte e quatro horas de privacio hidrica.

Injegdes bilaterais de 8-OH-DPAT nas doses de 1,0; 2,5 e 5,0 ung no NPV
reduziram a ingestdo de agua durante todo o periodo de experimento (15,4+1,3 ml/ 120 min,
14,8+1,2 ml/ 120 min e 14,2+0,9 ml/ 120 min vs. sal: 19,1£1,0 ml/ 120 min, n=10),
respectivamente, [F(3,108) = 95,415, p<0,05] (Figura 6), quando comparadas as injecdes de

veiculo (ver anexo — tabelas 12 a 15).

—8— veiculo
—&A— DPAT 1,0 pug
—W¥— DPAT 2,5 ng
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Figura 6: Ingestao cumulativa de 4gua induzida por 24 horas de privagao hidrica de ratos que
receberam injegdes bilaterais de 8-OH-DPAT (1,0; 2,5 e 5,0 png/ 0,2 pl) ou veiculo no NPV.
Resultados expressos como média + EPM; p<0,05 (ANOVA associado ao Newman Keuls) (n

= numero de animais).
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5.5 - Efeitos das injecdes bilaterais de 8-OH-DPAT no NPV sobre a ingestio de agua e
NaCl 1,8% induzida por deplecido de sddio.

Injecdes bilaterais de 8-OH-DPAT no NPV do hipotdlamo reduziram a
ingestdo de NaCl 1,8% induzida por deple¢do de sodio. A dose de 2,5 pg produziu uma
reducdo na primeira hora de experimento (12,4+2,7 ml/ 60 min vs. sal: 19,3£1,0 ml/ 60 min,
n=9) e a dose de 5 ug reduziu a ingestdo durante todo o periodo de teste (12,2+1,8 ml/ 120
min vs. sal: 20,2+1,0 ml/ 120 min, n=9) [F(3,96) = 58,222; p<0,05] (figura 7A). Inje¢des de
8-OH-DPAT na dose de 1 pg ndo alteraram a ingestdo de NaCl 1,8% quando comparado a
injecoes de veiculo no NPV (figura 7A).

Quanto a ingestdo de dgua, oferecida simultaneamente ao NaCl 1,8%, ndo se
observou nenhuma alteragdo significativa em relacdo a inje¢ao de veiculo no NPV nas doses
de 1 pge 2,5 pg (figura 7B). A dose de 5,0 pg reduziu o volume ingerido de dgua no ultimo
periodo do experimento de 120 minutos (figura 6B) (0,4+ 0,1 ml/ 120 min vs. sal: 1,8+ 0,9/
120 min, n=9) [F(3,96) = 3,904; p<0,05] (ver anexo — tabelas 16 a 19).
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Figura 7: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 1,8% e (B) 4gua induzida por 24 horas de deplegao
de sodio de ratos que receberam injegdes bilaterais de 8-OH-DPAT (1,0; 2,5 ¢ 5,0 pg/ 0,2 pl) ou
veiculo no NPV. Resultados expressos como média £ EPM; p<0,05 (ANOVA associado ao

Newman Keuls) (n = nimero de animais).
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5.6 Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF seguidas de injecoes de 8-OH-DPAT no

NPV sobre a ingestao de agua induzida por vinte e quatro horas de privac¢ao hidrica.

Injecdes bilaterais de pMPPF isoladamente ndo produziram nenhuma alteragdo
no volume de dgua ingerido durante todo o experimento quando comparado ao grupo de ratos
que recebeu injecoes bilaterais de veiculo (18,2+1,2 ml/ 120 min, vs. sal: 17,2+1,0/ 120min,
n=12) (figura 8). As injec¢des de veiculo + 8-OH-DPAT na dose de 2,5 pg (14,7+1,2 ml/ 120
min vs. sal: 17,241,0/ 120 min, n=12)[F(3,132) = 38,954; p<0,05] reduziram o volume de
agua ingerido durante todo o experimento comparado ao grupo controle (figura 8).

O pMPPF quando administrado previamente ao 8-OH-DPAT bilateralmente no
NPV aboliu o efeito deste, sendo, neste caso, o volume de dgua ingerido semelhante ao do
grupo controle durante todo o experimento (16,5+1,1 ml/ 120 min vs. sal: 17,2+1,0 ml/ 120

min, n=12) (figura 8) (ver anexo — tabelas 20 a 23).
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Figura 8: Ingestdo cumulativa de 4gua induzida por 24 horas de privacao hidrica de ratos que
receberam injecdes bilaterais de pMPPF (3,8 ng/ 0,2 pl) ou veiculo isoladamente ou seguidas
por inje¢des de 8-OH-DPAT (2,5 png/ 0,2 ul) no NPV. Resultados expressos como média +
EPM; p<0,05 (ANOVA associado ao Newman Keuls) (n = nimero de animais).
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5.7- Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF seguidas de injecoes de 8-OH-DPAT no
NPV sobre a ingestao de agua e NaCl 1,8% induzida por deplecao de sodio.

As injecdes bilaterais de pMPPF no NPV ndo alteraram o volume ingerido de
NaCl 1,8% quando comparado ao grupo controle (figura 9A). Injecdes de veiculo + 8-OH-
DPAT reduziram o volume de NaCl 1,8% ingerido durante os primeiros trinta minutos de
teste (11,442,9 ml/ 30 min vs. sal: 16,2+0,4/ 30 min, n=8) [F(3,84) = 86,2; p<0,05] (figura
9A). A administracdo prévia do pMPPF aboliu o efeito das injecdes de 8-OH-DPAT, sendo o
volume de NaCl 1,8% ingerido por este grupo semelhante ao volume ingerido pelo grupo
controle durante todo o experimento (20,8+0,4 / 120 min vs. sal: 18,24+0,9 ml/ 120 min, n=8)
(figura 9A).

Nao foram observadas altera¢des na ingestdo de agua (figura 9B) (ver anexo —

tabelas 24 a 27).
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Figura 9: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 1,8% e (B) 4gua induzida por 24 horas de deplegao

de s6dio de ratos que receberam injecdes bilaterais de pMPPF (3,8 ng/ 0,2ul) ou veiculo

isoladamente ou seguidas por inje¢des de 8-OH-DPAT (2,5 pg/ 0,2 pl) no NPV. Resultados

expressos como média = EPM; p<0,05 (ANOVA associado ao Newman Keuls) (n = ntimero de

animais).
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5.8 -Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF seguidas de injecoes de 5-HT no NPV

sobre a ingestdo de agua induzida por vinte e quatro horas de privacao hidrica.

As injecoes de pMPPF (3,8 pg) reduziram o tempo e a poténcia do efeito
inibitorio da 5-HT sobre a ingestdo de 4gua induzida por privacao hidrica quando comparado
ao volume ingerido de dgua pelo grupo de ratos que recebeu veiculo + 5-HT (pMPPF+5-HT:
12,3+1,1 ml/ 30 min vs. veiculo+5-HT: 5,9+1,6 ml/ 30 min, n=12) [F(2,88) = 77,0; p<0,05)
(Figura 10). O efeito inibitorio da 5-HT, quando antecedida pelo pMPPF, sobre a ingestao de
agua foi significante somente nos primeiros quinze minutos de experimento (pMPPF+5-HT:
8,9+1,7 ml/ 15 min vs. veiculo+veiculo: 12,24+0,4 ml/ 15 min), sendo que, a 5-HT antecedida
por inje¢des de veiculo reduziu o volume ingerido durante a primeira hora de experimento
comparado ao grupo que recebeu duas injecdes de veiculo (veiculo+5-HT: 10,9+1,4 ml/ 60
min vs. veiculo+veiculo: 15,7+1,1 ml/ 60 min) (Figura 10) (ver anexo — tabelas 28 a 30).
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Figura 10: Ingestdo cumulativa de dgua induzida por 24 horas de privacao hidrica de ratos
que receberam injec¢des bilaterais de pMPPF (3,8 ng/ 0,2ul) ou veiculo seguidas por inje¢des
de 5-HT (20 pg/ 0,2 ul) no NPV. Resultados expressos como média = EPM; p<0,05

(ANOVA associado ao Newman Keuls) (n = nimero de animais).
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5.9 - Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF seguidas de injecoes de 5-HT no NPV

sobre a ingestiio de agua e NaCl 1,8% induzida por deple¢io de sdédio.

As injecoes de pMPPF (3,8 pug) também reduziram o tempo e a poténcia do
efeito inibitorio da 5-HT sobre a ingestdo de NaCl 1,8% induzida por deple¢dao de sddio
quando comparado ao volume ingerido de NaCl 1,8% pelo grupo de ratos que recebeu
veiculo+5-HT (pMPPF+5-HT: 12,3+1,9 ml/ 30 min vs. veiculo+5-HT: 2,8+1,3 ml/ 30 min,
n=15) [F(2,112) = 61,5; p<0,05) (Figura 11A). O efeito inibitéorio da 5-HT, quando
antecedida pelo pMPPF, sobre a ingestdo de NaCl 1,8% foi significante somente nos
primeiros quinze minutos de experimento (pMPPF+5-HT: 7,3£1,6 ml/ 15 min vs.
veiculo+veiculo: 11,5+0,7 ml/ 15 min), sendo que, a 5-HT antecedida por injecdes de veiculo
reduziu o volume ingerido durante todo o experimento comparado ao grupo que recebeu duas
injecoes de veiculo (veiculo+5-HT: 11,3+2,0 ml/ 120 min vs. veiculo+veiculo: 16,5+0,9 ml/
120 min) (Figura 11A). Nao ocorreram alteragdes significantes no volume ingerido de agua

nestes tratamentos (Figura 11B) (ver anexo — tabelas 31 a 33).
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Figura 11: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 1,8% e (B) agua induzida por 24 horas de

deplecdo de sédio de ratos que receberam inje¢des bilaterais de pMPPF (3,8 pg/ 0,2ul) ou

veiculo seguidas por inje¢des de 5-HT (20 pg/ 0,2 ul) no NPV. Resultados expressos como

média = EPM; p<0,05 (ANOVA associado ao Newman Keuls) (n = nimero de animais).
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5. 10 - Efeitos das injecOes bilaterais de 5-HT e 8-OH-DPAT em areas diversas
adjacentes ao NPV sobre a ingestdo de agua e NaCl 1,8% induzidas por privac¢iao hidrica

e por deplecao de sodio, respectivamente, vinte e quatro horas antes do experimento.

As tabelas 1 e 2 apresentam os volumes ingeridos de agua e NaCl 1,8%,
respectivamente, de ratos que receberam inje¢des em outras areas, diferentes do NPV (regiao
periventricular, hipotalamo anterior, lateral, ventromedial e dorsomedial). Pode-se observar
que os volumes ingeridos de dgua foram semelhantes entre os grupos tratados e controles, nao
havendo diferenga significativa entre eles, demonstrando assim, a especificidade dos efeitos
obtidos a ativacdo do NPV do hipotalamo.

Injecdes de 5-HT reduziram o volume ingerido de NaCl 1,8% dos ratos que
receberam doses de 10 e 20 pg (10,8+3,3; 11,4+3,2 ml/ 30 min, respectivamente vs. sal:
18,8+1,2 ml/30 min, n=6) [F (2,40) = 16,755; p<0,05]. Isto pode ter ocorrido devido a
presenca de receptores serotoninérgicos nas regides atingidas pelas microinjegoes (hipotalamo
anterior, lateral, ventromedial e dorsomedial — fig. 12 A e B) e estas, de alguma maneira,
participam da regulacdo da ingestdao de sddio. As injecdes de 5-HT ndo sdo especificas, isto €,
ativam todos os tipos de receptores serotoninérgicos, assim ha maiores possibilidades de
algum receptor ser ativado, diferentemente das injecdes de 8-OH-DPAT, que ¢ um agonista
especifico, e age somente em receptores 5S-HT 4. As injecoes de 8-OH-DPAT nao alteraram o

volume ingerido de NaCl 1,8% quando comparado as inje¢des de veiculo.
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Figura 12: [Ilustracdo dos pontos de inje¢do de 5-HT no grupo de ratos submetido ao

experimento de ingestdo de NaCl 1,8%. A - HL: hipotalamo lateral; HA: hipotilamo anterior; B - HDM:
hipotadlamo dorsomedial; HVM: hipotalamo ventromedial (adaptado de PAXINOS e WATSON, 1986).
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Negativos Ingestao de
(histologia) n agua
(ml/ 30 min)
5-HT 10ug 5 14,5+2,0
5-HT 20ug 10 17,7£1,9
5-HT 40ug 6 13,1£2,3
5-HT 50ug 5 9,2+1,8
Controle (5-HT) 8 13,7+0,2
8-OH-DPAT 1,0 ug 11 15,0+1,2
8-OH-DPAT 2,5 ng 11 11,6+1,3
8-OH-DPAT 5,0 ug 11 15,0+1,3
Controle (DPAT) 11 15,0+0,9

Tabela 1: Ingestao cumulativa de dgua induzida por 24 horas de privacao hidrica de ratos que
receberam injecdes bilaterais de 0,2 ul de 5-HT e 8-OH-DPAT ou veiculo em areas
adjacentes ao NPV. Resultados expressos como média = EPM; p<0,05 (ANOVA associado ao

Newman Keuls) (n = nimero de animais).
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Negativos Ingestéo de
(histologia) n NaCl 1,8%
(ml/ 30 min)
5-HT 10ug 6 10,8+3,3*
5-HT 20ug 6 11,4£3,2*
Controle (5-HT) 6 18,8+1,2
8-OH-DPAT 1,0 ug 14 12,0£1,1
8-OH-DPAT 2,5 ug 14 12,8+1,6
8-OH-DPAT 5,0 ug 14 11,941,6
Controle (DPAT) 14 13,240,9

Tabela 2: Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% induzida por deplecdo de sédio de ratos que
receberam injecdes bilaterais de 0,2 pul de 5-HT e 8-OH-DPAT ou veiculo em areas
adjacentes ao NPV. Resultados expressos como média = EPM; p<0,05 (ANOVA associado ao

Newman Keuls) (n = nimero de animais); * diferente do respectivo controle.
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6 — DISCUSSAO

Os resultados da presente dissertagdo demonstraram que injecdes bilaterais de 5-
HT no NPV do hipotdlamo reduzem significativamente a ingestdo de 4gua induzida por
privacdo hidrica e a ingestdo de sodio induzida por deplecdo de sodio. Foi observado também
que a ativacao dos receptores 5-HT;4 do NPV através do agonista especifico 8-OH-DPAT
reduziu significativamente o volume ingerido de dgua e sédio induzidos por privagdo hidrica e
deplecao de sodio, respectivamente. A administragdo do antagonista especifico 5-HTa,
pMPPF, bloqueou o efeito inibitério do 8-OH-DPAT. Foi observado também que inje¢des
bilaterais de pMPPF previamente a injecdes bilaterais de 5-HT no NPV alteraram
parcialmente o efeito inibitorio da 5-HT sobre a ingestdo de dgua e sédio, reduzindo o seu
tempo de atuagdo somente aos primeiros quinze minutos. O antagonista pMPPF, quando
administrado isoladamente, ndo provocou nenhuma altera¢do na ingestao de agua e sodio.

Recentemente progressos significantes foram feitos em relagdo ao
conhecimento do sistema serotoninérgico central, verificando-se que esta importante rede
neurotransmissora regula varias fungdes fisioldgicas e comportamentais. Varios subtipos de
receptores sdo descritos na literatura, e novos subtipos estdo sendo descobertos através de
técnicas de clonagem molecular que sdo utilizadas para produzir e expressar varios clones de
receptores serotoninérgicos. Os receptores serotoninérgicos 5-HT;a tem uma importante
funcdo como autoreceptor somatodendritico no ntcleo dorsal da rafe (NDR), e como um
receptor pos-sindptico de 5-HT em outras areas centrais, como, por exemplo, no hipocampo
(GLENNON e DUKAT, 1991; PUCADYIL et al, 2005). A distribuicdo heterogénea dos
receptores 5-HT 4 tem sido associada com a diversidade de caracteristicas farmacoldgicas do
receptor (PUCADYIL et al, 2005).

Os presentes resultados demonstraram que a administragdo do 8-OH-DPAT no
NPV reduziu a ingestdo de dgua induzida por privacdo hidrica e a ingestdo de NaCl 1,8%
induzida por deplecdo de sddio, assim como a inje¢cdo de 5-HT no NPV, sugerindo que a
localizagdo dos receptores 5-HT;» no NPV do hipotilamo ¢ pos-sinaptica. Estudos
autorradiograficos e imunohistoquimicos tém demonstrado que estes receptores estdo
localizados pos-sinapticamente ou se apresentam na forma somatodendritica (HAMON et al,
1990). Diversos experimentos mostraram que os autorreceptores 5-HT ;o apresentam algumas
propriedades farmacologicas diferentes dos receptores 5-HT;n pds-sindpticos, e podem

representar um subtipo distinto (FELDMAN et al., 1997).
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Estudo recente, realizado por De Gobbi et al. (2005) demonstrou que injegdes
bilaterais de 8-OH-DPAT (0,1; 1,25 ¢ 2,5 pg/ 0,2 ul) no NPBL aumentaram a ingestdo de
NaCl 0,3 M e de agua de ratos induzida pelo tratamento com furo-cap, este aumento na
ingestdo de NaCl foi reduzido de maneira dose-dependente pelo pré-tratamento com o
antagonista seletivo 5-HT;a, WAY-100635. Em contraste, este antagonista ndo afetou a
ingestdo de agua produzida pelo 8-OH-DPAT. O WAY-100635 administrado isolado no
NPBL nao afetou a ingestdo de NaCl. Estes resultados sugerem que os receptores 5-HTa
ativados no NPBL sdo receptores somatodendriticos. Estes dados contrastam com 0s nossos,
visto que, a injecdo de 8-OH-DPAT no NPV provocou uma redugdo na ingestdo de agua e
sodio, assim como a inje¢do de 5-HT, sugerindo a ativacdo de receptores 5-HT s pOs-
sindpticos.

Estudo realizado por Pan e Gilbert (1992) mostrou que inje¢des unilaterais de
8-OH-DPAT diretamente no NPV de ratos provocaram uma elevagao significante no ACTH
plasmatico que foi bloqueada pela administracdo sistémica do antagonista -adrenérgico e
serotoninérgico 5-HT;o e 5-HTp, pindolol, indicando que receptores 5-HT;s pds-sinapticos
medeiam respostas neuroenddcrinas no NPV.

Populagdes distintas de neuronios serotoninérgicos no NDR e nucleo mediano
da rafe (NMR) emitem informagdes para estruturas prosencefalicas, influenciando a liberagao
de vasopressina e estabelecendo niveis de saciedade hidrica através de uma regulagdo fina da
transducdo dos sinais sensoriais que incidem sobre os neurdnios dos nucleos supra-optico e
paraventricular e regides AV3V/ pré-optica hipotalamica/ OSF (Reis, 1993). Cavalcante-
Lima et al. (2005) demonstraram que a lesdo do NDR aumentou a ingestdo espontanea de
NaCl 0,3 M e também a ingestdo de ratos depletados de sodio sugerindo que possivelmente
vias serotoninérgicas ascendentes, originadas no NDR, integram sinais sensoriais viscerais e
encefalicos anteriores para a regulacao do apetite ao sodio.

Através do método analitico acoplado a uma coluna multifuncional (HPLC)
detectou-se que a estimulacdo elétrica do NDR e NMR provocou um aumento na secrecao de
5-HT no NPV (PETERSEN et al., 1989). Esta pode ser a via fisioldgica para ativagao
serotoninérgica do NPV, uma via inibitoria para dipsogénese e natriorexigénese,
provavelmente ativada em situacdes onde a ingestdo de dgua e sddio deve ser inibida, como
por exemplo, em crises hipertensivas.

A privagdo hidrica induz uma desidratagdo mista, isto é, desidratagdo intra e
extra-celular. A ingestdo de agua em animais privados ¢ induzida por uma combinagdo de

sinais derivados tanto da desidratacdo intracelular como da extracelular, as quais ativam duas
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vias separadas dependentes de osmorreceptores € da ANG II respectivamente. A via osmotica
¢ provavelmente dependente da acetilcolina central (FITZSIMONS, 1985). Portanto, a sede
em animais privados de agua ¢ principalmente devida a ANG II circulante ao nivel das
estruturas circunventriculares e pela ativagdo das estruturas colinérgicas centrais. Assim, o
bloqueio dos sistemas angiotensinérgicos e colinérgicos € necessario para inibir a ingestdo de
dgua em animais desidratados (MCKINLEY e JOHNSON, 2004). E possivel que com a
ativacdo simultdnea de dois circuitos diferentes que induzem a sede, a motivagdo para a
ingestdo de 4gua seja muito maior em animais privados.

Nossos resultados mostram que a inibigdo proporcionada pela administragao de
5-HT no NPV na ingestdo de sodio induzida por deplecao de sddio foi maior do que a inibigdo
observada na ingestdo de 4gua de ratos privados por 24 horas. Isto pode ser devido ao estimulo
a sede ser maior, por ser proveniente de uma privacao hidrica que resulta em uma desidratacao
dupla, isto ¢, intra e extracelular, enquanto que a deple¢do de sddio provoca somente uma
desidratacao extracelular.

A deplecao de sddio induzida por furosemida sc tem sido empregada por muitos
anos (JALOWIEC, 1974; WOLF, et al., 1974) para induzir o apetite ao sddio. O procedimento
com furosemida sc combinado com 24 horas de dieta hipossddica ¢ o protocolo mais
convencional e largamente usado (LIMA et al., 2004; CASTRO et al., 2003; MENANI et al.,
1998; WOLPF, et al., 1974).

A furosemida ¢ um diurético/ natriurético que reduz a reabsorc¢ao renal de sodio
e agua. Atua no ramo ascendente espesso da alca de Henle levando a uma situacio
hipovolémica, que resulta na ativagdo do sistema enddcrino e do sistema nervoso autonomo
com o objetivo de corrigir a sobrecarga cardiaca e a queda da pressdo arterial. A ativagdo do
sistema nervoso simpdtico contribui para o aumento do tonus vascular, retorno venoso,
freqiiéncia e contratilidade cardiaca, ¢ reabsor¢do renal de sodio e agua. A elevacdao da
vasopressina plasmatica, renina-angiotensina, aldosterona, epinefrina/ norepinefrina, ACTH, e
glucocorticoides agem direta ou indiretamente na retencdo de sodio e agua ou na redistribuicao
sanguinea e de fluidos intersticiais na inten¢ao de manter o fluxo sanguineo em regides criticas.
Entretanto, ¢ necessario corrigir déficits absolutos na adgua e nos solutos extracelulares. Isto
envolve comportamentos associados com a aquisicdo e ingestdo de sodio em adigdo a sede,
iniciando o apetite ao sodio (MCKINLEY e JOHNSON, 2004).

A maioria das situagdes que induzem apetite ao sodio precisa de um longo
periodo (usualmente na ordem de horas a dias) para aumentar a ingestao de sodio. Este fato esta

em contraste com as laténcias curtas para o comeco da ingestdio de agua (STRICKER e
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VERBALIS, 1990). Tem sido hipotetizado que a relativa laténcia longa para o apetite ao sodio
tornar-se aparente ¢ devido a algumas formas de inibigdo tonica, as quais precisam ser reduzidas
antes que a solugdo hipertonica de NaCl seja consumida. Os mecanismos hipotetizados a
estarem envolvidos na reducdo de tal inibicdo incluem: a) redugdes posteriores do volume
sanguineo; b) diluicdo osmotica do sangue como uma conseqiiéncia da ingestao de agua; e, ¢)
reducdes moderadas na pressao arterial sanguinea (diminui¢ao de aproximadamente 20 mmHg
abaixo do normal) (JOHNSON e THUNHORST, 1997; STRICKER e VERBALIS, 1990).
Portanto, pode-se sugerir que a 5-HT atuando no NPV pode estar associada com um ou mais
mecanismos hipotetizados como sendo inibitorios.

Viérios estudos tém demonstrado a participagdo do NPV do hipotdlamo no
controle do comportamento ingestivo e pressao arterial (GUTMAN et al., 1988; STANLEY e
LEIBOWITZ, 1984; LEIBOWITZ, 1978). Gutman et al. (1988) demonstraram que lesdes
bilaterais no NPV pela administra¢dao do acido cainico resultaram na aboli¢do da ingestdo de
agua e atenuacdo da resposta pressora induzida pela administracio de ANG II no OSF,
sugerindo que um importante componente do NPV no circuito neural medeia a ingestdo de
agua e a resposta pressora da ANG II agindo no OSF. Foi demonstrado também que a
administracdo do neuropeptideo Y (NPY) no NPV do hipotdlamo provocou um aumento
dose-dependente da ingestao de alimento e de 4gua, sugerindo um importante papel do NPY e
do NPV na regula¢do do comportamento alimentar e ingestivo (STANLEY e LEIBOWITZ,
1984). Segundo Leibowitz (1978), na area hipotalamica medial, o NPV ¢ o sitio onde tem
inicio a ativacdo noradrenérgica em animais saciados tanto para alimento quanto para agua,
esta area ¢ a chave no processo de aumento do consumo de alimento e dgua associado ao
aumento da atividade noradrenérgica.

Os efeitos da 5-HT central na ingestdo de dgua parecem ser mais inibitorios
que estimulatérios, embora isto possa depender da via serotoninérgica ativada (CASTRO et
al, 2000). Entretando, quando administrada sistemicamente, a 5-HT causa um aumento na
ingestdo de agua de ratos (FITZSIMONS, 1998). A relagdo entre os efeitos sistémicos e
centrais da 5-HT na ingestdo de dgua ¢ desconhecida, mas, sabe-se que a 5-HT ndo atravessa
a barreira hemato-encefélica. A injecdo sistémica de 5-HT provoca aumento na renina
plasmatica e ANG II, e a ingestdo de agua ¢ abolida pela nefrectomia bilateral (MEYER et al.,
1974).

Os efeitos estimulatorios ou inibitorios da 5-HT sobre a ingestdo de agua

dependem do subtipo de receptor serotoninérgico central ativado e o mesmo subtipo de
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receptor serotoninérgico pode promover respostas distintas dependendo da area do cérebro
onde esta localizado (CASTRO et al., 2002).

Portanto, somente uma cuidadosa procura dos efeitos de cada subtipo central da
5-HT nas principais areas que regulam a ingestdo de agua pode revelar como o complexo
circuito da 5-HT regula a sede. Atualmente, os dados disponiveis na literatura e os resultados
obtidos no presente estudo apresentam um cenario uniforme, no qual a inibi¢ao da ingestao de
agua ¢ o efeito mais observado na ativacdo dos receptores da 5-HT, tanto na administracdo de
drogas farmacologicas especificas no NPV quanto em outras areas encefalicas. Foi observado
um aumento na ingestdo de dgua ap6s a destruicdo seletiva de vias serotoninérgicas centrais por
agentes neurotoxicos como a PCPA (SHISHEVA et al., 1987). Injecdes do agonista 5-HT ¢,
MK-212, icv inibem a ingestdo de dgua em ratos privados por 16 horas (REIS et al., 1990).

O antagonista da 5-HT),, metisergida, aumenta a ingestdo de dgua e de sodio
induzida por ANG II icv quando injetado no NPBL (MENANI et al., 1996) . Em adi¢do, a 5-HT
ou o DOI, um agonista do receptor 5-HT,, diminui a ingestdo de dgua induzida por ANG II icv
quando injetado no NPBL (MENANI e JOHNSON, 1995). Foi demonstrado também que
injegdes de L-694-247, um agonista do receptor 5-HTp, no terceiro ventriculo reduz a ingestao
de agua de ratos, induzida pela administragdo icv de carbacol, ANG II e isoproterenol (DE-
CASTRO-E-SILVA et al., 1997), enquanto que receptores centrais 5-HT4 parecem promover
um efeito duplo, potencializando a ingestdo de agua apds estimulag@o central angiotensinérgica
e inibindo a ingestdo de agua apds estimulagdo central colinérgica (CASTRO et al., 2000).
Assim, através da interacdo com diferentes receptores, as vias centrais da 5-HT possuem um
sistema complexo capaz de influenciar o SNC na ingestao de dgua e sddio.

O presente estudo demonstrou que a administragdo do agonista 5-HT,4, 8-OH-
DPAT, no NPV reduziu a ingestdo de agua de ratos privados e a ingestdo de sodio de ratos
depletados. Destaca-se que as doses de 8-OH-DPAT utilizadas foram aproximadamente dez
vezes menores do que as doses efetivas de 5-HT, explicitando o envolvimento e a potente agdo
dos receptores 5-HT4 do NPV neste controle. A ativagdo dos receptores 5-HT 4 foi ainda mais
efetiva na reducdo da ingestdo de dgua comparada com a ingestdo de sédio. O volume de agua
ingerido foi reduzido com a menor dose empregada (10 pg) de 8-OH-DPAT. Esta diferenga
pode ter ocorrido devido a utilizagdo de diferentes protocolos como mecanismo de indugdo da
ingestao de agua e sodio. A ingestdo de dgua foi induzida por privacdao hidrica, que causa
desidratagdo intra e extracelular e a deplecdo de sodio provoca somente uma desidratacao
extracelular. O receptor 5-HT;a pode estar mais potentemente relacionado com as vias

intracelulares de ingestdo ou ter uma influéncia maior sobre o controle da ingestdo de agua.
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A eficiéncia do antagonista 5-HT;s, pMPPF, utilizado no presente estudo, foi
demonstrada por Thielen & Frazer (1995) que administraram este antagonista
intraperitonealmente (ip) em ratos e este antagonizou a hipotermia induzida pelo 8-OH-DPAT
sc. Kung et al. (1996) atestaram a alta afinidade e seletividade do pMPPF pelos receptores 5-
HT;a, colocando este antagonista como uma poderosa ferramenta para estudos
farmacologicos do receptor 5-HT;x no SNC. Apds diversos estudos, Thielen et al. (1996)
concluiram que o p-MPPF comporta-se, in vivo, como um antagonista competitivo tanto de
receptores 5-HT 4 pds-sinapticos como de autoreceptores somatodendriticos 5-HT 4.

Os resultados apresentados neste estudo demonstraram que a administragao do
antagonista 5-HT;x, pMPPF, administrado isoladamente no NPV do hipotdlamo nao
provocou alteragdo na ingestdo de dgua induzida por privagao hidrica e na ingestdo de NaCl
induzida por deplecao de sodio. Este fato sugere que ndo ha uma inibicdo tonica exercida por
estes receptores serotoninérgicos sobre a ingestao de agua e sddio. Os receptores 5-HT ;o do
NPV exercem sua atividade somente quando ativados. Assim como nos dados apresentados
por De Gobbi et al. (2005), que demonstraram que injegdes bilaterais do antagonista 5-HT 4,
WAY-100635, no NPBL também ndo alteraram a ingestdo de NaCl induzida pelo tratamento
com furo-cap.

O pMPPF bloqueou completamente o efeito inibitorio do 8-OH-DPAT na
ingestdo de agua e sddio, mostrando a especificidade dos resultados obtidos quanto a ativagao
do receptor 5-HT 4. Quando administrado previamente a 5-HT, o pMPPF, reduziu os seus
efeitos parcialmente, diminuindo o tempo ¢ a poténcia do efeito inibitério da 5-HT sobre a
ingestdo de agua e sddio. A reducgdo da ingestao de agua e sddio ocorreu durante os primeiros
quinze minutos de experimento quando comparado ao grupo controle, demonstrando o
provavel envolvimento de outros tipos de receptores serotoninérgicos do NPV, além do 5-
HT;a, no controle deste comportamento. Provavelmente a inibi¢do verificada nos primeiros
quinze minutos ¢ resultante da atuacdo da 5-HT também em outros tipos de receptores
serotoninérgicos e o restante do tempo de inibi¢do da ingestdo, verificado no tratamento com
injecdes isoladas de 5-HT, ¢ devido a ativacao dos receptores 5-HT 4.

O presente trabalho também demonstrou que injecdes de 5-HT em outras areas
hipotalamicas (hipotalamo anterior, lateral, ventromedial e dorsomedial) reduziram o volume
ingerido de NaCl 1,8% por ratos depletados de sodio. Diversos estudos demonstram o
envolvimento destas areas no controle de comportamentos ingestivos (SAAD et al., 2004;
MORI et al., 1999; DO VALE et al., 1997; CLARK et al., 1991; COVIAN ¢ ANTUNES-

RODRIGUES, 1963). Lesodes no hipotdlamo anterior resultaram em uma grande queda na
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ingestdo de NaCl (COVIAN e ANTUNES-RODRIGUES, 1963). Clark et al. (1991)
demonstraram que lesdes no hipotdlamo lateral de ratos resultaram em moderada hipofagia e
hipodipsia apds injecdo ip de salina hipertonica. Ratos submetidos a lesdes do hipotdlamo
lateral apresentaram redugdo da ingestdo de dgua e sddio induzida pala administracdo de ANG
IT no nucleo pré-optico mediano (DA SILVA et al., 1995). Foi demonstrado também que o
sistema serotoninérgico do hipotdlamo lateral estd envolvido com ingestdo de alimento e
metabolismo energético (MORI, et al., 1999). Por meio de microdialise foi examinada a
liberacdo de 5-HT no hipotalamo lateral durante a ingestdo de alimento e verificou-se que
ocorre um aumento nesta liberagdo (MORI, et al., 1999). Lesdes no hipotdlamo medial de
ratos aumentaram a ingestao de sodio induzida pela administragdo de ANG II no nucleo pré-
optico mediano, em relacdo a ingestdo do grupo com lesdo ficticia (DO VALE et al., 1997).
Assim, observamos que estas areas atingidas apresentam alguma funcdo no controle dos
comportamentos ingestivos, com destaque para a ingestdo de NaCl, e provavelmente vias
serotoninérgicas destas areas estdo envolvidas neste controle.

Os resultados da presente dissertagdo demonstraram que injecdes bilaterais de 5-
HT no NPV do hipotdlamo reduzem significativamente a ingestdo de 4gua induzida por
privacdo hidrica e a ingestdo de sodio induzida por deplecio de sodio. Foi observado também
que a ativacao dos receptores 5-HT;4 do NPV através do agonista especifico 8-OH-DPAT
reduziu significativamente o volume ingerido de dgua e sédio induzidos por privagdo hidrica e
deplecao de sodio, respectivamente. A administragdo do antagonista especifico 5-HTja,
pPMPPF, bloqueou o efeito inibitério do 8-OH-DPAT, demonstrando que os efeitos observados
na ingestdo de agua e sodio se devem a ativagdo dos receptores 5-HT;o. Foi observado
também que inje¢des bilaterais de pMPPF previamente a injecdes bilaterais de 5-HT no NPV
alteraram parcialmente o efeito inibitorio da 5-HT sobre a ingestdao de dgua e sodio, reduzindo
o seu tempo de atuacdo somente aos primeiros quinze minutos, indicando que possivelmente
outros receptores serotoninérgicos do NPV estdo também envolvidos no controle da
dipsogénese e natriorexigénese. Ja o antagonista pMPPF, quando administrado isoladamente,
ndo provocou nenhuma alteragdo na ingestdo de agua e sodio, mostrando a auséncia de
alguma inibicao tonica do receptor 5-HT; sobre estes comportamentos.

Em suma, de acordo com os resultados apresentados e discutidos, conclui-se
que o NPV do hipotdlamo participa do controle do equilibrio hidroeletrolitico através de
comportamentos como a ingestdo de agua e sddio. Parte deste controle ¢ feito através de
receptores serotoninérgicos, dentre eles, foi demonstrada a participagdo do receptor 5-HTa, €

sugere a participacao de outros subtipos de receptores serotoninérgicos. A atuacao da 5-HT e
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do receptor 5-HT 4 ocorre de maneira a inibir a ingestdo de agua e NaCl 1,8% induzida pela
privacao hidrica e pela deplecdo de sodio, respectivamente. Os resultados sugerem também

que esta ativagdo ndo € tonica e ocorre através de receptores 5-HT ;4 pds-sinapticos.
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ANEXOS

I) Efeitos das injecoes bilaterais de 5-HT no NPV sobre a ingestdo de agua
induzida por vinte e quatro horas de privac¢ao hidrica.

Tabela 1 - Ingestdo cumulativa de dgua apds inje¢ao bilateral de 0,2 ul de veiculo no NPV de
ratos privados de agua por 24 horas.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min

125 15,4 19,8 20 20,1 20,1
127 16,3 19,8 22,3 22,7 23,1
61 13,2 20 20,4 20,4 20,6
101 13,5 16,8 16,8 16,9 16,9
67 20,4 22,5 23,9 24 24,1
68 12,8 15,2 15,8 15,9 16,1
69 13,4 16 16 16 16
90 13,9 17,4 18,5 18,5 18,5

Média 14,863 18,438 19,213 19,313 19,425

Erro 0,896 0,8746 1,0508 1,072 1,0956

Desvio 12,5343 2,4738 2,972 3,0319 3,0987
n 8 8 8 8 8

Tabela 2 - Ingestdo cumulativa de dgua apds injecao bilateral de 0,2 ul de S-HT (10 pg) no
NPV de ratos privados de agua por 24 horas.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min
101 0 3,8 13,2 13,2 13,4
102 8,9 12 13,2 13,3 13,5
105 12,9 15,9 19,6 19,6 19,9
118 10,9 11,2 11,2 11,3 11,3
119 20,9 20,9 21,1 21,1 21,1

125 15,1 21 22,5 22,6 22,6
126 10 13,3 14,2 14,3 14,3
127 8,9 9,5 10,5 16,1 16,8

Média 10,95 13,45 15,688 16,438 16,613

Erro 2,1097 2,046 1,651 1,4707 1,4663

Desvio 5,9671 5,7869 4,6698 4,1596 4,1474
n 8 8 8 8 8
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Tabela 3 - Ingestdo cumulativa de agua ap6s injecdo bilateral de 0,2 ul de 5-HT (20 pg) no
NPV de ratos privados de 4gua por 24 horas.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min
31 5,5 9,6 14,1 16,3 17,5
33 11,3 14,1 15,8 15,8 15,8
61 12,5 16,6 17,2 17,2 17,2
101 5,1 13,4 17,4 17,6 17,6
102 0 7,6 11,4 11,4 11,4
105 11,7 14,3 17,4 17,4 17,4

Média 7,6833 12,6 15,55 15,95 16,15
Erro 2,0239 1,3636 09824 0,9528 0,9878

Desvio 4,9576 3,3401 2,4064 2,3339 2,4197

n 6 6 6 6 6

Tabela 4 - Ingestdo cumulativa de dgua apds injecao bilateral de 0,2 pl de 5-HT (40 pg) no

NPV de ratos privados de agua por 24 horas.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
65 13,5 16,6 16,6 16,6 16,8
67 8,7 14,8 18,9 18,9 19,5
68 10,2 11,3 15,9 17 18,5
69 1,6 9,7 15,1 16,5 17,8
20 8,5 9,3 11,4 12,3 22,2
23 14,2 14,2 21,9 21,9 21,9
29 12,8 14,6 21,7 23,8 25,6

Média 9,9286 12,929 17,357 18,143 20,329

Erro 1,6347 1,065 1,4239 1,441 1,1612

Desvio 4,325 2,8176 3,7673 3,8126 3,0723

n 7 7 7 7 7
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Tabela 5 - Ingestdo cumulativa de dgua apds injecdo bilateral de 0,2 pl de 5-HT (50 pg) no
NPV de ratos privados de 4gua por 24 horas.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min

65 9,4 10,9 12,4 12,4 12,4
68 0 0 18,5 18,5 18,5
69 9,5 14 16,1 16,1 18,9
85 0 0 12,5 13 13,4
88 9,4 14,9 14,9 14,9 14,9
90 2,8 14,3 17,2 17,2 17,6

Média 51833 9,0167 15,267 15,35 15,95

Erro 1,946 2,9069 1,0148 09719  1,1275

Desvio 4,7667 7,1205 2,4857 12,3805 2,7617
n 6 6 6 6 6
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IT) Efeitos das injecdes bilaterais de 5S-HT no NPV sobre a ingestio de agua e NaCl 1,8%
induzida pelo tratamento com furosemida vinte e quatro horas antes do experimento.

Tabela 6A - Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% ap0s injecao bilateral de 0,2 ul de veiculo no
NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min
128 12,1 13,3 13,3 13,3 13,3
129 20,4 22,7 24,6 24,6 24,6
131 18,8 21,1 21,2 21,2 21,2
149 17,8 22,2 22,2 22,2 22,2
150 10,5 11,5 11,5 11,5 11,5
153 12,1 13,2 13,2 13,2 13,2
154 15,4 19,9 21 21,7 21,8

Média 15,3 17,7 18,143 18,243 18,257

Erro 1,4478 1,8238 11,9981 2,0242 2,0284

Desvio 3,8306 4,8253 5,2864 5,3556 5,3665
n 7 7 7 7 7

Tabela 6B - Ingestdo cumulativa de dgua apos injecao bilateral de 0,2 ul de veiculo no NPV
de ratos depletados de sddio.

RATO 15 min 30min 60min 90 min 120 min

128 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
129 0,4 0,4 0,5 0,5 0,5
131 0,2 0,2 1 1,1 1,1
149 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
150 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
153 0,4 0,6 0,6 0,6 0,6
154 0,4 0,6 1,5 1,8 1,8

Média 0,3429 0,4 0,6571 0,7143  0,7143

Erro 0,0369 0,0617 0,1688 0,2098 0,2098

Desvio 0,0976 0,1633 0,4467 0,5551  0,5551
n 7 7 7 7 7
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Tabela 7A - Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% apos inje¢do bilateral de 0,2 pl de 5-HT
(10pg) no NPV de ratos depletados de sédio.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
128 0 4.4 9,8 10,1 10,1
129 5,2 18,3 22,2 22,2 22,2
131 0 0 14,5 21,2 21,3
149 3,3 10,7 13,8 16,9 22,2
150 0 0 0 0 14
153 1,7 3,9 9,8 11,1 11,2
154 11,5 18,3 24 24 24

Média 3.1 7,9429 13,443 15,071 17,857
Erro 1,5872 12,9969 3,0731 3,2333 2,2183

Desvio 4,1992 7,929 88,1306 8,5545 5,8691

n 7 7 7 7 7

Tabela 7B - Ingestdo cumulativa de 4gua apds injecdo bilateral de 0,2 pl de 5-HT (10ug) no
NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min
128 0 0,4 0,6 0,6 0,6
129 0,4 0,5 1,7 1,7 1,7
131 0 0 1,7 1,7 2
149 0,1 0,2 3,4 3,6 4,5
150 0 0 0 0 0,3
153 0,1 0,2 0,3 0,3 0,3
154 0,1 0,1 1,3 2,5 4,7

Média 0,1 0,2 1,2857 1,4857 2,0143
Erro 0,0535 0,0724 0,4339 0,4877 10,7133

Desvio 0,1414 0,1915 1,1481 1,2903 1,8872

n 7 7 7 7 7
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Tabela 8A - Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% apos injecdo bilateral de 0,2 pl de 5-HT
(20pg) no NPV de ratos depletados de sddio.

RATO 15 min 3I0min 60 min 90 min 120 min

128 10,3 13,8 15,3 18 18,1
129 0,1 9,1 19,2 23,3 24,9
131 10,5 15,9 16,5 16,7 16,7
149 0 7,8 17,2 18,8 20,3
150 2,2 4,1 4,1 11,2 11,2
153 0 0 0 0 0

154 3,6 12,4 19,9 20,8 20,8

Média 3,8143 19,0143 13,171 15,543 16
Erro 1,7749 2,1195 2,965 2,953 3,1041
Desvio 4,6959 5,6076 7,8447 7,8128 8,2126
n 7 7 7 7 7

Tabela 8B - Ingestdo cumulativa de 4gua apds injecdo bilateral de 0,2 pl de 5-HT (20ug) no
NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min

128 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
129 0 0 0 9,2 9,2
131 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4
149 0 0 0,1 0,2 0,4
150 0 0,1 0,1 0,5 0,5
153 0 0 0 0 0

154 0 0,1 0,2 1,2 1,2

Média 0,0714 0,1 0,1429 1,6714 1,7
Erro 0,0474 0,0436 0,0528 1,2632 1,2579
Desvio 0,1254 0,1155 0,1397 3,342  3,3282
n 7 7 7 7 7
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I1I) Efeitos das injecdes bilaterais de 8-OH-DPAT no NPV sobre a ingestio de agua
induzida por vinte e quatro horas de privacio hidrica.

Tabela 9 - Ingestao cumulativa de dgua apds inje¢ao bilateral de 0,2 ul de veiculo no NPV de

ratos privados de agua.

RATO 15 min 30min 60min 90 min 120 min
246 11,8 18,1 18,3 18,3 18,4
249 15,2 19,1 21,7 221 22,3
250 17,3 17,3 17,3 17,3 17,3
253 12,3 14,4 14,4 14,4 14,4
267 15,1 17,8 21,4 23,1 247
269 16,5 16,7 16,7 16,7 16,7
271 13,7 18,7 21 21,1 21,1
273 14,5 15,3 16,5 16,7 17
274 14,2 20,9 21,9 21,9 21,9
275 12,2 16,8 18 18 18

Média 14,28 17,51 18,72 18,96 19,18
Erro 0,5808 0,5928 0,8284 0,915 1,0032

Desvio 1,8365 1,8747 2,6195 2,8934 3,1724

n 10 10 10 10 10

Tabela 10 - Ingestdo cumulativa de dgua ap6s inje¢do bilateral de 0,2 ul de 8-OH-DPAT (1
pg) no NPV de ratos privados de agua.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
246 17,1 17,6 17,9 18 18,1
249 15,7 17,7 18,1 18,1 18,1
250 9,5 9,5 13,2 15 15
253 4,3 14,1 15,6 15,8 15,8
267 12,9 13,7 18,9 18,9 19
269 12,6 14,3 15,4 16,7 16,8
271 9,9 14,4 17,5 20,1 20,1
273 8,5 14,3 16,3 16,3 16,3
274 6,1 6,6 71 71 7,2
275 2,9 51 5,2 8 8,1

Média 9,95 12,73 14,52 15,4 15,45
Erro 1,4857 1,3547 1,4947 1,3939 1,3873

Desvio 4,6983 4,2841 4,7267 4,4078 4,3872

n 10 10 10 10 10
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Tabela 11 - Ingestao cumulativa de agua apos injecao bilateral de 0,2 ul de 8-OH-DPAT (2,5
pg) no NPV de ratos privados de dgua.

RATO 15 min 30min 60min 90 min 120 min

246 0 0 12,2 12,5 12,6
249 0 0,5 14 14,9 15,1
250 7 12,4 14,8 17,4 19,3
253 8,3 12 14,4 14,4 14,7
267 9,3 12,9 15,3 15,3 15,3
269 7,5 7,5 7,5 14,7 14,7
271 10,5 13,3 16,3 21,3 21,3
273 3,8 12,6 13,9 16,9 16,8
274 6,2 6,3 7,1 7,1 7,1
275 10,3 11 11 11,1 11,1

Média 6,29 8,85 12,65 14,56 14,8
Erro 1,2212 1,6117 1,0092 1,209 1,2679
Desvio 3,8616 5,0967 3,1914 3,8231 4,0094
n 10 10 10 10 10

Tabela 12 - Ingestdo cumulativa de agua apos injecao bilateral de 0,2 ul de 8-OH-DPAT (5,0
pg) no NPV de ratos privados de dgua.

RATO 15 min 30min 60min 90 min 120 min

246 9,1 9,6 11,6 14,1 14,4
249 10,5 10,5 10,5 15,5 15,5
250 2,7 3,5 4,6 5,8 5,8
253 12,3 12,3 13 14,4 16,1
267 8,1 12,9 14,6 14,7 14,7
269 0,1 0,1 12,4 14,6 14,8
271 8 8 12,5 12,7 12,8
273 8,2 11,2 14,9 15,5 16,1
274 9,9 12,1 14,7 15,6 15,7
275 9 12,6 14,4 15,9 16,2

Média 7,79 9,28 12,32 13,88 14,21

Erro 1,1579 1,3573 0,9763 0,9456 0,9907

Desvio 3,6616 14,2921 3,0872 12,9903 3,1328
n 10 10 10 10 10
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IV) Efeitos das injecoes bilaterais de 8-OH-DPAT no NPV sobre a ingestao de agua e
NaCl 1,8% induzida pelo tratamento com furosemida vinte e quatro horas antes do
experimento.

Tabela 13A - Ingestao cumulativa de NaCl 1,8% apos injecdo bilateral de 0,2 ul de veiculo no
NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
236 10 15,3 16,8 16,9 21,8
237 13,5 14,6 16,1 16,3 16,3
238 12,1 14,8 16,3 16,4 16,6
257 15 18,5 18,7 18,7 18,7
201 16,2 20,7 224 22,4 224
205 14,3 17,2 17,2 17,2 17,2
227 14,4 20,9 214 21,4 214
228 13,5 21,3 24,7 24,7 247
234 14,1 18,4 20,8 23 23,1

Média 13,678 17,967 19,378 19,667 20,244

Erro 0,5925 10,8876 1,0249 1,0775 1,0335

Desvio 1,7775 2,6627 3,0748 3,2326 3,1004
n 9 9 9 9 9

Tabela 13B - Ingestdo cumulativa de 4gua apos injecao bilateral de 0,2 pl de veiculo no NPV
de ratos depletados de sddio.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min

236 0 0,1 0,1 0,2 0,2
237 0 0,1 0,1 0,2 0,2
238 0,4 0,4 0,5 0,5 0,5
257 0,2 0,2 3,1 3,2 9,2
201 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
205 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
227 0,4 0,8 1,1 2,1 2,1
228 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
234 0,2 0,5 0,7 3,5 3,5

Média 0,2 0,3111 0,7 1,1556 1,8222

Erro 0,05 0,0754 0,3193 0,4622 0,9994

Desvio 0,15 0,2261 0,9579 1,3866 2,9982
n 9 9 9 9 9
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Tabela 14A - Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% apos injecdo bilateral de 0,2 pl de 8-OH-
DPAT (1,0 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min
238 9,5 16,1 17,6 17,7 17,8
240 8,7 11,4 17,3 17,3 17,3
242 9,9 14,8 15,5 15,5 15,6
245 9,7 9,9 10,3 17,7 17,7
261 10,5 15,9 20,8 20,8 20,8
279 11,3 17,3 19 19 19
281 11,6 13,6 15 15 15
283 6,7 13 14,2 23,1 23,1
285 6,9 9,6 14,1 14,1 14,1

Média 9,4222 13,511 15,978 17,8 17,822
Erro 0,5778 0,9241 1,0333 0,9547 0,9513

Desvio 1,7333 2,7724 3,0999 2,864 2,8538

n 9 9 9 9 9

Tabela 14B - Ingestdo cumulativa de agua apds injecao bilateral de 0,2 ul de 8-OH-DPAT

(1,0 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
238 0,1 0,1 1,2 1,4 1,5
240 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
242 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
245 0 0 0 0 0
261 0 0 0 0 0
279 0,7 0,8 0,8 0,8 0,8
281 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
283 0 0 0 0 0
285 0 0,1 0,1 5,8 5,8

Média 0,1222 0,1556 0,2778 0,9333 0,9444
Erro 0,0741 0,0835 0,1422 0,6287 0,6298

Desvio 0,2224 0,2506 0,4265 1,8861 1,8895

n 9 9 9 9 9
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Tabela 15A - Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% apos injecdo bilateral de 0,2 pl de 8-OH-
DPAT (2,5 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60min 90 min 120 min

236 0 0 9,1 13,9 13,9
237 0 0 0 9,9 10
238 0 0 0 0 3,7
240 0 7 17,1 17,2 17,2
242 0 11,6 19,4 19,5 19,6
279 0 53 13,6 15 15
281 4 6,8 10,2 12,1 12,1
283 8,4 13,1 20,6 28 28
285 6,8 11,4 22,1 23 23

Média 2,1333 6,1333 12,456 15,4 15,833

Erro 1,1294 1,7516 2,7816 2,6804 2,401

Desvio 3,3882 5,2548 8,3448 8,0411 7,203
n 9 9 9 9 9

Tabela 15B - Ingestdo cumulativa de agua apos injec¢ao bilateral de 0,2 ul de 8-OH-DPAT
(2,5 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min

236 0 0 0,5 0,5 1,2
237 0 0 0 0,2 0,2
238 0 0 0 0,1 0,1
240 0 0,2 1,9 2 2,3
242 0 0,3 0,4 0,5 0,5
279 0 0,2 0,4 0,9 0,9
281 0 0,1 0,1 0,2 0,2
283 0 0 0,1 0,1 0,1
285 0,2 0,2 0,3 5,1 5,1

Média 0,0222 0,1111 0,4111 1,0667 1,1778

Erro 0,0222 0,0389 0,1961 0,5424 0,5454

Desvio 0,0667 0,1167 0,5883 1,6271 1,6361
n 9 9 9 9 9
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Tabela 16A - Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% apos injecdo bilateral de 0,2 pl de 8-OH-
DPAT (5,0 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60min 90 min 120 min

236 7 10,8 15,6 16,6 16,6
237 8 11,7 13,1 13,1 13,1
238 2,8 8,6 11,1 11,4 11,4
256 0 0 0 0,1 0,1
259 0 0 11,5 14,9 15
260 0 0 0 8,9 13,4
279 0 8,4 14,5 14,6 14,6
228 0 0 0 54 18,1
230 0 0 0 1 7,8

Média 1,9778 4,3889 7,3111 9,5556 12,233

Erro 1,0906 1,7665 2,3559 2,0409 1,8121

Desvio 3,2718 5,2996 7,0676 6,1227 5,4362
n 9 9 9 9 9

Tabela 16B - Ingestdo cumulativa de dgua apos injecdo bilateral de 0,2 ul de 8-OH-DPAT
(5,0 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 3I0min 60 min 90 min 120 min

236 0 0 0 0,1 0,1
237 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
238 0,2 0,2 0,2 1,2 1,2
256 0 0 0 0 0
259 0 0,5 0,5 0,5 0,5
260 0,1 0,1 0,4 0,4 0,4
279 0 0,1 0,2 0,3 0,3
228 0 0 0 0,5 0,5
230 0 0 0 0,6 0,7

Média 0,0444 0,1111 0,1556 0,4111 0,4333

Erro 0,0242 0,0539 0,0626 0,1207 0,1202

Desvio 0,0726 0,1616 0,1878 0,3621 0,3606
n 9 9 9 9 9
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V) Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF e 8-OH-DPAT no NPV sobre a ingestao de
agua induzida por vinte e quatro horas de privacao hidrica.

Tabela 17 - Ingestdo cumulativa de agua apds injecao bilateral de 0,2 pl de veiculo no NPV
de ratos privados de 4gua.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
293 18,5 21,5 22,3 22,3 22,3
294 12,5 15,1 16,1 16,1 16,2
295 16,7 19,8 19,8 19,8 20
306 8,1 9,5 9,9 10,1 10,1
310 10,2 12,8 13,5 13,8 14
312 12,4 14,3 14,7 14,8 14,9
313 15,6 19,2 19,2 19,2 19,2
315 4.8 10,4 15,8 17,4 17,4
317 18 20,5 20,8 20,8 20,9
318 9,8 9,8 14,1 14,1 14,2
319 14,6 17,2 19,1 19,2 19,2
324 12,4 17,8 18,8 18,8 18,8

Média 12,8 15,658 17,008 17,2 17,267

Erro  1,1937 1,2445 11,0352 1,0109 1,0076

Desvio 4,135 43112 3,5862 3,5017 3,4906
n 12 12 12 12 12
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Tabela 18 - Ingestdo cumulativa de 4gua apds injecdo bilateral de 0,2 ul de pMPPF (3,8 ug)
no NPV de ratos privados de 4gua.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min

293 20,2 24,6 26 27 27
294 12 15,2 15,3 15,6 15,6
295 14 21,8 22,1 22,1 22,1
306 4,7 9,2 10,6 10,6 10,7
310 12,1 14,8 15 15 16,3

312 14,9 18,9 19,1 19,1 19,1
313 14,4 18,7 18,7 18,7 18,9

315 11,7 15,1 15,4 15,5 16
317 14 20,3 21,5 21,5 21,5
318 9,1 14,1 16,4 16,4 16,4
319 8,1 12,4 15,4 15,4 15,4
324 16 19,4 19,9 20 20,1

Média 12,6 17,042 17,95 18,075 18,258

Erro 1,616 1,2493 1,1854 1,2333 1,2027

Desvio 4,0238 4,3278 4,1062 4,2723 4,1664
n 12 12 12 12 12

Tabela 19 - Ingestao cumulativa de dgua ap6s injecdes bilaterais de 0,2 ul de veiculo + 8-OH-
DPAT (2,5 pg) no NPV de ratos privados de adgua.

RATO 15min 30 min 60 min 90 min 120 min
293 13,1 13,1 13,1 13,1 14,4
294 11,6 12,2 12,7 12,9 13,5
295 13,4 16,1 16,1 16,2 16,8

306 4,2 4,9 52 52 52
310 4,3 4,3 11,3 13,3 13,3
312 11 12 12 12 12,2
313 8,9 12 12 12,4 13,2

315 9,8 12,8 14,3 16,4 16,4
317 3,6 20,3 21,8 21,8 22,5
318 1,7 12,2 12,2 12,2 18,1
319 3,8 13 13,2 13,2 13,2
324 1,8 11,1 16,8 17,1 17,9

Média 7,2667 12 13,392 13,817 14,725

Erro  1,2851 1,2283 1,1276 1,1383 1,2136

Desvio 4,4516 4,2548 3,9063 3,9432 4,2041
n 12 12 12 12 12
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Tabela 20 - Ingestdo cumulativa de d4gua apos injecoes bilaterais de 0,2 ul de pMPPF (3,8
mg) + 8-OH-DPAT (2,5 pg) no NPV de ratos privados de agua.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
293 15,5 16,4 16,4 16,5 16,6

294 12,9 15,7 15,8 15,9 16
295 11,3 17,8 18,1 18,2 18,4
306 6,1 6,3 6,3 6,4 6,5

310 10,9 12,7 14,5 14,5 14,6
312 15,7 15,7 15,7 15,8 15,8
313 19,2 20,7 20,7 20,7 20,7
315 14,8 15,5 19,9 20,4 20,4
317 9,2 19,9 21,6 21,7 21,7
318 9,3 13,8 15,7 17,8 17,9
319 11,2 13,1 13,1 13,2 13,3
324 13,2 13,3 15,8 15,8 16,9

Média 12,442 15,075 16,133 16,408 16,567

Erro 1,0218 1,0884 1,1613 1,1762 1,1683

Desvio 3,5395 3,7705 4,023 4,0744 4,0471
n 12 12 12 12 12
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VI) Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF e 8-OH-DPAT no NPV sobre a ingestao de
agua e NaCl 1,8% induzida pelo tratamento com furosemida vinte e quatro horas antes
do experimento.

Tabela 21A - Ingestao cumulativa de NaCl 1,8% apos injecao bilateral de 0,2 ul de veiculo no
NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60min 90 min 120 min
299 13,3 16,1 16,1 17,6 18,1
304 10,8 16 20,9 24 24
326 10,5 17,2 17,3 17,3 17,3
327 10,5 15 15,6 15,6 15,6
328 12,7 14,1 18,7 18,7 18,7
330 11,9 16,3 16,4 16,4 16,4
334 13,6 17 17 17 17
341 16,6 18,5 18,5 18,6 18,6

Média 12,488 16,275 17,563 18,15 18,213
Erro 0,7313 0,478 0,6129 0,9126 0,9094

Desvio 2,0684 1,352 1,7336 2,5813 2,5721

n 8 8 8 8 8

Tabela 21B - Ingestao cumulativa de agua ap6s injecdo bilateral de 0,2 pul de veiculo no NPV
de ratos depletados de sédio.

RATO 15 min 30min 60min 90 min 120 min
299 0,5 0,6 0,6 0,6 0,8
304 0,2 0,3 0,3 1,2 1,2
326 0 0 0 0 0
327 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
328 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
330 0,1 0,7 1,6 1,6 1,6
334 0,7 1,9 4,7 10 10,5
341 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Média 0,25 0,5 0,9625 1,7375 1,825
Erro 0,0845 10,2179 0,5638 1,1976 1,2561

Desvio 0,239 0,6164 1,5946 3,3873 3,5528

n 8 8 8 8 8
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Tabela 22A - Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% apds injecdo bilateral de 0,2 ul de pMPPF
(3,8 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60min 90 min 120 min

299 59 9,8 12,1 12,1 12,1
304 19,1 19,2 19,2 26,2 31

326 10 12,2 12,7 12,8 12,8
327 9,8 9,9 12,8 15 15,1
328 3,4 10,2 14,5 14,5 14,5
330 11,5 13,1 15,2 15,2 15,2
334 15,8 21,8 23 23 23

341 8,2 12,5 15,4 15,6 15,8

Média 10,463 13,588 15,613 16,8 17,438
Erro 1,796  1,5908 1,3204 1,7799 2,2625

Desvio 5,0799 14,4993 3,7346 5,0345 6,3993
n 8 8 8 8 8

Tabela 22B - Ingestao cumulativa de 4gua apds injecao bilateral de 0,2 ul de pMPPF (3,8 pg)
no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 3I0min 60 min 90 min 120 min

299 0,3 0,8 4,1 4.1 4.1
304 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4
326 1,7 1,7 3,9 4 4
327 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
328 0 0,2 1,9 1,9 1,9
330 0,4 0,7 3,9 57 57
334 0 0 0,1 0,1 0,1
341 0 0 0 0 0

Média 0,4125 0,5375 1,85 2,0875 2,1125

Erro 0,203 0,2017 0,6547 0,7859 0,7777

Desvio 0,5743 0,5706 1,8516 2,2229 2,1996
n 8 8 8 8 8
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Tabela 23A - Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% apos injecdes bilaterais de 0,2 pl de veiculo
+ 8-OH-DPAT (2,5 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min
299 12,6 20,3 22,4 22,4 22,4
304 17,4 20,4 25,7 27 27
326 1,3 8,2 19,3 19,3 19,3
327 3,9 9,9 249 25 25,1
328 2,5 12,5 21,2 21,2 21,3
330 0 0 17,3 17,3 17,5
334 3,2 19,7 27,9 27,9 27,9
341 0,1 0,2 8 13,3 13,3

Média 5,125 11,4 20,838 21,675 21,725
Erro 2,2551 2,9827 2,205 1,7619 1,7561

Desvio 6,3785 8,4363 6,2367 4,9833 4,967

n 8 8 8 8 8

Tabela 23B - Ingestdo cumulativa de 4gua apos injecdes bilaterais de 0,2 pl de veiculo + 8-

OH-DPAT (2,5 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min
299 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4
304 0,1 0,1 0,1 2,1 2,2
326 0 0 0 0 0,1
327 0 0,1 0,1 0,1 0,3
328 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
330 0 0,2 0,2 0,2 0,2
334 0 0 0 0 0
341 1,3 1,3 1,7 2,6 2,7

Média 0,2125 0,2625 0,325 0,6875 0,7625
Erro 0,1575 0,4511 0,1998 10,3676 0,3737

Desvio 0,4454 0,4274 0,5651 1,0398 1,0569

n 8 8 8 8 8
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Tabela 24A - Ingestao cumulativa de NaCl 1,8% apos inje¢des bilaterais de 0,2 ul de pMPPF
(3,8 pg) + 8-OH-DPAT (2,5 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30min 60 min 90 min 120 min
299 15,8 13,5 18,2 18,5 18,6
304 14,8 20,4 20,4 20,4 20,4
326 11,1 15 15,4 15,5 15,5
327 13,6 17,4 17,5 21,1 21,1
328 12,7 17,7 21,6 21,6 21,6
330 12,9 16,3 21,3 21,3 21,3
334 16,3 26,1 27,5 27,5 27,5
341 9,7 15,1 15,1 20,7 20,7

Média 13,363 17,688 19,625 20,825 20,838
Erro 0,25 1,725 0,55 0,475 0,45
Desvio 0,7071 4,879 1,5556 1,3435 1,2728
n 8 8 8 8 8

Tabela 24B - Ingestdo cumulativa de agua apos injecdes bilaterais de 0,2 ul de pMPPF (3,8
pg) + 8-OH-DPAT (2,5 pg) no NPV de ratos depletados de sédio.

RATO 15 min 30min 60min 90 min 120 min

299 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
304 0,2 0,3 0,6 0,6 1,3
326 0 0 0 0 0
327 0 0 0 0 0
328 0 0 0 0,1 0,1
330 0 0 0 0 0
334 0 0 0 0 0
341 0 0,4 0,6 0,7 0,7

Média 0,0375 0,1 0,175 0,2 0,2875
Erro 0,0263 0,0567 0,0959 0,1018 0,1674

Desvio 0,0744 0,1604 0,2712 0,2878 0,4734
n 8 8 8 8 8
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VII) Efeitos das injecoes bilaterais de pMPPF e 5-HT no NPV sobre a ingestao de agua
induzida por vinte e quatro horas de privacao hidrica.

Tabela 25 - Ingestdo cumulativa de dgua apds duas injecdes bilaterais de 0,2 pl de veiculo no
NPV de ratos privados de agua.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
347 12,9 16,1 16,2 16,2 16,2
348 14,6 15,5 18,8 18,8 18,8
349 13,7 17 18,1 18,1 18,1
350 11,2 14,8 14,8 14,8 14,8
353 12,3 19,4 23,1 23,1 23,1

355 12,2 15 17,1 17,1 17,2
357 14,3 15,5 15,5 15,5 15,5
361 9,6 9,6 9,6 9,6 9,6

362 10,5 10,5 10,8 10,8 10,8
363 11,9 14,6 14,7 14,7 14,7
364 14 17,9 20 20 20
365 10,2 10,3 10,3 10,3 10,3

Média 12,283 14,683 15,75 15,75 15,758

Erro 0,4832 10,8875 1,1775 1,1775 1,1784

Desvio 1,6738 3,0745 4,0791 4,0791 4,0822
n 12 12 12 12 12
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Tabela 26 - Ingestdo cumulativa de d4gua apos injegoes bilaterais de 0,2 ul de veiculo + 5-HT

(20 pg) no NPV de ratos privados de agua.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
347 0 0 9,6 13,3 13,3
348 7,6 11,4 17,1 17,9 19,6
349 6,5 9,5 13 16,2 16,2
350 0 7,8 12,7 12,7 12,8
353 0 0 0 16,6 16,6
355 0 9,8 14,6 14,6 14,6
357 0 0 9,8 14,8 14,8
361 5,2 7,2 10,2 10,2 10,6
362 0 3,5 8 9,5 9,5
363 3 3 10,8 11,2 11,2
364 14,8 18,5 18,8 21 21
365 0,5 1 7,3 8,6 8,6

Média 3,1333 5,975 10,992 13,883 14,067
Erro 1,3414 1,6629 1,4187 1,0678 1,1134

Desvio 4,6469 5,7605 49144 3,6991 3,8571

n 12 12 12 12 12

Tabela 27 - Ingestao cumulativa de dgua ap6s injecdes bilaterais de 0,2 ul de pMPPF (3,8

pg) + 5-HT (20 pg) no NPV de ratos privados de agua.

RATO 15min 30min 60 min 90 min 120 min
347 6,7 11,5 13,2 13,2 13,3
348 17,3 20,3 20,3 20,3 20,4
349 0 9,2 10,4 10,7 10,7
350 6,1 10 12,9 12,9 12,9
353 16,2 16,4 16,9 16,9 17,6
355 11,6 14,3 15,8 15,8 15,8
357 0 9,3 11,2 11,9 11,9
361 7,2 7,7 12,2 12,7 12,7
362 9 10,4 12,2 12,5 12,5
363 54 9,1 11,5 11,7 11,7
364 17,1 18,7 21 21 21,5
365 11,2 11,2 12,1 12,3 12,3

Média 8,9833 12,342 14,142 14,325 14,442
Erro 1,7185 1,1887 1,0265 0,986 1,0306

Desvio 5,9531

n

12

41177 3,5559 3,4158 3,5699

12

12

12

12
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VIII) Efeitos das injecdes bilaterais de pMPPF e 5-HT no NPV sobre a ingestao de agua
e NaCl 1,8 % induzida pelo tratamento com furosemida vinte e quatro horas antes do
experimento.

Tabela 28A - Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% apos duas injecdes bilaterais de 0,2 ul de
veiculo no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
379 12 16,6 22 23,1 23,1
380 6,9 13,9 15 17,2 17,2
382 12,3 12,4 12,4 12,6 18,8
384 12,9 17,1 17,7 17,8 17,8
386 16,8 17,6 17,6 17,7 18,1
387 14,8 14,8 14,8 14,9 15,2
389 13,5 15,8 16,9 20,1 20,8
391 6 8,4 12,1 12,4 12,4
393 7,9 9,6 9,8 9,9 9,9
395 9,5 13,5 13,6 13,8 13,8
396 13,1 14,6 17,1 17,5 17,8
397 12,6 13,4 13,4 13,7 13,9

398 11,2 13 13 13,2 13,5
399 11,2 17,4 19,9 20,2 20,5
400 12 15,1 15,1 15,3 15,5

Média 11,513 14,213 15,36 15,96 16,553

Erro 0,7509 0,692 0,8278 0,9156 0,9151

Desvio 2,9081 2,68 3,2062 3,5462 3,544
n 15 15 15 15 15
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Tabela 28B - Ingestdo cumulativa de agua apos duas injegdes bilaterais de 0,2 pl de veiculo
no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
379 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4
380 0,3 0,4 2,8 2,8 2,9
382 0,2 0,2 0,2 1 2,5
384 0 0 0,1 0,1 0,1
386 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
387 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
389 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

391 0,1 3,2 6,9 7 7
393 5 7,3 7,4 7,4 74
395 0,7 1,4 1,5 1,6 1,6
396 0 0 0 0,2 0,2
397 0,2 0,2 0,2 0,3 0,4
398 0 0 0 0,2 0,3
399 0 0 0 0 0
400 0 0 0 0 0

Média 11,513 14,213 15,36 15,96 16,553

Erro 0,7509 0,692 0,8278 0,9156 0,9151

Desvio 2,9081 2,68 3,2062 3,5462 3,544
n 15 15 15 15 15
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Tabela 29A - Ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% apos injecdes bilaterais de 0,2 pl de veiculo
+ 5-HT (20 pg) no NPV de ratos depletados de sddio.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min

379 7,9 16,6 20,9 21 21

380 0,1 0,1 5 10,3 10,4
382 5 10,8 19,1 19,2 19,3
384 0 0 0,1 0,2 0,2
386 0 0 0 5,8 5,9
387 0 3,4 8,4 8,5 8,5
389 0 0,5 8,7 12,3 12,4
391 0,5 1,7 21,2 22,3 22,4
393 2,2 10,1 18,9 19,1 19,4
395 0 0 0 0 0

396 0 0 0 0 0

397 0 0 3,2 5,9 5,9
398 0 0 54 8 15,7
399 0 0 2,2 17,8 17,8
400 0 0 0 8,3 11,3

Média 1,0467 2,88 7,54 10,58 11,347

Erro 0,6019 1,3531 2,1503 2,0006 2,0181

Desvio 2,3311 5,2407 8,3281 7,7485 7,816
n 15 15 15 15 15
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Tabela 29B - Ingestao cumulativa de dgua ap6s injecdes bilaterais de 0,2 ul de veiculo + 5-
HT (20 pg) no NPV de ratos depletados de sodio.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min

379 0,8 0,8 0,9 1,6 3,6
380 0 0 0,1 0,1 0,1
382 0 0 7 9,3 9,3
384 0 0 0 0,1 0,1
386 0 0 0,2 0,5 0,5
387 0 0,3 0,4 0,4 0,4
389 0 0 0,5 5,3 6
391 0 0 0,3 0,3 0,3
393 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
395 0 0 0 0 0
396 0 0 0,2 0,3 0,3
397 0 0 0,1 0,2 0,2
398 0,9 1,1 1,2 1,2 1,6
399 0 0 0 24 4,8
400 0 0 0 0,1 0,2

Média 0,12 0,1533 0,74 1,4667 1,84
Erro 0,077 0,0872 0,456 0,6647 0,727
Desvio 0,2981 0,3378 1,7663 2,5742 2,8157
n 15 15 15 15 15
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Tabela 30A - Ingestao cumulativa de NaCl 1,8% apos injecdes bilaterais de 0,2 ul de pMPPF
(3,8 pg) + 5-HT (20 pg) no NPV de ratos depletados de sddio.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
379 12,6 16,1 22,8 23,7 23,7

380 16,4 19,9 20 20 20
382 12 18,4 22,8 22,8 22,8
384 0,1 0,1 0,1 0,1 15,8
386 1,2 1,2 8,8 14 14

387 13,3 16,4 20,9 20,9 20,9
389 13,5 20,3 23,7 23,8 23,8
391 14,6 22,2 26,8 26,9 27

393 6,2 12 13,6 13,7 13,7
395 12,4 16 19,2 19,3 19,4
396 0,1 53 13,1 13,7 13,7
397 0,1 12,6 14,4 14,4 14,4
398 7,5 11,3 19,4 19,4 19,4
399 0 12,8 19 19 19,1
400 0 0 0 8,6 8,6

Média 7,3333 12,307 16,307 17,353 18,42
Erro 1,6723 1,9219 2,0876 1,7646 1,2803
Desvio 6,4767 7,4435 8,0852 6,8341 4,9584
n 15 15 15 15 15
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Tabela 30B - Ingestdo cumulativa de agua ap6s inje¢des bilaterais de 0,2 ul de pMPPF (3,8
pg) + 5-HT (20 pg) no NPV de ratos depletados de sédio.

RATO 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min

379 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
380 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
382 0,2 0,7 1,4 1,5 1,5
384 0 0 0 0 0,3
386 0 0 0 0 0
387 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
389 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5
391 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3
393 0,2 0,2 5,5 5,6 5,6
395 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
396 0 0 0 0 0
397 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
398 0 0 0,2 0,2 0,2
399 0 0,2 0,2 0,2 0,2
400 0 0 0 0 0

Média 0,1133 0,1667 0,5867 0,6 0,6267

Erro  0,0307 0,0513 0,3623 0,3698 0,3675

Desvio 0,1187 10,1988 1,403 1,4323 1,4235
n 15 15 15 15 15



