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RESUMO
O bloqueio serotoninérgico com metisergida ou a ativagcdo de receptores

adrenérgicos a; com moxonidina no nucleo parabraquial lateral (NPBL) aumenta a
ingestdo de NaCl 0,3 M e de agua em ratos tratados com furosemida (FURO)
combinado com captopril (CAP). Além do NPBL, a area Kolliker Fuse/ A7 (area
KF/A7) localizada rostralmente e lateralmente ao NPBL também ¢é importante para a
ingestao de agua. No estudo presente investigamos os efeitos de injecdes bilaterais
de noradrenalina (0 neurotransmissor enddégeno de receptores adrenérgicos ay)
sozinho ou combinado com o antagonista de receptores adrenérgicos az, RX
821002, na area KF/A7 ou no NPBL. Os efeitos de moxonidina, metisergida ou
proglumide na ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em animais tratados com FURO +
CAP também foram investigados. Além do mais, testamos simultaneamente a
ingestao de agua e de sodio e a excregao renal em ratos tratados com FURO + CAP
que receberam noradrenalina na area KF/A7 para investigar os efeitos deste
tratamento no balanco de sodio e agua. Os efeitos de noradrenalina na area KF/A7
em animais tratados com FURO + CAP sobre os as respostas cardiovasculares
também foram investigados.

Ratos Holtzman com canulas de aco inoxidavel implantadas bilateralmente na
area KF/A7 ou NPBL foram utilizados. A ingestdao de NaCl 0,3 M induzida por FURO
+ CAP aumentou depois de injegdes bilaterais de noradrenalina (80 ou 160 nmol) no
NPBL (26,5 £ 5,9 e 20,7 £ 2,0 ml/2 h, vs. salina: 4,4 £ 0,9 ml/2 h) ou na area KF/A7
(31,5+£6,1e 25,9 £ 4,7 ml/2 h, vs. salina: 7,2 £ 1,6 ml/2 h). Contudo, o aumento da
ingestdo de agua causado pela injecao de noradrenalina bilateralmente na area
KFA7 n&o € consistente. As injegdes bilaterais de RX 821002 no NPBL ou na area
KF/A7 aboliram os efeitos de noradrenalina nas mesmas areas na ingestdo de NaCl
0,3M(7,5%25¢e9,8+4,4ml/2 h, respectivamente). Moxonidina (0,5 nmol) injetada
bilateralmente na area KF/A7 aumentou a ingestao de NaCl 0,3 M (39,5 + 6,3 ml/3
h, vs. veiculo: 5,7 + 1,5 ml/ 3h) e a ingestao de agua (26,8 + 4,2 ml/ 3 h v.s. veiculo:
11,6 £ 1,3 ml/3 h), enquanto metisergida (4 pg) ou proglumide (50 ug) na area
KF/A7 nao alteraram a ingestdo de NaCl de 0,3 M ou a ingestao de agua.

Quanto aos parémetros renais, as injegdes de noradrenalina (80 ou 160
nmol/0,2 yl) na area KF/A7 n&o alteraram o volume urinario, a excre¢ao de potassio

ou a excregao de sodio. Contudo, noradrenalina (160 nmol/0,2 ul) no KF/A7 induziu u



balango cumulativo positivo de sédio (5179 £ 1045 uEqg/3 h v.s. salina: 2 £ 545 uEq/3
h) e de agua (25,2 £+ 4,5 ml/ 3 h v.s. salina: 2,5 + 4,1 ml/ 3 h).

Para investigar os efeitos da noradrenalina na area KF/A7 sobre a pressao
arterial, foram utilizados animais com cénulas de polietileno (PE 10 conectado a PE-
50) introduzidos na artéria aorta através da artéria femoral. Injecbes de
noradrenalina (80 ou 160 nmol/ 0,2 ul) na area KF/A7 promoveram um potente
aumento da pressao arterial (69 £ 12 e 61 £ 10 mmHg, respectivamente).

Os resultados do presente estudo sugerem que a ativagdo de receptores
adrenérgicos a, € um mecanismo comum da area KF/A7 e do NPBL para facilitar a
ingestao de sodio. Além disso, injecbes de noradrenalina na area KF/A7 promovem
respostas renais facilitando a retencdo de sodio. Contudo, os mecanismos
serotoninérgico e colecistocinérgico que controlam a ingestdo de sédio estao

presentes no NPBL, mas nao na area KF/A7.



ABSTRACT

The blockade of serotonergic receptors with methysergide or the activation of
ag-adrenoceptors with moxonidine into the lateral parabrachial nucleus (LPBN)
increases water and 0.3 M NaCl intake in rats treated with furosemide (FURO)
combined with captopril (CAP). Besides LPBN, also the Kolliker-Fuse nucleus/A7
area (KF/A7 area) located at the rostral and lateral end of the LPBN is important for
water intake. In the present study we investigated the effects of bilateral injections of
noradrenaline (the endogenous neurotransmitter for a-adrenoceptors) alone or
combined with the az-adrenoceptor antagonist RX 821002 into the KF/A7 area or into
LPBN. The effects of moxonidine, methysergide or proglumide on FURO + CAP-
induced water and 0.3 M NaCl intake were also investigated. In addition, we tested
simultaneously water and sodium intake and renal excretion in rats treated with
FURO + CAP that received noradrenaline into the KF/A7 area to investigate the
effects of this treatment on water and sodium balance. The effects of noradrenaline
into KF/A7 area in rats treated with FURO + CAP on cardiovascular responses were
also investigated.

Male Holtzman rats with bilateral stainless steel guide-cannulas implanted into
KF/A7 area or LPBN were used. FURO + CAP-induced 0.3 M NacCl intake strongly
increased after bilateral injections of noradrenaline (80 or 160 nmol) into LPBN (26.5
+ 5.9 and 20.7 £ 2.0 ml/2 h, vs. salina: 4.4 £ 0.9 ml/2 h) or into the KF/A7 area (31.5
+ 6.1 and 25.9 £ 4.7 ml/2 h, vs. salina: 7.2 £ 1.6 ml/2 h). However, increases in water
intake caused by noradrenaline injected in KFA7 area are not consistent. Bilateral
injections of RX 821002 into LPBN or KF/A7 area abolished the effects of
noradrenaline in the same areas on 0.3 M NaCl intake (7.5 £ 2.5 and 9.8 £ 4.4 ml/2 h,
respectively). Moxonidine (0.5 nmol) injected bilaterally into the KF/A7 area increased
0.3 M NaCl intake (39.5 = 6.3 ml/3 h v.s. vehicle: 5.7 £ 1.5 ml/3 h) and water intake
(26.8 £ 4.2 ml/3 h v.s. vehicle: 11.6 £ 1.3 ml/3 h), while methysergide (4 ug) or
proglumide (50 pg) into the KF/A7 area did not alter 0.3 M NaCl or water intake.

Injections of noradrenaline (80 or 160 nmol/0.2 pl) into the KF/A7 did not alter
urinary volume, potassium excretion or sodium excretion. However, noradrenaline
into the KF/A7 induced a positive cumulative sodium balance (5179 £ 1045 uEq/3 h
v.s saline: 2 + 545 uEq/3 h) and a cumulative water balance (25.2 + 4.5 ml/3 h v.s.
saline: 2.5 £ 4.1 ml/3 h).



In rats with a polyethylene tubing (PE-10 connected to a PE-50) inserted into
abdominal aorta through femoral artery, injections of noradrenaline (80 or 160
nmol/0.2 ul) into KF/A7 area promoted a powerful increased in blood pressure (69 *
12 and 61 £ 10 mmHg, respectively).

The results of the present study suggest that az-adrenoceptor activation is a
common mechanism in the KF/A7 area and LPBN to facilitate sodium intake. In
addition, injections of noradrenaline into the KF/A7 area induce renal responses to
reduce sodium excretion. However, the serotonergic or cholecystokinergic

mechanisms that control sodium intake are present in LPBN, not in the KF/A7 area.
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1- INTRODUGCAO

A agua e o sodio sdo fundamentais para a manutengdao da quantidade e
concentracdo dos liquidos corporais, sendo por isso controlados por diferentes
mecanismos ativados em situacdes de alteracdes de volume ou da osmolaridade
dos liquidos corporais. A ativagdo desses mecanismos ajustando a ingestdo e a
excregdo de agua e sodio normalmente permite se manter o equilibrio
hidroeletrolitico do organismo. A ingestdo de agua e de sddio ou apenas de agua é
estimulada diante de uma hipovolemia ou de aumento da osmolaridade. Nessas
situagdes, receptores localizados em diversas partes do organismo ou hormdnios
produzidos sinalizam para algumas regides especificas do cérebro, que uma vez
ativadas, desencadeiam respostas renais e/ou comportamento de busca por agua e
s6dio (JOHNSON & EDWARDS, 1990; THUNHORST & JOHNSON, 1994).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona € um dos mais importantes
sistemas hormonais ativados em situagcdes de deficiéncia de agua e sodio no
organismo. A renina, uma enzima proteolitica secretada pelo aparelho
justaglomerular renal, atua sobre o substrato angiotensinogénio (uma proteina
globular sintetizada no figado), produzindo o dectapeptideo, angiotensina | (Ang I).
Sob a agao da enzima conversora de angiotensina (ECA) localizada especialmente
nos endotélios da circulacdo pulmonar, € convertida em um octapeptideo ativo, a
angiotensina Il (ANG Il). A angiotensina Il (ANG Il), o principal peptideo formado pela
ativagdo do sistema renina-angiotensina, apresenta inumeras fungodes fisiologicas,
como regulagcdo da pressao arterial, controle da excrecdo de sédio (controla a
secreg¢ao de aldosterona, e tem uma acao tubular renal direta na conservacdo do
sédio), atua em algumas areas do cérebro controlando a ingestdo de agua e sédio e
a secregdo de vasopressina, além da atividade simpatica (FITZSIMONS, 1998).
Receptores centrais para as agdes da ANG I, ja foram demonstrados tanto em areas
cerebrais anteriores (6rgéo subfornical, érgdo vasculoso da lamina terminal, nucleo
supra optico), como posteriores (area postrema, nucleo do trato solitario, nucleo
parabraquial), (LEWIS et al., 1986; MCKINLEY et al., 1987; ALLEN et al., 1988). Dos
varios receptores de ANG I, (existem pelo menos quatro), os mais importantes para
seu efeito dipsogénico sdo os receptores AT1 presentes em 0Orgaos
cirncuventriculares prosencefalicos, tais como OSF e OVLT, podendo ter alguma
participacdo de receptores AT2 (FITZSIMONS, 1998). Além da angiotensina I,

hormonios esterdides adrenocorticais também podem participar da produgao de
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apetite ao sodio na desidratacao extracelular seletiva (EPSTEIN, 1991; ZHANG et al,
1993). Ao contrario do que ocorre na desidratagcao absoluta produzida por privagao
hidrica, na desidratagdo extracelular ocorre secrecdo de aldosterona na zona
fasciculada da adrenal, induzida pela angiotensina Il e pela redugao na concentragao
plasmatica de sodio (RAMSAY et al.,1988; BOOTH et al, 2002). A acgao
natriorexigénica mineralocorticdide foi inicialmente demonstrada para a
desoxicorticosterona e confirmada posteriormente para a aldosterona (BRAUN-
MENENDEZ & BRANDT,1952; FITZSIMONS, 1998) O mineralocorticéide
aldosterona, também tem papel fundamental no controle do sédio no organismo,
podendo atuar tanto perifericamente, nos ductos coletores renais e colon para
regular a (re)absorgdo de sédio e secregao de potassio (BOOT et al., 2002), bem
como em receptores centrais especialmente em estruturas limbicas, como o nucleo
central da amigdala induzindo aumento do apetite ao sédio(GALAVERNA et al.,
1991; SAKAI et al., 1996).

Paralelamente a atuacdo dos mecanismos, como os acima citados, que
estimulam a ingestdo de agua e de sodio, o organismo dispbe também de
mecanismos inibitérios da ingestdo de agua e de sdédio que atuam limitando a
ingestdo nas situagdes em que o equilibrio esta presente, ou seja, sinalizam para
que ocorra a saciedade. Assim como 0os mecanismos excitatdrios, os mecanismos
inibitérios também s&o importantes no controle da ingestdo de agua e soédio. A
ocitocina e o ANP sdo secretados na circulagdo sanguinea durante expansao de
volume, particularmente durante expansdo hipertbnica, e ambos tem acao
natriurética, um mecanismo importante para compensar ou pelo menos atenuar essa
expansado (MCCANN et al., 2003). Complementando a agéo renal, esses horménios
também agem centralmente inibindo a sede e o apetite ao sdédio. Injegao
intracerebroventricular de ANP reduz ingestdo de agua e de sddio induzidos por
privagao hidrica, por deplecdo de sédio ou por injecdo central de angiotensina Il
(ANTUNES-RODRIGUES et al.,1986; MCCANN et al., 2003). Aumento na ingestao
de sodio ocorre com injecao intracerebral de anticorpo para ANP (FRANCI, 1997). A
ocitocina tem efeitos semelhantes aos do ANP. Injecéo intracerebroventricular de
ocitocina reduz a ingestdo de sédio induzida por deplegdo de sodio e a injegao de
antagonista de ocitocina pela mesma via potencia a ingestdo de sédio induzida por
angiotensina Il (VERBALIS et al., 1995; SATO et al., 1997).
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No tronco cerebral, um importante mecanismo inibitorio da ingestdo de agua e
sodio foi recentemente descoberto no nucleo parabraquial lateral (NPBL), (OHMAN
& JOHNSON,1989; EDWARDS & JOHNSON,1991; MENANI et al., 1995; MENANI et
al, 1996; MENANI et al., 1998; MENANI & JOHNSON,1998; DE GOBBI et al., 2000;
MENANI et al., 2000). O NPBL é uma estrutura pontina que recebe projecdes
aferentes da area postrema (AP) e da porcdo medial do nucleo do trato solitario
(NTSm) e que faz conexdes com areas prosencefalicas envolvidas no controle do
balango hidroeletrolitico, como nucleos especificos do hipotdlamo e amigdala
(CIRIELLO et al.,, 1984; HERBERT et al., 1990; KRUKOFF et al, 1993;
JHAMANDAS et al., 1996). Assim, um papel importante do NPBL seria integrar as
informacdes ascendentes do NTSm e AP que por sua vez poderiam influenciar a
atividade das areas prosencefdlicas envolvidas no controle do equilibrio
hidroeletrolitico. Estudos tém mostrado que injecdes bilaterais no NPBL de
metisergida, um antagonista de receptores serotonérgicos, aumenta a ingestdo de
NaCl induzida pela ANG Il administrada tanto icv quanto no érgédo subfornical
(MENANI et al., 1996; COLOMBARI et al., 1996). Metisergida injetada bilateralmente
no NPBL também aumentou a ingestdo de NaCl induzida pelo tratamento
combinando o diurético furosemida e o bloqueador da enzima conversora de
angiotensina captopril, ambos injetados subcutaneamente (MENANI et al., 1996).
Por outro lado, a injegdo de DOI (agonista de receptores 5-HT2a2c) no NPBL reduziu
a ingestdo de NaCl induzida pelo tratamento com furosemida + captopril
subcutaneamente (sc), (MENANI et al., 1996).

Além da serotonina, também a colecistocinina (CCK) no NPBL tem um papel
inibitério na ingestdo de agua e sodio (MENANI & JOHNSON, 1998), demonstrando-
se inclusive uma interdependéncia e cooperatividade entre serotonina (5-HT) e CCK
no NPBL no controle da ingestdo de agua e sodio (De GOBBI et al., 2001). Estudos
mais recentes mostraram que paralelamente a serotonina e colecistocinina, varios
outros neurotransmissores e receptores participam do controle da ingestdo de sddio
no NPBL. Entre eles temos o fator liberador de corticotrofina e o glutamato que
também ativariam esse mecanismo inibitério reduzindo ou limitando a ingestao de
sédio, enquanto a ativagéo de receptores gabaérgicos, opidides e adrenérgicos az no
NPBL bloqueiam o mecanismo inibitério levando a uma intensa ingestédo de sédio
por ratos saciados ou estimulados a ingerir sédio (OLIVEIRA et al., 2005; CALLERA

et al.,, 2005) Portanto, pelo que se sabe até hoje parece que existem
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neurotransmissores que ativam (serotonina, colecistocinina, fator liberador de
corticotrofina e glutamato) e outros que desativam ou bloqueiam (agonistas
gabaérgicos, opioides e adrenérgicos ay) 0 mecanismo inibitério da ingestdo de
sodio presente no NPBL.

E bem conhecido também o efeito inibitdrio na ingestdo de agua e saédio
produzido pela injecdo de agonistas de receptores adrenérgicos ay/imidazdlicos
como a clonidina e a moxonidina em areas prosencefalicas (FREGLY et al., 1981;
FREGLY et al., 1984a; FREGLY et al., 1984b; FERRARI et al., 1990; FERRARI et
al., 1991; CALLERA et al., 1993; CALLERA et al., 1994; DE PAULA et al., 1996; DE
LUCA Jr. & MENANI, 1997; MENANI et al., 1999). Tanto o efeito antidipsogénico
como a inibigdo da ingestdo de sbodio pela moxonidina injetada
intracerebroventricularmente (i.c.v) foi abolido pelo tratamento prévio com RX
821002 ou ioimbina (antagonistas de receptores adrenérgicos o), (MENANI et al.,
1999, MARTINEZ et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003), sugerindo envolvimento de
receptores adrenérgicos o, centrais no mecanismo inibitério da ingestdo de agua e
de sodio.

Ao contrario do que se verifica com injegbes em areas prosencefalicas,
trabalhos recentes mostraram que injegcdes bilaterais de moxonidina no nucleo
parabraquial lateral (NPBL), promoveram um potente e surpreendente aumento da
ingestdo de NaCl 0,3 M e um pequeno aumento da ingestdo de agua apds o
tratamento combinado com furosemida + captopril subcutaneamente (FURO + CAP
s.c), (ANDRADE et al.,, 2004). O aumento da ingestdo de NaCl produzido pelas
injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL €& maior do que aquele que foi
demonstrado anteriormente em estudos em que se injetaram no NPBL bloqueadores
da serotonina e da colecistocinina (MENANI & JOHNSON, 1998). Injecdes bilaterais
de clonidina também promoveram aumento significativo da ingestao de sédio e agua,
porém de menor intensidade do que o aumento produzido pelas mesmas doses de
moxonidina (MENANI et al., 2006). Os efeitos da moxonidina foram revertidos com
as prévias inje¢cdes de RX 821002, um antagonista de receptores adrenérgicos ay,
no NPBL, sugerindo a participagcdo de receptores adrenérgicos a, nos efeitos da
moxonidina (ANDRADE et al., 2004) Portanto, além da serotonina e da
colecistocinina, também receptores adrenérgicos a, do NPBL estdo envolvidos com

mecanismos inibitérios da ingestdo de NaCl e agua.
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Quando se trata do possivel envolvimento de receptores adrenérgicos as,
adrenalina ou noradrenalina sao 0s neurotransmissores endogenos a serem
considerados e candidatos a serem testados. Assim como a clonidina e moxonidina,
a noradrenalina atuando em areas prosencefalicas também inibe a ingestao de agua
e sodio induzido por diferentes protocolos (LEIBOWITZ, 1972; SUGAWARA et al.,
1999; YADA et al.,, 1997b). Por outro lado, os antagonistas adrenérgicos o € oy
(prazosin e ioimbina, respectivamente) ndo alteraram a ingestdo de agua induzida
por privagao hidrica, porém reduziram a ingestdo de agua induzida pela ANG II.
Estes resultados sugerem que a noradrenalina poderia apresentar uma acgéo dual
sobre a ingestdo hidrossalina, ora inibindo ora estimulando a ingestdo de agua e
NaCl (FERRARI et al, 1990; FERRARI et al., 1991; DE LUCA et al., 1994;
BARBOSA et al., 1995; DE PAULA et al., 1996; DE LUCA & MENANI, 1997; YADA
et al., 1997a).

Os efeitos da inje¢cao de noradrenalina em areas do tronco encefalico sobre a
ingestdao de agua e NaCl ainda nao foram estudados. Agindo sobre os receptores
adrenérgicos a; do NPBL a noradrenalina poderia produzir efeitos semelhantes
aqueles produzidos pela moxonidina no NPBL. Mas como a noradrenalina também
atua nos outros tipos de receptores adrenérgicos nao seria surpresa efeitos
diferentes daqueles da moxonidina. Um efeito oposto ao da moxonidina seria
possivel se a moxonidina atuando em receptores adrenérgicos a, do NPBL estivesse
modulando a liberagdo de noradrenalina. Ou seja, a noradrenalina no NPBL poderia
ativar o mecanismo inibitério atuando em receptores adrenérgicos a, pos-sinapticos.
Portanto, a moxonidina atuando em receptores adrenérgicos a, do NPBL poderia
estar reduzindo a liberagdo de noradrenalina e assim, dificultando a ativagdo do
mecanismo inibitorio da ingestdo de agua e NaCl. Por outro lado n&o se pode
descartar que a moxonidina atuando em receptores adrenérgicos a; do NPBL
pudesse estar inibindo a liberagdo de serotonina que ja se sabe € um mediador
inibitério da ingestdo de NaCl no NPBL (MENANI et al.,2002). Portanto, somente
estudos com injecdo de noradrenalina no NPBL poderdo caracterizar o papel dos
receptores adrenérgicos do NPBL no controle da ingestdo de agua e NaCl.

Além do NPBL, estudos de Ohman e Johnson (1986, 1989) mostraram que
lesdes eletroliticas do NPBL ventral e lateral, que foi chamado de NPBL ventrolateral

(NPBLVL), aumentaram a ingestao de agua induzida por ANG Il ou isoproterenol s.c,
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mas nao por solucao hipertdnica de NaCl. O NPBLVL é parte da area adrenérgica
peribraquial, Kolliker Fuse/A7 area (KF/A7), testada no presente estudo, que além do
NPBLVL inclui uma regido mais rostral e lateral ao NPBL. A area A7 é parte dos
nucleos pontinos de células noradrenérgicas que se localizam imediatamente ventral
ao locus cerulleus chamada nucleos subcerulleus (OLSON & FUXE, 1972).
Conexodes de células A7 com células do nucleo motor do trigémeo, medula espinhal
e substancia cinzenta periaquedutal em sua porgdo ventrolateral foram descritas,
sugerindo um papel das células A7 no controle motor e na antinocicepgao. (LYONS
& GRZANNA, 1988; BaJIC & PROUDFIT, 1999; HOLDEN et al., 1999; NUSIER et
al., 1999; CHEN et al., 2000; NUSIER & PROUDIFT 2000; HOWORTH et al., 2008).
O nucleo KF, considerado parte do NPBL, esta envolvido no controle da respiracao,
pois estimulag¢des glutamatérgicas do KF produzem aumento e prolonga a inspiragao
(CHAMBERLING & SAPER, 1994). As evidéncias sugerindo a importancia da area
KF/A7 no comportamento ingestivo sdo os estudos de Ohman e Johnson (1986,
1989) mostrando que lesdes eletroliticas do NPBLVL aumentam a ingestado de agua
induzida por ANG Il ou isoproterenol.
Logo, considerando os estudos prévios que demonstraram o envolvimento do
NPBL e da area KF/A7 no controle da ingestdo de sédio e/ou agua e que a ativacao
dos receptores adrenérgicos a; com moxonidina no NPBL aumenta a ingestdo de
agua e soédio, no presente estudo investigamos os efeitos de noradrenalina injetada
sozinha ou combinada com o antagonista de receptores adrenérgicos a, RX 821002
no NPBL ou na area KF/A7 na ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo
tratamento com FURO + CAP. Além disso, foram investigados os efeitos da ativagao
de receptores adrenérgicos qa; com moxonidina, bloqueio de receptores
serotoninérgicos e  colecistocinérgicos com metisergida e  proglumide,
respectivamente, na area KF/A7 sobre a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por
FURO + CAP. Também foram investigados os efeitos das injegdes de noradrenalina
na area KF/A; sobre a excregcao de sodio e potassio e sobre a pressio arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC).
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2- OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi investigar a participagcdo dos receptores
adrenérgicos 0z no nucleo parabrachial lateral e no nucleo Kolliker Fuse/A7 na
ingestdo de agua e NaCl 0,3 M. Para tanto, foram investigados os efeitos de inje¢des
bilaterais de noradrenalina ou de RX 821002 sozinhos ou combinados no NPBL e na
area KF/A7 sobre a ingestdao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com
FURO + CAP injetados s.c. Em adigcédo, foram testados os efeitos de inje¢cdes de
antagonistas serotonérgico e colecistocinérgico, metisergida e proglumide,
respectivamente, na area KF/A7 sobre a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por
FURO + CAP para se comparar com os efeitos ja conhecidos dessas drogas no
NPBL.

Também foram investigados os efeitos das injegdes de noradrenalina na area
KF/A; sobre a excrecéo de sddio e potassio e sobre a pressao arterial média (PAM) e

freqUéncia cardiaca (FC).

3- MATERIAIS E METODOS
3.1- Animais:

Foram utilizados ratos Holtzman com peso em torno de 300 g. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais, em salas climatizadas com ciclo claro-escuro
12-12 h, tendo disponivel ragdo Guabi (Paulina, SP), agua e NaCl 0,3 M ad libitum.
Os protocolos experimentais aos quais os animais foram submetidos foram aprovados
pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal — CEEA (n° 10/2007) da Faculdade
de Odontologia de Araraquara — UNESP.

3.2- Cirurgia geral:

Os ratos foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg de peso corporal)
combinada com xilazina (7 mg/kg de peso corporal) adaptados a um aparelho
estereotaxico (modelo Kopf 900). O lambda e bregma foram utilizados como
referéncia para nivelar a cabega dos ratos. Utilizando-se o bregma foram
determinados os pontos de introducdo das canulas de ago inoxidavel nas cabecgas
dos ratos. Nestes pontos foi feita uma trepanacdo do osso do cranio com uma broca
esférica, abrindo um orificio de aproximadamente 1,5 mm de didmetro. Para o NPBL,

canulas de ago inoxidavel (12 X 0,5 mm d.i.) foram posicionadas bilateralmente no
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cérebro conforme as coordenadas: 9,4 mm caudal ao bregma, 2,2 mm lateral a linha
mediana e 4,2 mm abaixo da dura-mater. Para o KF/A7 as canulas de aco inoxidavel
foram posicionadas bilateralmente no cérebro conforme as coordenadas: 8,9 mm
caudal ao bregma, 2,3 mm lateral a linha mediana e 5,3 mm abaixo da dura-mater. As
canulas foram fixadas nas cabecgas dos ratos com parafusos e resina acrilica.

ApOs a cirurgia cerebral, os ratos receberam uma injecao intramuscular (0,2
ml/rato) de Pentabiotico Veterinario — Pequeno Porte (Fort Dodge Saude Animal

Ltda.) e do analgésico/antiinflamatorio Ketoflex (cetoprofeno 1%, 0,03 ml/rato).

3.3- Injecao das drogas no cérebro

As drogas foram dissolvidas em solugdo salina fisiologica ou veiculo
(propilenoglicol + agua, 2:1) e foram injetadas no cérebro dos ratos utilizando-se uma
seringa Hamilton (5 ul), conectada com um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha
injetora que foi introduzida no cérebro pela canula guia previamente fixada no
cérebro. A canula injetora (0,3 mm didmetro) era 2 mm mais longa do que a céanula

guia. O volume de injecao foi 0,2 pl.

3.4- Drogas injetadas

Noradrenalina (Sigma Chemical Co), agonista de receptores adrenérgicos,
nas doses de 80 e 160 nmol/0,2 pl, foi dissolvida em salina isotdnica e administrada
na area KF/A7 e no NPBL. Cloridrato de RX 821002 (Research Biomedical
International, RBI), antagonista de receptores adrenérgicos ay, foi dissolvido em salina
isotbnica e foi administrado na area KF/A7 e no NPBL nas doses de 80 e 160
nmol/0,2 pl. Cloridrato de moxonidina (Solvay Pharma), agonista de receptores
adrenérgicos oy e imidazdlicos, foi administrado na area KF/A7 na dose de 0.5
nmol/0.2 pl. Maleato de metisergida, (Research Biomedical International) um
antagonista inespecifico de receptores serotoninérgicos foi administrado na area
KF/A7 na dose de 4 ug/0.2 ul. Moxonidina e metisergida foram dissolvidas numa
mistura propilenoglicol e agua 2:1 (veiculo). Proglumide (Research Biomedical
International), antagonista de receptores colecistocinérgico) na dose 50 pg/0.2 pl foi
dissolvido em salina isotdnica e administrado na area KF/A7.

Furosemida (FURO), diurético/saliurérico, (10 mg/kg de peso corporal), foi

dissolvida em salina isotdnica com pH proximo a 9,0 ajustado com solugdo de
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hidroxido de sodio 0,1 N. Captopril (CAP), inibidor da enzima conversora de
angiotensina (5 mg/kg de peso corporal, administracdo subcutanea) foi dissolvido em
salina isotonica. Furosemida e captopril foram comprados de Sigmal Chemical
Company, St Louis, MO, USA. O tratamento com FURO + CAP foi utilizado como

descrito previamente por Fitts & Masson, 1989 e Menani et al, 1996.

3.5—- Inducao e medida da ingestao de agua e de NaCl

Além de agua e ragao, os ratos tiveram a disposig¢ao tubos com NaCl 0,3 M
desde pelo menos sete dias antes do inicio dos experimentos.

A ingestao de agua e NaCl 0,3 M foi induzida pelo tratamento combinado de
FURO (10 mg/kg) + CAP (5 mg/kg) s.c. Imediatamente apds o tratamento com FURO
+ CAP, os ratos foram mantidos sem agua e sem NaCl 0,3 M por uma hora. Apds
esse periodo, foram oferecidos aos animais agua e NaCl 0,3 M. Para o registro da
ingestao de agua e NaCl 0,3 M foram utilizados tubos com divisao de 0,1 ml.

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

tiveram acesso a racgao.

3.6- Coleta de urina

Os ratos foram mantidos em gaiolas metabdlicas. No inicio dos testes, agua e
0 sodio foram removidos e os animais foram submetidos ao tratamento com FURO +
CAP sc. Imediatamente apds o tratamento com FURO + CAP teve inicio a coleta de
urina espontaneamente eliminada, que foi feita a cada 30 min durante as proximas 3
h. Passados 45 min do tratamento com FURO + CAP, noradrenalina (80 ou 160
nmol/0,2 pl) ou veiculo foram injetados na area KF/A7. Quinze minutos apds as
injecoes na area KF/A7 agua e NaCl 0,3 M foram oferecidos aos animais. A ingestao
de agua e NaCl 0,3 M foi medida a cada 30 minutos pelo periodo de 2 horas,
enquanto as coletas de urina a cada 30 min continuaram por igual periodo. As
amostras de urina coletadas foram analisadas em um analisador de sédio e potassio

eletrodo sensitivo (Nova 1, Nova Biomedical).

3.7 - Medida da pressao arterial e frequiéncia cardiaca
A presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram registradas

em ratos nao anestesiados. Um dia antes do registro da PAM e FC, a artéria femoral
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foi canulada com um tubo de polietileno PE 10 que foi conectado com um tubo de
polietileno PE 50 o qual foi exteriorizado pelo dorso do animal. No dia seguinte, o tubo
PE 50 foi conectado com um transdutor de pressao (Stathan P 23 Db) acoplado a um
sistema computadorizado de registro (Mac Lab/Power Lab). Apés um periodo de 20
min de registro controle da PAM e FC, os animais foram tratados com FURO + CAP
sc. Injecbes da salina foram feitas na area KF/A7 30 min apds o tratamento com
FURO + CAP sc e injegbes de noradrenalina (80 e 160 nmol/0,2 ul) foram feitas na
area KF/A7 15 minutos apés as injegdes de salina na mesma area. Os registros da

PAM e FC continuaram por mais 30 minutos apds as inje¢des de noradrenalina.

3.8- Histologia cerebral para confirmagao dos pontos de injegcao

Terminados os experimentos, os ratos receberam inje¢des de corante (azul de
Evans 2%, 0,2 ul) no NPBL ou na area KF/A7, foram profundamente anestesiados e
submetidos a uma perfusdo cerebral através de inje¢cdo no coragdo de solugao salina
tamponada (50 ml) seguida de solugdo de formalina a 10% (50 ml). A seguir os
cérebros foram retirados e fixados em formalina 10% por alguns dias. Cortes
transversais (50 um de espessura) foram feitos nos pontos de inje¢ao com auxilio de
um criostato (Leica). Os cortes histoloégicos, montados em lamina foram corados com
Giemsa e analisados para se localizar os pontos das inje¢cbes de acordo com o Atlas
de Paxinos e Watson (1997).

3.9- Analise dos resultados

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdao da meédia foram
representados em graficos. Analise de variancia e o teste de Newman Keuls ou teste
de Fisher (aplicado para andlise da frequéncia cardiaca e da ingestdo cumulativa de
NaCl em animais saciados) foram utilizados para as comparag¢des entre diferentes

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

3.10- Protocolos Experimentais

3.10.1- Efeitos das injegcoes bilaterais de noradrenalina no NPBL sobre a
ingestdao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento combinado FURO +
CAP s.c.
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Em ratos com céanulas bilateralmente implantadas no NPBL, a ingestao de
agua e NaCl 0,3 M foi induzida pelo tratamento com FURO + CAP s.c, conforme
descrito no item 5 dos métodos. Inje¢cdes de noradrenalina (80 ou 160 nmol/0,2 ul) ou
salina no NPBL foram feitas quinze minutos antes do oferecimento de agua e NaCl
0,3 M aos animais.

Para testar os efeitos de noradrenalina injetada no NPBL trés grupos de ratos
foram usados: um grupo recebeu noradrenalina (80 nmol/0,2 ul), outro grupo recebeu
noradrenalina (160 nmol/0,2 ul) e o terceiro grupo recebeu 0,2 ul de salina no NPBL.

Cada rato foi testado uma vez.

3.10.2- Efeitos da combinacao de inje¢cdes bilaterais de noradrenalina com RX
821002 no NPBL sobre a ingestio de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo
tratamento combinado FURO + CAP s.c.

Em ratos com céanulas bilateralmente implantadas no NPBL a ingestdo de
agua e NaCl 0,3 M foi induzida pelo tratamento com FURO + CAP s.c, conforme
descrito no item 5 dos métodos. Inje¢des bilaterais de RX 821002 (160 nmol/0,2 ul) ou
salina no NPBL foram feitas trinta minutos antes do oferecimento de agua e NaCl 0,3
M aos animais. Quinze minutos antes do oferecimento de agua e NaCl 0,3 M aos
ratos, foram feitas as inje¢des de noradrenalina no NPBL.

Para testar os efeitos de noradrenalina combinada com RX 821002 injetada
no NPBL, os ratos receberam os seguintes tratamentos: salina + salina; salina +
noradrenalina; RX 821002 + salina; RX 821002 + noradrenalina. Em cada teste, o
grupo de ratos foi dividido em dois e metade do grupo recebeu um tratamento no
NPBL e o restante dos animais recebeu outro tratamento no NPBL. A sequéncia dos
tratamentos no NPBL em cada rato nos diferentes testes foi randomizada e no final

dos experimentos todos os ratos receberam os quatros experimentos.

3.10.3- Efeitos de injegcoes bilaterais de noradrenalina na area KF/A7 sobre a
ingestdao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento combinado FURO +
CAP s.c.

Em ratos com céanulas bilateralmente implantadas na area KF/A7 a ingestao
de agua e NaCl 0,3 M foi induzida pelo tratamento com FURO + CAP s.c, conforme

descrito no item 5 dos métodos. Inje¢cdes de noradrenalina (80 ou 160 nmol/0,2 ul) ou
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salina na area KF/A7 foram feitas quinze minutos antes do oferecimento de agua e
NaCl 0,3 M aos animais.

Para testar os efeitos da noradrenalina injetada na area KF/A7, trés grupos de
ratos foram usados: um grupo recebeu noradrenalina (80 nmol/0,2 ul), outro grupo
recebeu noradrenalina (160 nmol/0,2 pl), e o terceiro grupo recebeu 0,2 ul de salina

na area KF/A7. Cada rato foi testado uma vez.

3.10.4- Efeitos combinag¢ao de inje¢coes bilaterais de noradrenalina com RX
821002 na area KF/A7 sobre a ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo
tratamento combinado FURO + CAP s.c.

Em ratos com cénulas bilateralmente implantadas na area KF/A7, a ingestao
de agua e NaCl 0,3 M foi induzida pelo tratamento com FURO + CAP s.c. Injecbes
bilaterais de RX 821002 (160 nmol/0,2 ul) ou salina na area KF/A7 foram feitas 30
minutos antes do oferecimento de agua e NaCl 0,3 M aos animais. Quinze minutos
antes do oferecimento de agua e NaCl 0,3 M aos ratos, foram feitas as inje¢des de
noradrenalina (160 nmol/0,2 ul) na area KF/A7. Para se testar os efeitos de
noradrenalina combinada com RX 821002 injetados na area KF/A7, os ratos
receberam os seguintes tratamentos: salina + salina; salina + noradrenalina; RX
821002 + salina; RX 821002 + noradrenalina. Em cada teste, o grupo de ratos foi
dividido em dois e metade do grupo recebeu um tratamento na area KF/A7 e o
restante dos animais receberam outro tratamento na area KF/A7. A sequéncia dos
tratamentos no KF/A7 em cada rato nos diferentes testes foi randomizada e no final

dos experimentos todos os ratos receberam os quatros experimentos.

3.10.5- Efeitos de inje¢coes bilaterais de metisergida, moxonidina ou proglumide
na area KF/A7 sobre a ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento
combinado FURO + CAP s.c.

Em ratos com céanulas bilateralmente implantadas na area KF/A7, a ingestao
de agua e NaCl 0,3 M foi induzida pelo tratamento com FURO + CAP s.c. Quinze
minutos antes do oferecimento de agua e NaCl 0,3 M aos ratos, foram feitas as
injecoes de metisergida (4 pg/0,2 ul), moxonidina (0,5 nmol/0.2 ul), proglumide (50

ug/0,2 ul) ou veiculo na area KF/A7. No grupo tratado com proglumide, também foram
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feitas injecbOes bilaterais de noradrenalina (160 nmol/0,2 pl) para comparag¢des de
efeitos das duas drogas.

Para testar os efeitos da moxonidina ou metisergida injetada na area KF/A7, o
grupo de ratos foi dividido em 3 subgrupos, os quais foram submetidos a 3 testes. Em
cada teste, um subgrupo recebeu moxonidina, um recebeu metisergida e outro
recebeu veiculo na area KF/A7. A sequéncia do tratamento em cada rato nos
diferentes testes foi randomizada e no final dos 3 testes cada rato recebeu trés
tratamentos.

Para testar os efeitos de proglumide e noradrenalina injetada na area KF/A7, o
grupo de ratos foi dividido em 3 subgrupos, os quais foram submetidos a 3 testes. Em
cada teste, um subgrupo recebeu proglumide, um recebeu noradrenalina e outro
recebeu salina na area KF/A7. A sequéncia dos tratamentos em cada rato nos
diferentes testes foi randomizada e no final dos 3 testes cada rato recebeu trés

tratamentos.

3.10.6- Efeitos das injegoes bilaterais de noradrenalina na area KF/A7 na
excregao renal de ratos tratados com FURO + CAP s.c.

Ratos com céanulas bilateralmente implantadas na area KF/A7 foram
ambientados durante uma semana em gaiolas metabdlicas. Os ratos foram
inicialmente tratados com FURO + CAP s.c. e 45 min apos receberdo injegdes de
noradrenalina (80 ou 160 nmol/0,2 ul) ou salina na area KF/A7. Os ratos tiveram
acesso a agua e NaCl 0,3 M 15 min apos as injegdes na area KF/A7. A urina
espontaneamente eliminada foi coletada a cada 30 minutos durante 3 horas,
iniciando-se a coleta uma hora apés o tratamento com FURO + CAP.

Para testar os efeitos de noradrenalina (80 nmol ou 160 nmol) injetada na
area KF/A7, o grupo de ratos foi dividido em 3 subgrupos, os quais foram submetidos
a 3 testes. Em cada teste, um subgrupo recebeu noradrenalina (80 nmol/0,2 ul), um
recebeu noradrenalina (160 nmol/0,2 ul) e outro recebeu salina na area KF/A7. A
sequéncia dos tratamentos em cada rato nos diferentes testes foi randomizada e no

final dos 3 testes cada rato recebeu trés tratamentos

3.10.7- Efeitos das injecoes bilaterais de noradrenalina na area KF/A7 sobre a

pressao arterial e frequéncia cardiaca.
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Em ratos normotensos com canulas bilateralmente implantadas na area KF/A7
e submetidos a canulagao prévia (um dia antes) da artéria femoral foi realizado o
registro da pressao arterial (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Apdés um periodo
controle de registro da PAM e FC, os animais foram tratados com furosemida +
captopril. Inje¢cdes da salina foram feitas na area KF/A7 30 min apds o tratamento de
FURO + CAP e inje¢gdes de noradrenalina (80 e 160 nmol/0,2 nl) foram feitas 15
minutos apos as injegcdes de salina na area KF/A7. Os registros da PAM e FC
continuaram por mais 30 min.

Para testar os efeitos da noradrenalina (80 ou 160 nmol/0,2 ul) na area KF/A7
na pressao arterial e na freqliéncia cardiaca, um grupo de animais foi dividido em dois
subgrupos, os quais foram submetidos a dois testes. Em cada teste um subgrupo
recebeu noradenalina 80 nmol/0,2 pl e o outro subgrupo recebeu noradrenalina 160
nmol/0,2 ul na area KF/A7. A sequéncia dos tratamentos em cada rato nos diferentes
teste foi randomizada e no final dos experimentos casa animal recebeu os dois

tratamentos.

3.10.8- Efeitos das injecdes bilaterais de noradrenalina na area KF/A7 em ratos

normohidratados/saciados.

Em ratos normohidratados/saciados com canulas bilateralmente implantadas
na area KF/A7, injecbes bilaterais de salina ou noradrenalina (160 nmol/0,2 pl) na
area KF/A7 foram feitas quinze minutos antes do oferecimento de agua e NaCl 0,3 M
aos animais.

Para testar os efeitos da noradrenalina (160 nmol/0,2 ul) na area KF/A7, em
animais saciados um grupo de animais foi dividido em dois subgrupos, os quais foram
submetidos a dois testes inicialmente. Em cada teste subgrupo recebeu 160 nmol/0,2
Ml e o outro subgrupo salina na area KF/A7. Posteriormente, para efeitos de
comparacgao, foram feitos mais dois experimentos e os animais foram novamente
divididos em dois subgrupos. Em cada teste os animais foram tratados com FURO +
CAP e um subgrupo recebeu salina e o outro noradrenalina na area KF/A7. A
sequéncia dos tratamentos em cada rato nos diferentes testes foi randomizada e no

final dos experimentos cada animal recebeu os quatro tratamentos.
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3.10.9- Efeitos das injegoes bilaterais de noradrenalina no na area KF/A7 na

ingestao de sacarose 2%.

Para se testar a especificidade de injegdes de noradrenalina na area KF/A7
para aumentar a ingestdo de NaCl em comparagdo com outros tipos de
comportamentos de ingestdo, um grupo de animais que receberam ragao e agua ad
libitum tiveram acesso a solugao de sacarose 2% por duas horas por dia durante sete
dias (“teste de sobremesa”). Apds esse periodo, noradrenalina (160 nmol/0,2 ul) ou
salina foram injetados na area KF/A7 quinze minutos antes dos animais terem acesso
a solugéo de sacarose. A ingestdo cumulativa de sacarose e agua foi medida a cada

30 minutos durante 2 horas.

Para testar os efeitos da noradrenalina (160 nmol/0,2 pl) na area KF/A7, um
grupo de animais foi dividido em dois subgrupos, os quais foram submetidos a dois
testes inicialmente. Em cada teste um subgrupo recebeu 160 nmol/0,2 ul e o outro
subgrupo salina na area KF/A7. Nestes dois experimentos os animais tiveram acesso
a buretas de sacarose 2% e de agua. Posteriormente, para efeitos de comparacao,
foram feitos mais dois experimentos e os animais foram novamente divididos em dois
subgrupos. Em cada teste os animais foram tratados com FURO + CAP e um
subgrupo recebeu salina e o outro noradrenalina na area KF/A7. A sequéncia dos
tratamentos em cada rato nos diferentes teste foi randomizada e no final dos

experimentos cada animal recebeu os quatro tratamentos.
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4. RESULTADOS
4.1- Localizagao histolégica das canulas no NPBL e na area KF/A7.

A Figura 1A mostra injecdes bilaterais tipicas no NPBL. Os pontos de injegéo
foram localizados principalmente nas porcdes centro lateral e dorso lateral do NPBL
[vide Fulwiler e Saper para definigdes dos sub nucleos do NPBL (FULWILER &
SAPER, 1984)]. Os pontos de injegdo do presente estudo s&o similares aqueles em
que estudos anteriores mostraram os efeitos de metisergida, proglumide ou DOI
sobre a ingestdao de agua e sédio (MENANI & JOHNSON, 1995; MENANI et al.,
1996; MENANI et al., 1998a; MENANI et al., 1998b; DE GOBBi et al., 2000; MENANI
et al., 2000).

A area Kolliker-Fuse/A7 esta localizada na porgao ventral e lateral do
complexo parabraquial. Entretanto, em alguns ratos, inje¢cdes na area KF/A7
alcancaram também a porcao lateral do complexo parabraquial proximo ao

pedunculo cerebelar superior (p.c.s) (Fig 1B).



Figura 1: Fotomicrografias de um cortes transversais de cérebros de ratos mostrando o local

das injegdes, indicados pelas setas, (A) no nucleo parabraquial lateral (NPBL) e (B) na area

KF/A7. p.c.s, pedunculo cerebelar superior.
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4.2- Efeitos de injegcoes bilaterais de noradrenalina no NPBL sobre a ingestao de
agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento combinado de FURO + CAP s.c.

Injecbes de noradrenalina (80 ou 160 nmol/ 0,2 ul) no NPBL aumentaram a
ingestao de NaCl 0,3 M a partir dos 60 minutos até os 120 minutos de teste [F(2,120)
= 29,56; p<0,05] (Figura 2A), mas nao alteraram a ingestdo de agua [F (2,120)= 0,88;
p>0,05](Figura 2B).
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Figura 2: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) agua induzida pelo tratamento
combinado de FURO + CAP s.c em ratos que receberam injecbes bilaterais de

noradrenalina (NOR, 80 ou 160 nmol/0,2 ul) ou salina (SAL) no NPBL. Os resultados

expressos como média + EPM. n = numero de animais.
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4.3- Efeitos da combinagdo de inje¢cées bilaterais de noradrenalina com RX
821002 no NPBL sobre a ingestio de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo
tratamento combinado de FURO + CAP s.c.

Injecbes bilaterais de RX 821002 (160 nmol/0,2 ul) no NPBL aboliram os
efeitos de noradrenalina (160 nmol/ 0,2 ul) na mesma area sobre a ingestao de NaCl
0,3 M [F(3,24) = 8,61; p < 0,05] (Figure 3A). Injegcdes bilaterais de RX 821002 (160
nmol/0,2 ul) sozinho no NPBL aumentaram a ingestdo de agua aos 60 minutos de
teste [F(3, 24) = 4,99; p < 0,05] (Figure 3B).
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Figura 3: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) agua induzida pelo tratamento
combinado de FURO + CAP s.c em ratos que receberam inje¢gdes bilaterais de RX
821002 (160 nmol/ 0,2 ul) ou salina (SAL) + noradrenalina (NOR, 160 nmol/0,2 ul) ou

SAL no NPBL. Resultados expressos como média + EPM. n = numero de animais.
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4.4- Efeitos de injecdes bilaterais de noradrenalina na area KF/A7 sobre a
ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento combinado de FURO +
CAP s.c.

Injecbes de noradrenalina (80 ou 160 nmol/0,2 ul) na area KF/A7 aumentaram
a ingestédo de NaCl 0,3 M a partir dos 60 minutos até os 120 minutos de teste
[F(2,144) = 26,15]; p < 0,05} (Figura 4A), e a ingestdo de agua aos 120 minutos de
teste [F (2,144) = 6,29; p < 0,05] (Figura 4B).
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Figura 4: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) agua induzida pelo tratamento
combinado de FURO + CAP s.c em ratos que receberam injecdes bilaterais de
noradrenalina (NOR, 80 ou 160 nmol/0,2 nl) ou salina na area KF/A7. Resultados

expressos como média + EPM. n = nUmero de animais.
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4.5- Efeitos combinacao de injegoes bilaterais de noradrenalina com RX 821002
na area KF/A7 sobre a ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento
combinado de FURO + CAP s.c.

Injecbes bilaterais de RX 821002 (80 nmol/0,2 ul) na area KF/A7 aboliram os
efeitos de noradrenalina (80 nmol/0,2 ul) na mesma area sobre a ingestdo de NaCl
0,3 M [F(3,21) = 13,81; p<0,05], (Figure 5A). Inje¢cdes de noradrenalina na area KF/A7
nao alteraram a ingestdo de agua [F(3,21) = 0,66; p > 0,05] (Figure 5B) Inje¢cdes
bilaterais de RX 821002 na area KF/A7 nao alteraram a ingestdo de NaCl 0,3 M ou de
agua.

Injecbes bilaterais de RX 821002 (160 nmol/0,2 ul) na area KF/A7 também
aboliram os efeitos de noradrenalina (160 nmol/0,2 ul) na mesma area sobre a
ingestdo de NaCl 0,3 M [F(3,18) = 4,37; p < 0,05], (Figure 6A). Injecbes de
noradrenalina ou RX 821002 na area KF/A7 sozinhos ou combinados nédo alteraram a
ingestao de agua nesse grupo de animais [F(3,18) = 1,97; p > 0,05] (Figure 6B).
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Figura 5: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) agua induzida pelo tratamento
combinado de FURO + CAP s.c em ratos que receberam injegdes bilaterais de RX
821002 (80 nmol/ 0,2 ul) ou salina (SAL)+ noradrenalina (NOR, 80 nmol/0,2 ul) ou

SAL na area KF/A7. Resultados expressos como média + EPM. n = numero de

animais.
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Figura 6: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) agua induzida pelo tratamento
combinado de FURO + CAP s.c em ratos que receberam injegdes bilaterais de RX
821002 (160 nmol/0,2 ul) ou salina (SAL) + noradrenalina (NOR, 160 nmol/0,2 ul) ou
SAL na area KF/A7. Resultados expressos como média + EPM. n = numero de

animais.
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4.6- Efeitos de inje¢coes bilaterais de moxonidina, metisergida ou proglumide na
area KF/A7 sobre a ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento
combinado de FURO + CAP s.c.

Semelhante a noradrenalina, moxonidina (0,5 nmol/0,2 pul) injetada
bilateralmente na area KF/A7 aumentou a ingestdo de NaCl 0,3 M de 60 até 180
minutos de teste [F(2,16) = 25,48; p < 0,05] e a ingestdo de agua dos 120 até 180
minutos de teste [F(2,16) = 3,18; p < 0,05] (Figura 7). Entretanto, inje¢des bilaterais de
metisergida (4 ug/0,2 pul) ou de proglumide (50 ug/0,2 ul) na area KF/A7 nao alteraram
a ingestao de NaCl 0,3 M e nem de agua (Figuras 7 e 8).

Nos mesmos ratos que receberam injecbes de proglumide, injegdes de
noradrenalina (160 nmol/ 0,2 ul) na area KF/A7 aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M
[F(2, 14) = 8,78; p < 0,05], mas também n&o alteraram a ingestdo de agua induzida
por FURO + CAP s.c [F2,14) = 1,1023 ; p = 0,388] (Figura 7).
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Figura 7: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) agua induzida pelo tratamento
combinado de FURO + CAP s.c em ratos que receberam injecbes bilaterais de
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl), metisergida (4 pg/0,2 ul ) ou veiculo na area KF/AT.

Resultados expressos como média + EPM. n = numero de animais.
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Figura 8: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) agua induzida pelo tratamento

combinado de FURO + CAP s.c em ratos que receberam injecbes bilaterais de
proglumide (50 ng/0,2 pl), noradrenalina (NOR,160 nmol/0,2 ul) ou salina na area

KF/A7. Resultados expressos como média + EPM. n = numero de animais.
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4.7- Efeitos de injegcoes bilaterais de noradrenalina na area KF/A7 na excregao
renal de ratos tratados com FURO + CAP s.c.

Apés injegdes bilaterais de noradrenalina (80 e 160 nmol/0,2 ul) na area
KF/A7 n&o houve alteracdo da excregcdo cumulativa de sédio [F(2,12) = 2,41; p >
0,05], potassio [F(2,12) = 0,08; p > 0,05] ou volume urinario [F(2,12) = 1,63; p > 0,05]
(Figura 9). Porém, injecdes bilaterais de noradrenalina (80 ou 160 nmol/0,2 ul) na area
KF/A7 aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M dos 60 até 120 minutos de teste
[F(2,12) = 13,521]; p < 0,05], sem modificagdes na ingestdo de agua [F(2,12) = 3,55; p
< 0,05](Figura 10).

Como ocorreu aumento da ingestao de sédio sem modificagdo na excregéo, o
balanco cumulativo de sédio aumentou nos animais que receberam noradrenalina [F
(2,12) = 10,613; p<0,05] (Figure 11). O balango cumulativo de sédio aumentou com
injecdes de noradrenalina na dose de 80 nmol/0,2 ul aos 90 minutos do teste e na
dose de 160 nmol/0,2 ul a partir dos 30 minutos de teste. O balango cumulativo de
agua foi modificado pelas inje¢cbes de noradrenalina na dose de 160 nmol/0,2 ul a
partir dos 60 minutos de teste e por noradrenalina na dose de 80 nmol/0,2 ul aos 90
minutos de teste [F (2,12) = 4,619; p < 0,05] (Figura 11).
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Figura 9: Excrecdo cumulativa de (A) Na*, (B) K" e (C) volume urinario de ratos
tratados com FURO + CAP s.c que receberam injecdes bilaterais de noradrenalina (80
e 160 nmol/0,2 ul) ou salina na area KF/A7. Resultados expressos como média +

EPM. n = nidmero de animais.
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Figura 10: Ingestdo cumulativa de (A) Na* e (B) agua induzida pelo tratamento
combinado de FURO + CAP s.c em ratos que receberam injecdes bilaterais de
noradrenalina (80 e 160 nmol/ 0,2 ul) ou salina na area KF/A7. Resultados expressos

como média £+ EPM. n = nUmero de animais.
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Figura 11: Balango cumulativo de (A) Na® e (B) agua em animais tratados com
FURO + CAP s.c que receberam injecées bilaterais de noradrenalina (NOR, 80 e 160
nmol/0,2 pl) ou salina na area KF/A7. Resultados expressos como meédia + EPM. n =

numero de animais.
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4.8- Efeitos de inje¢oes bilaterais de noradrenalina na area KF/A7 sobre a
pressao arterial e freqliéncia cardiaca de ratos tratados com FURO + CAP s.c.

O tratamento com FURO + CAP s.c reduziu a PAM basal (95 £ 6 mmHg, vs.
pré-tratamento: 114 + 2 mmHg) [F(1,4) = 12,55; p < 0,05], mas nao alterou a
freqUuéncia cardiaca (412 + 28 bpm, vs. pré-tratamento: 392 + 19 bpm) [F(1,4 ) = 0,37,
p > 0,05]. O maximo de reducédo da PAM ocorreu 45 minutos apés a injegao de FURO
+ CAP sc.

Injecbes bilaterais de noradrenalina (80 e 160 nmol/0,2 pl) na area KF/A7 de
ratos tratados com FURO + CAP, aumentaram a PAM [F(2,8) = 16,30; p < 0,05] e
diminuiram a frequéncia cardiaca [F(2,8) = 5,00; p < 0,05] (Figuras 12 e 13).

O maximo da resposta pressora ocorreu nos primeiros trés minutos apés as
injecdes de noradrenalina (80 ou 160 nmol/ 0,2 ul) na area KF/A7 e 20 minutos apos,

a resposta pressora ja estava muito reduzida (redugéo de pelo menos 70%).
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Figura 12: Variagdes (A) da PAM e (B) da frequéncia cardiaca produzidas por
injecOes bilaterais de noradrenalina (NOR, 80 e 160 nmol/0,2 pl) ou salina (SAL) na
area KF/A7 em ratos tratados com FURO + CAP s.c. que receberam. Resultados

expressos como média + EPM. n = numero de animais
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Figura 13: Tracado representativo mostrando pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg),
pressédo arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) de um rato
tratado com FURO + CAP s.c. que recebeu inje¢cdes bilaterais de salina ou

noradrenalina (80 nmol/0,2 ul) na area KF/A7.
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4.9- Efeitos de injegoes bilaterais de noradrenalina na area KF/A7 em ratos
normohidratados/saciados.

Em animais saciados, injecbes bilaterais de noradrenalina (160 nmol/0,2 pl)
n&o alteraram a ingestdo de NaCl 0,3 M nem a ingestao de agua (Figura 15).

Porém, nos mesmos animais, quando tratados com FURO + CAP s.c.,
injecOes bilaterais de noradrenalina (160 nmol/ 0,2 ul) na area KF/A7 aumentaram a
ingestao de NaCl 0,3 M a partir dos 60 minutos de teste [F(3,18) = 14,62; p < 0,05]
(Figura 14) e a ingestao de agua a partir dos 90 minutos de teste [F (3,18) = 22,52; p
< 0,05] (Figura 14).
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Figura 14: Ingestdo cumulativa de (A) NaCl 0,3 M e (B) agua apos injegdes bilaterais
de noradrenalina (NOR, 160 nmol/0,2 ul) ou salina (SAL) na area KF/A7 de ratos
saciados ou tratados com FURO + CAP s.c. Resultados expressos como média +

EPM. n = nidmero de animais.
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4.10- Efeitos de inje¢coes bilaterais de noradrenalina na area KF/A7 na ingestao
de sacarose 2%.

Injecbes Dbilaterais de noradrenalina (160 nmol/0,2 ul) na area KF/A7
diminuiram a ingestdo de sacarose 2% comparada com o0s animais que receberam
salina [F(1,5) = 16,737; p < 0,05], (Figura 15). Por outro lado, noradrenalina na area
KF/A7 nao alterou a ingestdo de agua que ocorreu concomitante a ingestao de
sacarose [F (1,5) = 0,00377; p > 0,05] (Figura 15).

Porém, os mesmos animais, quando tratados com FURO + CAP s.c., injecdes
bilaterais de noradrenalina (160 nmol/0,2 ul) na area KF/A7 aumentaram a ingest&o
de NaCl 0,3 M a partir dos 60 minutos até aos 120 minutos do teste (17,9 +4,3 ml/ 2 h
v.s salina 4,5 £ 1,62 ml/ 2 h) [F(1,5) = 74,911; p < 0,05] mas ndo houve alteragdo na
ingestao agua (13,1 £ 2,99 ml/ 2 h v.s salina 11,9 £ 2,3 ml/ 2 h) [F (1,5) = 0,356; p >
0,05].
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Figura 15: Ingestdo cumulativa de (A) sacarose 2% e (B) agua apos injegbes
bilaterais de noradrenalina (NOR, 160 nmol/0,2 ul) ou salina (SAL) na area KF/A7.

Resultados expressos como média + EPM. n = numero de animais.
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4.11- Efeitos de injegoes bilaterais de noradrenalina em sitios fora da area
KF/A7 e do NPBL na ingestao de agua e de NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento
combinado de FURO + CAP s.c.

A especificidade do NPBL ou da area KF/A7 como sitios onde as inje¢des de
noradrenalina produzem efeitos na ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi confirmada
pelos resultados de ratos em que as injegdes nao alcangaram o NPBL e nem a area
KF/AT7.

Injecbes bilaterais de noradrenalina (160 nmol/0,2 ul) em sitios fora do NPBL
e da area KF/A7 néo alteraram a ingestao de NaCl 0,3 M [F(1,6) = 0,15 p > 0,05] ou
a ingestao de agua [F(1, 6) =1,30; p > 0,05] (Tabela 1).

Resultados de inje¢gdes de moxonidina em sitios fora da area KF/A7 nao foram
analisados, pois apenas dois ratos tiveram injecbes de moxonidina fora dessas

areas.

Tabela 1. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP s.c. em ratos
que receberam inje¢cdes de noradrenalina ou salina em sitios fora do NPBL ou da
area KF/AT.

Tratamento Ingestao de agua Ingestdo de NaCl 0,3 M
(ml/2h) (ml/2 h)

Salina 13,3+ 1,5 18,6 +1,7

Noradrenalina 11,6+£0,9 8.6+1,7

Resultados expressos como média + EPM. n= 7. A dose de noradrenalina foi 160

nmol/0,2 ul em cada sitio.
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5- DISCUSSAO

Similar a estudos prévios com moxonidina, os resultados do presente estudo
mostram que inje¢des bilaterais de noradrenalina no NPBL também aumentam a
ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP. Além dos efeitos no NPBL,
injegdes bilaterais de noradrenalina ou moxonidina na area KF/A7 também aumentam
a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP. Moxonidina na area KF/A7
também aumenta a ingestdo de agua, enquanto que inje¢des de noradrenalina
apenas na area KF/A7, e ndo de forma consistente, aumenta a ingestdo de agua.
Injecdes prévias de RX 821002 (antagonista de receptores adrenérgico ay) na area
KF/A7 ou no NPBL abolem os efeitos da noradrenalina injetada nas mesmas areas.
Logo, a ativagao de receptores adrenérgicos a, pela noradrenalina na area KF/A7 ou
no NPBL deve bloquear o mecanismo inibitorio, facilitando a ingestéo de sodio.

Apesar do mecanismo adrenérgico ser comum para o NPBL e area KF/A7,
existem grandes diferengas entre essas areas quando 0s neurotransmissores
envolvidos sdo serotonina e colecistocinina. Ja foi descrito na literatura o papel
inibitério que esses neurotransmissores tém no NPBL no controle da ingestdo de
agua e sodio (MENANI & JONHSON, 1995; MENANI et al. 1996; MENANI &
JOHNSON, 1998; MENANI et al.,, 1998b; DE GOBBI et al., 2000; MENANI et al.,
2000; DE GOBBI et al., 2001). Nestes estudos, injecdes bilaterais de metisergida ou
proglumide, (antagonista de SHT e CCK, respectivamente) aumentaram a ingestao de
sédio e em alguns casos também a ingestdo de agua, induzida por diferentes
protocolos como FURO + CAP, ANG Il icv ou injetada no érgao subfornical, 24 horas
de deplecdo de soédio, 24 horas de privagao hidrica e tratamento com DOCA
(deoxicorticosterona) s.c. Além do aumento da ingestdo de sdodio provocado pelo
bloqueio serotoninérgico ou colecistoquinérgico no NPBL, sabe-se que existe uma
interacdo entre esses dois neurotransmissores, visto que a combinacido de baixas
doses de metisergida com baixas doses de proglumide (antagonista serotoninérgico e
antagonista colecistocinérgico, respectivamente) provocaram um aumento da
ingestao de sddio maior do que quando se injetou os antagonistas sozinhos no NPBL.
(DE GOBBI et al.,, 2001). Estudos mais recentes mostraram que a ativagdo de
receptores serotoninérgicos 5HT1a no NPBL aumenta a ingestao de sddio induzida por
FURO + CAP (DE GOBBI et al., 2005). Também foi demonstrado recentemente que a

ativagao de receptores 5HTazc inibe a ingestdo de sédio. Em contraste, a ativagéo de
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receptores 5HT3; do NPBL aumenta a ingestdo de sédio em animais depletados (DE
GOBBI, et al., 2007). Logo, os diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos do
NPBL controlam a ingestdo de sddio e, além disso, podem mediar efeitos opostos
nesta ingestdo. Diferente do que ocorre no NPBL, como mostrado no presente
estudo, injecbes de metisergida ou proglumide na area KF/A7, ndo produzem efeitos
na ingestao de sdédio ou agua, o que sugere que 0s mecanismos serotoninérgicos e
colecistocinérgicos sdo mais restritos ao NPBL e ndo estao presentes na area KF/A7.

Os presentes resultados sao as primeiras evidéncias da presenca de um
mecanismo facilitatério mediado pelos receptores adrenérgicos a, na area KF/A7 no
controle de agua e sodio. Esses efeitos facilitatérios de noradrenalina ou moxonidina
atuando em receptores adrenérgicos a; no NPBL ou na area KF/A7 s&o opostos dos
efeitos inibitorios produzidos por esses agonistas injetados em areas prosencefalicas.
(FERRARI et al. 1990; CALLERA et al., 1993; DE PAULA et al., 1996; DE LUCA JR &
MENANI, 1997; SUGAWARA, et al., 1999; MENANI et al., 1999; DE OLIVEIRA et al.,
2003; ANDRADE et al., 2003). Logo, os presentes resultados reforgam aqueles de
estudos prévios sugerindo que os receptores adrenérgicos a, podem ter efeitos
opostos na ingestdo de agua e sodio, dependendo da area central em que estédo
localizados. Apesar da ativagdo de receptores adrenérgicos ay facilitar ou inibir a
ingestédo de agua e sodio, inje¢cdes centrais de RX 821002 sozinho (no NPBL, na area
KF/A7 ou no prosenceéfalo) ndo produzem efeitos na ingestdo de agua e nem na
ingestdo de sodio, o que sugere que o0s receptores adrenérgicos ap nao sao
tonicamente ativados. Entretanto, RX 821002 sozinho no NPBL aumentou a ingestao
de agua o que deve ser devido a algum efeito inespecifico desse antagonista.

Os receptores adrenérgicos a, no cérebro estdo localizados pré- e pos-
sinapticamente e pode produzir efeitos como conseqiéncia de uma inibicido pré-
sinaptica da liberagdo de noradrenalina, serotonina ou glutamato ou pode produzir
uma hiperpolarizagdo poés-sinaptica (UNNERSTALI et al., 1984; BERTOLINO et al.,
1997; TRAVAGLI & WILLIAMS, 1996; GUYENET et al., 1994). Se a modulagao da
liberacdo de noradrenalina pela ativagcdo de receptores pré-sinapticos fosse um
mecanismo facilitatério na ingestdo de sédio e agua, inje¢des de noradrenalina no
NPBL deveriam reduzir a ingestao de sodio como consequéncia de uma ativagao pos-
sinaptica de receptores as. No entanto, os efeitos das inje¢des de noradrenalina no
NPBL parecem ser similares aos efeitos de moxonidina e os efeitos de ambos

agonistas sao bloqueados pelo antagonista de receptor adrenérgico a,. Esses
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resultados sugerem que noradrenalina no NPBL e na area KF/A7 reduzem a liberacao
de outros neurotransmissores como serotonina ou glutamato como uma consequéncia
de uma ativagdo pré-sinaptica de receptores adrenérgicos a, ou atuando em
receptores adrenérgicos a; pos-sinapticos induzindo uma hiperpolarizagdo. Em
ambos os casos, o resultado final deve ser a desativacdo do mecanismo inibitorio do
NPBL e da area KF/A7. A importancia da serotonina e do glutamato na ativagao do
mecanismo inibitério do NPBL foi demonstrada previamente (MENANI et al., 1996;
COLOMBARI et al.,, 1996, XU et al.,, 1997; MENANI et al.,, 1998; MENANI &
JOHNSON, 1998; DE GOBBI et al.,, 2000; MENANI et al., 2000; DE GOBBI et al,
2005). No caso da area A7, onde existem corpos celulares de neurdnios
catecolaminérgicos, os receptores adrenérgicos a; também poderiam estar
localizados nesses corpos celulares e, dessa maneira, ao serem ativados esses
receptores ocorreria uma reducédo da liberagdo de noradrenalina em alguma area
cerebral que recebesse projetagcao desses neurdnios.

O NPBL e a area KF/A7 sao areas adjacentes e inje¢cées de noradrenalina ou
moxonidina no NPBL ou na area KF/A7 produzem efeitos similares na ingestéo de
NaCl 0,3 M e agua. Os efeitos das inje¢des em uma area poderiam ser devido ao
espalhamento da droga na area adjacente. Porém, os resultados mostram que
metisergida ou proglumide injetadas no NPBL aumentam a ingestdo de sd&dio
(MENANI et al., 1996; MENANI & JOHNSON, 1998), mas n&o produzem nenhum
efeito quando injetados na area KF/A7. Além de sugerir que nao ha espalhamento das
drogas de uma area para a outra, esses resultados mostram claramente que os
mecanismos serotoninérgico e colecistocinérgico estdo presentes no NPBL, mas n&o
na area KF/A7. A especificidade do NPBL e da area KF/A7 como sitios de agédo da
noradrenalina para produzir aumento da ingestdo de sddio também é suportada pela
auséncia dos efeitos de noradrenalina em sitios ao redor do NPBL e da area KF/A7.
Logo a ativagcdo de receptores adrenérgicos a, € um mecanismo comum da area
KF/A7 e do NPBL para facilitar a ingestdo de sodio. No entanto, a area KF/A7 e o
NPBL apenas dividem parcialmente os mecanismos de controle da ingestao de sddio,
pois 0s mecanismos serotoninérgicos e colecistocinérgicos envolvidos no controle da

ingestao de sddio estdo presentes apenas no NPBL e ndo na area KF/A7.

As primeiras evidéncias sugerindo o envolvimento da area KF/A7 em

respostas comportamentais foram estudos de Ohman e Johnson (1986, 1989) que
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mostraram que lesbes bilaterais de uma area ventral e lateral do NPBL, que
denominaram NPBLVL, aumentaram a ingestdo de agua induzida por ANG Il ou
isoproterenol s.c. (OHMAN & JOHNSON, 1986, 1989). A area KF/A7 testada no
presente estudo inclui o NPBLVL e também uma regi&o mais rostral e lateral ao
NPBLVL. O presente estudo mostra que similar aos efeitos no NPBL, a ativagao de

receptores adrenérgicos a, na area KF/A7 aumenta a ingestao de sodio.

Provavelmente os mesmos sinais envolvidos no controle da ingestdo de sédio
que alcangam o NPBL também chegam na area KF/A7. O NPBL recebe importantes
projecoes aferentes do NTSm/AP e da amigdala que transmitem sinais de receptores
de volume e receptores gustatorios envolvidos no controle da ingestdo de sédio e
agua (FRANCHINI & VIVAS,1999; HERBERT et al., 1990; JHAMANDAS, 1996;
KOBASHI et al., 1993; KRUKOFF et al., 1993; LANCA et al., 1985; NORGREN, 1981;
SHAPIRO & MISELIS, 1985; SPECTOR, 1995; YAMAMOTO et al., 1993). Esses
sinais também podem alcancar a area KF/A7 diretamente do NTS ou através do
NPBL. Interagdes entre NPBL e area KF/A7 no controle da ingestdo de agua ou sédio
provavelmente existem, porém, apenas estudos futuros poderdo dar informacdes
sobre existéncia dessas interagdes entre essas duas areas para controlar a ingestao
de sodio e agua. A figura 16 mostra um esquema de possiveis mecanismos

envolvendo NPBL e area KF/A7 para inibigdo da ingestao de sédio.
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POSSIVEL MECANISMO INIBITORIO DO NPBL E DA AREA KF/A7
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Figura 16: Modelo esquematico mostrando o mecanismo inibitério do NPBL e da
area KF/A7 para o controle da ingestdao de sodio e a possivel interagdo com os
mecanismos  adrenérgicos ap,  serotoninérgicos, colecistoquinérgicos e
glutamatérgicos presentes nessa area. A ativacdo dos receptores adrenérgicos a;
pode inibir diretamente o mecanismo inibitério ou promover uma desativacao dos
mecanismos serotoninérgico, glutamatérgico e/ou colecistocinérgico no NPBL. Na
area KF/A7 apenas o mecanismo adrenérgico esta presente. Serotonina, 5-HT,

colecistoquinina, CCK.
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Apesar do grande efeito sobre a ingestdo de sddio em ratos tratados com
FURO + CAP, noradrenalina injetada bilateralmente na area KF/A7 ndo modificou a
ingestdo de sdédio ou agua quando em ratos saciados, nao tratados com FURO +
CAP. Diferentemente da ingestdo de agua, a ingestdao de NaCl hipertdnico requer
varias horas para ser induzida por tratamentos como deplegcdo de sodio ou
polietilenoglicol s.c. (STRICKER & VERBALIS., 1990). Agudamente apenas um
pequeno aumento na ingestao de NaCl é produzido por ANG Il central ou furosemida
(MENANI et al., 1996 e 2000). Os resultados do presente estudo com noradrenalina
sugerem que a ingestdo de NaCl é extremamente facilitada se a ativacdo de
mecanismos facilatatérios ocorrer simultaneamente com a desativacdo do
mecanismo inibitério da area KF/A7. Em outras palavras, uma ingestdo de NaCl
significativa depende da combinacdo de dois fatores: a presenga de um estimulo
dipsogénico/natriurético e a desativagao de mecanismos inibitérios. Na presenca de

apenas um fator, a ingestdo de NaCl é pequena ou inexistente.

Os resultados do presente estudo mostraram que além da grande ingestdo de
sddio, noradrenalina na area KF/A7 também produz respostas renais e facilita a
retencdo de sbédio e a expansao volumétrica, pois causa um balango positivo de
sodio. De acordo com estudos classicos de Fitzsimons e colaboradores (para revisao
ver FITZSIMONS, 1998) peptideos natriuréticos inibem a atividade simpatica do
nervo renal, a liberagdo de vasopressina, a liberacdo de renina e a secrecdo de
aldosterona levando a uma queda de pressdo e um aumento da perda de sédio e
agua. Injecdes de noradrenalina na area KF/A7 poderiam estar inibindo a liberacao
de ANP ou mesmo aumentando a atividade simpatica do nervo renal, visto que ha
uma facilitacdo da retencdo de sodio e uma expansdo volumétrica. Estudos
demonstraram que a ativagao de receptores adrenérgicos a2 do nucleo parabraquial
lateral diminui a resposta renal a sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M, pois injecoes
de moxonidina no NPBL diminui a natriurese e a diurese induzida pela sobrecarga
hiperténica. (ANDRADE et al., 2007). A diminuigdo da natriurese e diurese causada
por injecoes de moxonidina no NPBL podem ser devido a uma diminui¢do dos niveis
plasmaticos de vasopressina e ocitocina, ja que inje¢des de moxonidina no NPBL em
animais tratados com sobrecarga intragastrica de NaCl 2M diminuem os niveis
plasmaticos desses horménios (ANDRADE et al., 2008). A ativagdo de receptores

adrenérgicos na area KF/A7 também compromete a excregao renal, pois a medida
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que a ingestao de soédio aumenta devido a inje¢gdes de noradrenalina, era esperado
que houvesse um aumento também da excrecdo renal de sodio, uma vez que
mudang¢as no volume e na pressdo levam a mudangas apropriadas na excregao
renal e nas respostas hormonais adaptativas (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004).
No entanto, ocorre um comprometimento da excrecao renal, visto que o balango de
sddio nos animais que receberam injecbes de noradrenalina é maior do que nos
animais controles. Esse efeito de comprometimento da excrecao renal causado por
noradrenalina ou moxonidina atuando em receptores adrenérgicos na area KF/A7 ou
no NPBL, respectivamente, sdo opostos aos efeitos facilitatérios na excregao renal
produzidos por moxonidina injetada em areas prosencefalicas. Estudos
demonstraram que inje¢des de moxonidina no ventriculo lateral leva a um aumento
da excregdo de sodio e potassio e aumenta o volume urinario (ANDRADE et al.,

2009), diferentemente de quando essa droga é injetada no NPBL.

Sabe-se que a rapida inducéo da ingestdao de NaCl pelo tratamento FURO +
CAP resulta da associagdo de uma hipotensado branda (-19 mmHg, no presente
estudo) e uma menor ativagdo dos receptores de volume, assim como um aumento
de ANG Il central (FITTS & MASSON , 1989; THUNHORST & JOHNSON, 1994). No
entanto, o grande aumento da ingestdo de NaCl nao resulta de uma queda ainda
maior na pressao arterial, visto que injegcdes bilaterais de noradrenalina no KF/A7

causa um grande aumento da pressao arterial média.

A diminuicdo da ingestdo de sacarose 2% apoOs injegdes bilaterais de
noradrenalina na area KF/A7 sugere que o aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M apés
a ativacdo de receptores adrenérgicos o, da area KF/A7 ndao € devido a uma

facilitagdo nao especifica de todos os comportamentos de ingestao.

Os presentes resultados reforcam os estudos prévios que mostram que os
receptores adrenérgicos a, podem ter efeitos opostos na ingestdo de sodio e na
excrecdo renal dependendo da area: a ativagdo de receptores adrenérgicos a; em
areas prosencefalicas pode inibir a ingestdo de sédio e aumentar a excrec¢ao renal,
enquanto que no NPBL e na area KF/A7 facilita a ingestao de soédio e compromete a

excregao renal.
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6- CONCLUSOES

1.

A ativagcdo de receptores adrenérgicos a; com inje¢cdes bilaterais de
noradrenalina no NPBL e na area KF/A7 promove um potente aumento da
ingestao de NaCl hipertonico induzida pelo tratamento com FURO + CAP s.c.
Esses resultados sao contrarios aos efeitos inibitérios anteriormente descritos,
ou seja, que a ativagcdo de receptores adrenérgicos a, em areas
prosencefalicas inibe a ingestdo de agua e NaCl hipertonico. Isso indica
papéis opostos para receptores adrenérgicos a, na regulagao da ingestao de
sodio e agua de acordo com sua distribuicdo no cérebro.

Injecbes de noradrenalina na area KF/A7 promovem respostas renais,
facilitando a retencdo de sddio e também promovem um potente aumento na
pressao arterial que dura em torno de 15 minutos.

Os mecanismos serotoninérgicos e colecistocinérgicos envolvidos no controle

da ingestédo de sodio estédo presentes apenas no NPBL e n&o na area KF/A7.
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