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RESUMO

O consumo excessivo de sal tem sido associado ao desenvolvimento ou agravamento de
doencas crénicas, incluindo a hipertensdo. Ratos espontaneamente hipertensos
(Spontaneously hypertensive rats — SHR), modelo animal para o estudo da hipertensao
essencial, apresentam maior preferéncia ao sodio quando comparados as linhagens
normotensas. Um importante mecanismo inibitdrio para o controle da ingestdo de sodio
e regulacdo cardiovascular ja foi descrito para o nucleo parabraquial lateral (NPBL).
Contudo, a participacdo do NPBL sobre o controle cardiovascular e equilibrio
hidromineral ainda é desconhecida em animais SHR. O objetivo do presente projeto foi
avaliar os parametros cardiovasculares e apetite ao sodio apds ativacdo de receptores
adrenérgicos o, do NPBL nesse modelo animal de hipertensdo essencial. Injecoes
bilaterais de moxonidina (agonista de receptores adrenérgicos ay/imidazolicos) no
NPBL aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M em animais SHR induzida pelo protocolo
de privacao hidrica seguido de reidratagdo parcial (PH-RP), sem alterar a ingestdo agua.
Entretanto, a administracdo bilateral de moxonidina no NPBL néo alterou a ingestdo de
NaCl 0,3 Me de agua induzida pelo protocolo de PH-RP em animais normotensos
(Holtzman). Em SHR normoidratados, ndo foram observadas alteragcdesna ingestdo de
NaCl 0,3 M e agua, a pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e o teste
do barorreflexoap6s injecGes bilaterais de moxonidina no NPBL. Ao final das 24 horas
do periodo de privacdo hidrica e também ap0s as duas horas de reidratacdo parcial ndo
houve alteracdo dos valores basais de PAM e FC de SHR, e a administragdo de
moxonidina no NPBL desses animais também néo alterou a PAM e FC. A moxonidina
injetada no NPBL de SHR também promoveu um balanco positivo de sédio,
caracterizado pelo aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M durante o teste do apetite ao
sodio, acompanhado de aumento da excre¢do renal de sodio e volume urinério ao final
do experimento.Em suma, o presente estudo demonstrou que a ativagdo dos receptores
adrenérgicos ay/imidazolicos no NPBL aumenta o apetite ao sodio induzido por PH-RP
em SHR, e essa alteracdo na ingestdo de sodio ndo seria devido a queda da PAM. Desta
forma, podemos concluir que os mecanismos inibitérios do NPBL contribuem para

limitar a ingestao de sodio também em SHR.

Palavras-chave: hipertensdo, sodio, desidratacdo, tronco encefalico, receptores

adrenérgicos.



ABSTRACT

Excessive salt intake has been associated with the development or worsening of chronic
diseases such as hypertension. Spontaneously hypertensive rats (SHR) have a typical
increased sodium preference. The lateral parabrachial nucleus (LPBN) acts as an
important inhibitory mechanism for sodium intake control, besides its involvement in
cardiovascular control in normotensive rats. However, the involvement of LPBN in
cardiovascular control and sodium appetite is still unknown in SHR. The aim for the
present study was to evaluate cardiovascular responses and 0.3 M NaCl intake after a;-
adrenergic receptors activation in LPBN in this model of essential hypertension. In
SHR, bilateral injections of moxonidine (o-adrenergic/imidazolinereceptors agonist) in
LPBN increased 0.3 M NaCl intake induced by water deprivation — partial rehydration
protocol (WD-PR), without changes in water intake. However, LPBN moxonidine
injections did not significantly change 0.3 M NaCl or water intake induced by WD-RP
in normotensive Holtzman rats. In normohydrated SHR moxonidine injections into the
LPBN did not change 0.3 M NaCl and water intake, mean arterial pressure (MAP),
heart rate (HR) and baroreflex responses. The WD-PR protocol did not change baseline
values of MAP and HR in SHR, neither after LPBN moxonidine injections. It was also
observed that LPBN moxonidine injections in SHR resulted in a positive sodium
balance, characterized by increased 0.3 M NaCl intake during the sodium appetite test
followed by increased renal sodium excretion and urinary volume at the end of the
experiment. Therefore, present results show thata,-adrenergic/imidazolinereceptors
activation in the LPBN increases WD-PR-induced sodium appetite in SHR. This
effectis not related to changes in arterial pressure. Therefore, we can conclude that
LPBN inhibitory mechanisms contribute to limit sodium intake also in Spontaneously

Hypertensive Rats.

Key words: hypertension, sodium, dehydration, brainstem, adrenergic receptors.
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1) INTRODUCAO

Regulacdo neuroendécrina da ingestdo de agua e sédio

O comportamento de ingestdo de &gua e substancias contendo NaCl é
fundamentalmente importante para um individuo restabelecer suas necessidades de agua e
NaCl. A &gua se destaca como sendo um dos constituintes mais abundantes do organismo
humano, e contribui com cerca de 60% da massa corporal. O volume total de agua do corpo
humano se distribui entre dois compartimentos: intra e extracelular. O liquido intracelular
(LIC), o volume do interior de todas as células, corresponde a 1/3 do volume de agua
corporal. J& o liquido extracelular (LEC), correspondente ao volume intravascular mais o
volume intersticial, comporta 2/3 do volume de agua corporal(GUYTON; HALL, 2000;
VERBALIS, 2003).0 LIC e o LEC sdo separados por uma membrana plasmatica
semipermeavel, que possui diversos transportadores, mantendo estes dois compartimentos
com distintas constitui¢fes de solutos. Dentre as diferencas entre o LIC e o LEC destaca-se as
concentracdes de ion sodio e fon potassio,em que observamos uma maior concentragio de K*
e menor concentracdo de Na® no LIC, e o oposto no LEC (GUYTON; HALL, 2000;
VERBALIS, 2003; BOURQUE, 2008). O ion sédio é o principal determinante da
osmolaridade e volume do LEC, e encontra-se em uma estreita faixa de variagdo (138 a 146
mmol/l).

Para que o equilibrio hidroeletrolitico seja mantido é necessario que os ganhos e
perdas de agua e sddio do organismo sejam equivalentes. A desidratacdo ocorre em resposta a
perda de &gua e/ou ao aumento na concentracdo de solutos osmoticamente ativos,
principalmente do sodio. A diminuicdo de agua no LEC ou LIC ocorre devido a excrecao
renal, fezes, transpiracdo e pelo ar expirado, e 0 excesso de solutos pode ocorrer, por

exemplo, pelo consumo de sddio na alimentagdo (ANTUNES-RODRIGUES et al.,

Camilla Dias Guillen
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2012).Perante a tais perturbacdes, mecanismos distintos séo ativados para propiciar ajustes de
ingestdo e excrecdo de agua e sbdio, permitindo assim o restabelecimento do balanco
hidroeletrolitico do organismo(JOHNSON; EDWARDS, 1990; MCKINLEY; JOHNSON,
2004; MENANI; DE LUCA; JOHNSON, 2014).

A reducdo do volume do liquido celular é caracteristica da desidratacdo celular.
Quando a concentracdo extracelular de sdédio aumenta, hd um aumento na pressao osmatica
efetiva do compartimento extracelular, promovendo uma reducdo do volume de agua das
células, caracterizando assim a “desidratacdo intracelular”. Por outro lado, quando ha perda de
agua e solutos apenas do compartimento extracelular, como nos casos de hemorragia, diarreia
e vomito, a desidratacdo é dita extracelular (ou hipovolémica). E importante ressaltar que
nessa situacdo ocorre uma perda conjunta de agua e sédio, sendo assim ela é geralmente
acompanhada de um comportamento de apetite ao sédio. A desidratacdo pode ser dita
absoluta quando ha perda de 4gua dos compartimentos intra e extracelular, como acontece em
situacdo de privacao hidrica, ou pode ser dita relativa se houver apenas uma perda de agua no
compartimento intracelular, que se difunde através membrana plasmatica para o
compartimento extracelular, como, por exemplo, na ingestdo ou sobrecarga de solutos
osmoticamente ativos. Embora os dois tipos de desidratacdo sejam experimentalmente e
clinicamente separaveis, € comum que ambas ocorram simultaneamente, principalmente
durante o periodo de priva¢do hidrica (DE LUCA JR; VIVAS; MENANI, 2005; JOHNSON,
2007).

A ingestdo de agua e sddio associados a funcdo renal de reabsorcdo destas
substancias permite que ocorra uma regulacdo do volume e da osmolaridade dos liquidos
corporais. A funcdo renal é de extrema importancia para a regulacdo do balanco
hidroeletrolitico, todavia somente esta resposta ndo é suficiente, 0 que torna necessario a

manifestacdo de comportamentos motivados que sejam capazes de repor a agua e sodio em

Camilla Dias Guillen
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falta no organismo. Sede e apetite ao sddio sdo exemplos destes comportamentos motivados,
que impulsionardo os animais a busca, aquisicdo e ingestdo de agua e sodio, respectivamente.
Esses comportamentos sdo essenciais para o restabelecimento do equilibrio hidroeletrolitico
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2012).A consumacédo do comportamento de apetite ao sédio
¢ caracterizada por uma ingestdo seletiva de sddio, assim como num aumento da
palatabilidade e aceitacdo de solugdes em concentragdes que normalmente seriam evitadas
(RICHTER, 1939; EPSTEIN; STELLAR, 1955; MORRISON; YOUNG, 1972).

Em situacdes de hipovolemia ocorre a ativacdo de um importante sistema
hormonal, o sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA). Inicialmente, a renina, uma
enzima proteolitica sintetizada e armazenada pelas células justaglomerulares, age sobre o
substrato plasmatico, o angiotensinogénio (uma globulina produzida pelo figado), produzindo
um decapeptideo, a angiotensina I (ANG I). A ANG | sob a acdo da enzima conversora da
angiotensina (ECA) localizada especialmente no endotélio dos pulmdes, sendo também
encontrada nos rins e nas células endoteliais do sistema vascular sistémico, produz um
octapeptideo ativo, denominado angiotensina Il (ANG I1). Sabe-se que a fonte de renina é o
aparelho justaglomerular renal, e que as células da macula densa também exercem importante
funcdo no controle da secrecdo da renina. Fatores como reducdo da presséo de perfuséo
arterial renal, reducdo da concentracdo do ion sodio para a macula densa, aumento da
atividade do nervo renal, ativacdo dos receptores do subtipo B; adrenérgicos, catecolaminas
ou prostaglandinas circulantes, ativam a secrecdo de renina (FITZSIMONS, 1998). Em
contrapartida, ANG Il e vasopressina inibem a secre¢édo de renina.

Estudos anteriores de Fitzsimons et. al. [para revisdo vide (FITZSIMONS, 1998)]
foram os pioneiros em demonstrar que a ANG Il era eficaz como estimulo dipsogénico. A
ANG 11, além de estimular a ingestdo de agua e sédio, apresenta outras fungdes fisioldgicas

como por exemplo, a regulacdo da pressdo arterial, excrecdo de sddio, e a secrecdo de
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vasopressina (FITZSIMONS, 1998). Receptores centrais para acdes da ANG Il ja foram
demonstrados em diversas areas encefalicas como o6rgao subfornical (OSF), érgdo vasculoso
da lamina terminal (OVLT), ndcleo paraventricular (NPV), nicleo pré-optico mediano
(MnPQ), éarea postrema (AP) e ndcleo do trato solitdrio (NTS) (LEWIS et al., 1986;
MCKINLEY et al., 1987; ALLEN; MCKINLEY; MENDELSOHN, 1988). Os receptores de
ANG Il denominados de AT, dentre os varios que existem (sdo conhecidos ao menos quatro),
sdoao mais importantes para seu efeito dipsogénico e estdo presentes em Orgaos
cincunventriculares prosencefalicos, tais como SFO e OVLT, podendo haver também alguma
participacdo de receptores AT,(FITZSIMONS, 1998).

A aldosterona, um mineralocorticoide, também tem papel fundamental na
conservacdo do sodio no organismo e é o sinal endocrino final do sistema renina-
angiotensina-aldosterona. A secrecdo de aldosterona pela zona fasciculada da adrenal €
regulada pela ANG |1 e concentracdo extracelular de potassio. A aldosterona atua nos ductos
coletores renais e cdlon para regular a (re)absorcdo de sédio e secre¢do de potassio (BOOTH,;
JOHNSON; STOCKAND, 2002). Os hormoénios peptideo natriurético atrial (ANP) e a
ocitocina (OT) sdo secretados na circulacdo sanguinea durante o aumento de volume, e ambos
tém acdo natriurética. Isto é, eles atuam reduzindo a volemia e a concentracdo de sddio, aces
contrérias as da ANG Il e aldosterona. O ANP, um peptideo sintetizado pelos midcitos atriais,
participa da manutencdo do volume por produzir diurese e natriurese. Além de agir
centralmente inibindo a sede e o apetite ao sodio. A OT ¢€ sintetizada no corpo celular de
neurdnios magnocelulares do NPV e do nucleo supra-6ptico (NSO) e liberada para a corrente
sanguinea em situacOes de hiperosmolaridade e possui acdes semelhantes ao ANP
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2014).

O modelo de privacdo hidrica com reidratacdo parcial com agua por 2 horas (PH-

RP) fornece subsidios para o estudo da sede e apetite ao sodio, separadamente. O animal foi
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privado de agua por 24 horas, e ao final desse periodo observa-se aumento da osmolaridade e
sodio plasmaticos, hipovolemia e aumento da atividade de renina plasmatica. O periodo de
reidratacdo parcial (2 horas de acesso apenas a agua) corrige totalmente o aumento da
osmolaridade plasmatica e parcialmente a hipovolemia, enquanto que o aumento da atividade
de renina plasmatica permanece elevado até o inicio do teste do apetite ao sodio (DE LUCA
et al., 2002; DE LUCA et al., 2010). Apds o periodo de reidratacdo parcial o animal passa a
ter também livre acesso ao NaCl 0,3 M por mais 2 horas (teste do apetite ao sédio). No
momento em que o animal tem acesso a solucdo de sddio, estdo presentes a hipovolemia e
aumento de angiotensina Il como sinais facilitadores para o apetite ao sddio, enquanto que o
sinal inibitério da hipertonicidade para a ingestdo de sédio ja foi removido. A subsequente
ingestdo de sddio corrige totalmente o volume do liquido extracelular e a perda de sodio que
ocorreu pela natriurese durante o periodo de privacéao hidrica (DE LUCA et al., 2002).

A ingestdo de agua e NaCl é regulada por mecanismos que sdo ativados em
situacdes de alteracdes da osmolaridade plasmatica ou hipovolemia e depende de receptores
localizados em diferentes partes do corpo (barorreceptores e osmorreceptores, por exemplo)
ou entdo depende de hormdnios (angiotensina Il e aldosterona) que ativam regides
especificas do sistema nervoso central (SNC), desencadeando as respostas comportamentais
de busca pela &dgua (sede) e NaCl (apetite ao sédio) (JOHNSON, A.; THUNHORST, R,
2007; HURLEY; JOHNSON, 2015). A manifestacdo destes comportamentos € regulada por
um complexo circuito neural que é composto tanto de mecanismos facilitatdrios como
inibitdrios, os quais recebem informacdes relativas aos liquidos corporais. Osmorreceptores
presentes no trato gastrointestinal e encéfalo, e barorreceptores, que inervam a parede
vascular, monitoram respectivamente osmolaridade e volume. Receptores de hormdnios tais
como angiotensina Il e aldosterona sinalizam o encéfalo sobre hipovolemia a partir da

ativacdo de algumas regides encefalicas especificas(JOHNSON, 2007; HURLEY;
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JOHNSON, 2015). Sabe-se que aumentos da pressao arterial (detectadas por barorreceptores)
constituem um importante estimulo inibitério para a ingestio de s6dio(ROBINSON;
EVERED, 1987; JOHNSON, 2007).Ja a ativacdo de osmorreceptores, por alteracdes de
osmolaridade estimulam a ingestdo de adgua e secre¢do de vasopressina (VERNEY, 1947; DE
LUCA JR; BARBOSA; MENANI, 2003). Além disso, receptores gustatorios também
influenciam o controle da ingestdo de sodio (ANDRADE et al., 2011; GASPARINI;

MENANI; DANIELS, 2015).

Nucleo parabraquial lateral e inibicdo da ingestao de s6dio

Varios estudos ja mostraram um importante mecanismo inibitdrio para o controle
sobre a ingestdo de agua e especialmente da ingestdo de sddio, que se localiza no nucleo
parabraquial lateral (NPBL) (ANDRADE et al., 2014; MENANI; DE LUCA; JOHNSON,
2014) uma estrutura pontina localizada dorsolateralmente ao pedunculo cerebelar superior
(pcs). O NPBL recebe projecbes do nucleo do trato solitario (NTS) e da &rea postrema (AP),
importantes sitios de integracdo de informac6es da periferia (NORGREN, 1981; CIRIELLO;
LAWRENCE; PITTMAN, 1984; FULWILER; SAPER, 1984; LANCA; VAN DER KOOQY,
1985; HERBERT; MOGA; SAPER, 1990; KRUKOFF; HARRIS; JHAMANDAS, 1993;
JHAMANDAS et al., 1996)(JOHNSON; THUNHORST, 1997; JOHNSON, A. K
THUNHORST, R. L., 2007). O NPBL também envia projecfes para areas prosencefalicas
essenciais para o controle do balango hidroeletrolitico como o nucleo predptico mediano, o0s
nucleos supradptico e paraventricular do hipotdlamo e o ndcleo central da amigdala
(NORGREN, 1981; CIRIELLO; LAWRENCE; PITTMAN, 1984; FULWILER; SAPER,
1984; LANCA; VAN DER KOQY, 1985; HERBERT; MOGA; SAPER, 1990; KRUKOFF;
HARRIS; JHAMANDAS, 1993; JHAMANDAS et al., 1996). Esta inibicdo da ingestdo de

sodio ocasionado pelo mecanismo inibitério do NPBL provavelmente deve ser para prevenir a
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ingestdo excessiva de solutos (ANDRADE et al., 2014; MENANI; DE LUCA; JOHNSON,
2014).

Diferentes neurotransmissores e receptores no NPBL afetam a atividade dos
mecanismos inibitérios do NPBL. Serotonina, colecistocinina (CCK), fator liberador de
corticotrofina (CRF) e glutamato atuam no NPBL ativando mecanismos inibitdrios e
reduzindo a ingestdo de sodio e ocasionalmente de agua (MENANI; THUNHORST;
JOHNSON, 1996; MENANI; JOHNSON, 1998; DE CASTRO E SILVA; FREGONEZE;
JOHNSON, 2006; DE GOBBI et al., 2009). Por outro lado, ativacdo de receptores
adrenérgicos oy, receptores opioides, GABAérgicos ou purinérgicos reduz a atividade dos
mecanismos inibitérios aumentando a ingestdo de so6dio ou até mesmo desencadeando
ingestdo ndo estimulada de s6dio(ANDRADE et al., 2004; CALLERA et al., 2005; DE
OLIVEIRA; DE LUCA; MENANI, 2008; GASPARINI et al., 2009).

InjecBes bilaterais no NPBL de metisergida, um antagonista de receptores
serotonérgicos, aumenta a ingestdo de NaCl induzida tanto pela ANG Il administrada
intracerebroventricular (icv) e também no 6rgdao subfornical (OSF) (MENANI;
THUNHORST; JOHNSON, 1996; MENANI; JOHNSON, 1998; DE CASTRO E SILVA,
FREGONEZE; JOHNSON, 2006; DE GOBBI et al., 2009), quanto pelo tratamento FURO +
CAP s.c.(MENANI; THUNHORST; JOHNSON, 1996; MENANI; JOHNSON, 1998; DE
CASTRO E SILVA; FREGONEZE; JOHNSON, 2006; DE GOBBI et al., 2009). Por outro
lado, a injecdo de DOI (agonista de receptores 5-HT2ac) no NPBL reduziu a ingestdo de
NaCl induzida pelo tratamento com FURO + CAP s.c.(MENANI; THUNHORST;
JOHNSON, 1996; MENANI; JOHNSON, 1998; DE CASTRO E SILVA; FREGONEZE;
JOHNSON, 2006; DE GOBBI et al., 2009). Além disso, metisergida injetada no NPBL
aumenta a ingestdo de &gua e NaCl hipertdnico induzida por 24 horas de privacdo hidrica,

deplecdo de sodio (furosemida s.c. seguida de 24 horas de dieta deficiente de sodio) ou pelo

Camilla Dias Guillen



24

tratamento cronico com desoxicorticosterona (DOCA), um composto esterdide com
propriedades semelhantes a aldosterona (MENANI et al., 1998, MENANI; DE LUCA,
JOHNSON, 1998; DE GOBBI; DE LUCA; MENANI, 2000). Metisergida no NPBL
combinada com o aumento da osmolaridade plasmatica produzido por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M também induz uma paradoxal ingestdo de NaCl hipertonico (DE
LUCA JR; BARBOSA; MENANI, 2003).

A ativacdo de receptores adrenérgicos o, cominjecOesbilaterais de moxonidina
(agonista de receptoresadrenérgicos o, e imidazdlicos) ou noradrenalina produz
umpotenteaumento da ingestdio de NaCl 0,3 M induzido pelotratamentosubcutaneo do
diurético furosemida (FURO) combinado combaixadose do inibidor da enzima conversora de
angiotensina, captopril (CAP) (ANDRADE et al.,, 2004; GASPARINI et al.,, 2009;
ANDRADE-FRANZE et al., 2010).0 potenteaumento da ingestdo de NaCl 0,3 M produzido
pelaadministracdo de moxonidina no NPBL (mais do quedezvezes a quantia ingerida
peloscontrolestratadoscomFURO + CAP s.c. e veiculo no NPBL) foi completamente abolido
pelo RX 821002, umantagonista de receptores adrenérgicos oy, indicando que a moxonidina
produz umpotente, seletivo e especificoaumento da ingestdio de NaCl hiperténico
pelaacdoemreceptores adrenérgicos op, (ANDRADE et al., 2004). Em conjunto,
essesresultados sugerem que a ativacdo de receptoresadrenérgicos o, centrais podem reduzir
os efeitos dos mecanismos inibitorios que limitam a ingestdo de s6dio (ANDRADE et al.,
2004; GASPARINI et al., 2009; ANDRADE-FRANZE et al., 2010). Comoja demonstrado
anteriormente, os efeitos da ativacdo de receptoresadrenérgicos o, no NPBL sobre a ingestéo
de sodiondosdodevido a uma facilitagdo ndoespecifica de todos o0s comportamentos
ingestivos, uma vezque a ingestdo de solugdo de sacaroseou a ingestdo de alimentondosédo
alteradas pelas injecGesbilaterais de moxonidina no NPBL (ANDRADE et al., 2004,

ANDRADE et al., 2007).
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Estudos recentes mostraram que injecOes bilaterais de moxonidina no NPBL nao
alteraram a excrecdo de sodio e volume urinario induzido por FURO+CAP em animais
normotensos sem acesso a agua e NaCl 0,3 M, entretanto quando estes animais tiveram livre
acesso a buretas de agua e NaCl 0,3 M, observou-se um aumento na excrecdo de sédio e
volume urinario. Este aumento observado, provavelmente é uma expansdo volumétrica
induzida pela ingestdo massiva de agua e principalmente sodio, ocasionado pela ativacéo de
receptores adrenérgicos o, N0 NPBL (CABRAL; ANDRADE, 2016). Neste mesmo estudo,
foi observado uma diminuicdo da excrecao renal de sodio e volume urinario, apds injecdes
bilaterais de moxonidina no NPBL de animais que foram reidratados ap0s desidratacao
extracelular (FURO+CAP), sugerindo assim que a ativa¢do de receptores adrenérgicos o NO
NPBL reduz a excrecdo renal de sddio e agua durante a reidratacdo apds desidratacédo

extracelular (CABRAL; ANDRADE, 2016).

NPBL e a requlacao cardiovascular

Muitos estudosja demonstraram o envolvimento do NPBL também com a regulacao
cardiovascular [para revisdo vide (DAVERN, 2014)]. Estudos eletrofisioldgicos demonstram
que os neurdbnios do NPBL sdoativadosporestimuloscardiovasculares, (WARD, 1988;
JHAMANDAS; AIPPERSBACH; HARRIS, 1991; JHAMANDAS; HARRIS, 1992). Talfato
foi confirmado porestudos imunohistoquimicos, na qual foi demonstrado que no NPBL ocorre
umaumento da imunorreatividade para a proteina Fos, ummarcador de ativacdo neuronal,
aposhemorragia (CHAN; SAWCHENKO, 1994)ou alteracbes farmacologicas da pressédo
arterial (ROCHA; HERBERT, 1996; POTTS et al., 1997; HORIUCHI et al., 1999; MILLER
etal., 2012).

Outros estudos mostram que a injecdo de glutamato no NPBL aumenta a pressédo

arterial e a atividadesimpatica, (HADE et al., 1988; WARD, 1988). A estimulacao elétricaou
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glutamatérgica do NPBL também atenua a reducdo da pressdo arterial e a inibicdo da
atividadesimpaticarenal produzida pela estimulacdo elétrica do nervo depressor adrtico,
enquantoque a inativacdo do NPBL comécido cainico facilita a hipotensdo
semmudarsignificativamente a inibicdo da atividadesimpaticarenal produzida pela
estimulacdo elétrica do nervo depressor aortico (HAYWARD; FELDER, 1998). Além disso,
lesbes do NPBL atenuam a hipertenséorenalcronica e também a produzida porinfusdocronica
de angiotensina Il (FINK et al., 1991; MORTENSEN; OHMAN; HAYWOOD, 1994),
indicando assimgue o NPBL esta envolvido na fisiopatologia de certosmodelos de
hipertensdo. Entretanto, varias evidéncias correlacionam o consumo excessivo de sal ao
desenvolvimento ou agravamento de doencgas cronicas, incluindo a hipertensdo (WHO, 2006;
HE; MACGREGOR, 2012; WHO, 2012).Estima-se que a quantidade diaria de sodio
consumida pela populacdo brasileira € de 4,5 g por pessoa, independente da regido ou classe
de renda, excedendo assim em mais de duas vezes o limite recomendado de ingestdo desse
nutriente (SARNO et al., 2009; SARNO et al., 2013). O excesso de sodio ingerido na maioria
das vezes estd associado ao aumento da palatabilidade dos alimentos (KEAST; BRESLIN,
2003; LIEM; MIREMADI; KEAST, 2011).

Apesar do efeito anti-hipertensivo da ativacdo de receptores imidazolicos no RVLm
(ERNSBERGER et al., 1993; HAXHIU et al., 1994; ERNSBERGER; HAXHIU, 1997), a
moxonidina injetada bilateralmente no NPBL ndo alterou pressdo arterial média e frequéncia
cardiaca de animais normovolémicos ou ap6s uma hora do tratamento com

FURO+CAP(ANDRADE et al., 2004).

Modelo animal de hipertenséo essencial

Ratos espontaneamente hipertensos (Spontaneously Hypertensive Rats — SHR) tém

sido usados como modelo para hipertensdo arterial em humanos (OKAMOTO; AOKI, 1963).
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Em animais SHR, a pressao arterial comeca a aumentar poucas semanas ap0s 0 nascimento e
atinge os niveis hipertensivos apos 12 a 14 semanas, principalmente devido a aumentos da
atividade simpatica e angiotensinérgica e ao envolvimento de mecanismos centrais
(HAEUSLER; FINCH; THOENEN, 1972 ; MORI, 1973; JUDY et al., 1976; BRODY;
O'NEILL; PORTER, 1984). Estes animais, além de apresentarem elevados niveis de pressao
arterial, apresentam uma ingestao diaria de NaCl maior do que as outras linhagens de ratos
normotensos[vide Refs. (ELY; TURNER; MILSTED, 2000; DI NICOLANTONIO, 2004)
para revisdo]. A presenca de mecanismos centrais para o desenvolvimento e manutencdo da
hipertensdo em animais SHR foi descrita para o tronco encefalico, particularmente no NTS
comissural e AP, (MANGIAPANE et al., 1989; AKEMI SATO et al.,, 2001; SATO;
COLOMBARI; MORRISON, 2002; SATO et al., 2003). Estudo de Moreira e cols. (2009)
demonstrou que lesdes simultaneas da regido AV3V e NTS comissural produzem uma
reducdo duradoura da pressdo arterial (pelo menos 40 dias) em SHR adultos, sugerindo que
mecanismos prosencefalicos e do tronco encefélico, particularmente os relacionados com a
regido AV3V e NTS comissural, agem para manter a hipertensdo em animais SHR
(MOREIRA et al., 2009).

O acentuado apetite ao sodio que € observado em SHR consiste mais em uma
hiperatividade do sistema renina-angiotensina central do que uma alteracdo do equilibrio
hidroeletrolitico (DINICOLANTONIO; HUTCHINSON; MENDELSOHN, 1982; DI
NICOLANTONIO, 2004), e o blogueio da producdo encefalica de angiotensina, com
captopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), reduz a ingestéo de sédio
em  SHR,(DINICOLANTONIO; HUTCHINSON; MENDELSOHN,  1982; Dl
NICOLANTONIO, 2004). Além disso, os SHR também apresentam uma maior
imunorreatividade a proteina c-Fos na lamina terminal em resposta tanto a infuséo central ou

sisttmica de ANG Il (ROWLAND et al., 1995; BLUME et al., 1997). Outros estudos
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mostram que em resposta ao teste do apetite ao sodio induzido pelo protocolo de privacéo
hidrica com reidratacdo parcial (PH-RP), os SHR ingeriram préximo de 10 vezes mais do que
linhagens normotensas Wistar Kyoto (WKY) ou Holtzman (HTZ). Além disso, apds a PH-RP
todos 0s animais apresentaram um aumento no namero de células com imunorreatividade da
proteina Fos em areas encefalicas que controlam o apetite ao sddio (OSF, OVLT, MnPO,
NTSc), quando comparado em situacdo normovolémica. Em contrapartida, os animais SHR
apresentaram um maior aumento na imunorreatividade da proteina Fos em areas como 0rgéo
subfornical (OSF), regido comissural nucleo do trato solitario (NTSc) e pré locus coeruleus
(pré-LC) em comparacdo as linhagens de ratos normotensos(PEREIRA-DERDERIAN et al.,
2010).

Apesar da importancia do NPBL sobre os parametros cardiovasculares e sobre o
comportamento de ingestdo de sédio em animais normotensos, ainda é desconhecida a
participacdo dos mecanismos do NPBL para o controle da ingestdo de sddio e regulacéo

cardiovascular em animais SHR.

Camilla Dias Guillen



29

2) OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo verificar a importancia do NPBL para o
controle do equilibrio hidromineral e controle dos parametros cardiovascularesem modelo

animal de hipertensédo essencial. Para tanto foi investigado se em ratos SHR:

1) O bloqueio do mecanismo inibitorio do NPBL, por meio da ativacéo de receptores
adrenérgicos o, nessa area, induz ingestdo espontanea de NaCl 0,3 M;

2) O blogueio do mecanismo inibitério do NPBL, por meio da ativacao de receptores
adrenérgicos o, nessa area, altera o apetite ao sodio induzido por privacdo hidrica e
reidratacdo parcial;

3) A ativacdo de receptores adrenérgicos o, do NPBL altera presséo arterial e
frequéncia cardiaca basais e apds privacao hidrica e reidratacdo parcial;

4) A ativagdo de receptores adrenérgicos o, do NPBL altera a excrecdo renal e
balanco de sodio durante a fase do apetite ao sodio induzido por privacédo hidrica e

reidratacao parcial.
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3) MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Holtzman e ratos espontaneamente hipertensos
(Spontaneously Hypertensive Rats, SHR — 6 a 8 meses), com peso em torno de 250 - 300 g.
Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de aco inoxidavel suspensas em estantes
(gaioleiros), com livre acesso a racdo comercial, agua e solucdo de NaCl 0,3 M. Os ratos
foram mantidos em salas climatizadas (temperatura de 23 + 2° C e umidade 50 + 10%) com
ciclo claro-escuro 12-12 h (luz 7:00 — 19:00 h). Os protocolos propostos neste projeto foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/ FOAR (protocolo niimero:

18/2015).

3.2 Cirurgia para implante de canulas em direcdo ao NPBL

Os animais foram anestesiados com uma injecdo intraperitoneal de cetamina (80
mg/kg de peso corporal) e xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e posicionados em um aparelho
estereotaxico (Kopf, Tujunga, EUA) com o cranio nivelado entre o bregma e o lambda. Duas
canulas-guia de aco inoxidavel foram implantadas bilateralmente logo acima do NPBL
(coordenadas HTZ: 9,3 mm caudal ao bregma, 2,1 mm lateral a sutura central e 3,7 mm
abaixo da dura mater; SHR: 9,3 mm caudal ao bregma, 2,1 mm lateral a sutura central e 4,1
mm abaixo da dura mater). As pontas das canulas-guia foram posicionadas 2 mm acima do
NPBL. Estas canulas foram fixadas ao cranio com resina acrilica dental e parafusos. Exceto
durante as inje¢Oes, um mandril de metal foi utilizado para o preenchimento e fechamento da
extremidade externa das canulas-guia. Ao final da cirurgia, os animais receberam uma injecéo
intramuscular de antibidtico (benzilpenicilina — 80,000 Ul + estreptomicina — 33 mg;

Pentabiotico Veterinario — Pequeno Porte, Fort Dodge Satude Animal Ltda., Campinas, Brazil)
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e uma injecdo subcutanea de um analgésico/anti-inflamatério (cetoprofeno 1% - 0,03 ml/rato;
Ketoflex, Mundo Animal, Sdo Paulo, Brasil). Diariamente os ratos foram manipulados e
treinados com manobras utilizadas durante os procedimentos experimentais. Os experimentos

foram realizados 5-7 dias apds o implante das canulas no NPBL.

3.3 Farmacos utilizados

Cloridrato de moxonidina, agonista de receptores adrenérgicos ap/imidazolicos,
(Sigma), foi dissolvido em veiculo (propilenoglicol/agua 2:1) e injetado do NPBL em doses
de 0,5 nmol/0,2 pl, (ANDRADE et al.,, 2004; ANDRADE et al.,, 2015; CABRAL,;
ANDRADE, 2016).

Fenilefrina, um vasoconstritor (Sigma), foi dissolvido em salina e administrado
na dose de 5 pg/kg/ml, via intravenosa(VIEIRA et al., 2004). Nitroprussiato de sodio, um
vasodilatador (Sigma), foi dissolvido em salina e administrado na dose de 30 pg/kg/ml, via

intravenosa (VIEIRA et al., 2004).

3.4 Injecdes no NPBL

A administracdo de drogas no NPBL foi feita utilizando-se seringa Hamilton de 5
pl (Hamilton, Reno, EUA) conectada por um tubo de polietileno (PE — 10; Clay Adams,
Parsippany, EUA) a uma agulha injetora. No momento dos testes, os animais foram retirados
de suas gaiolas, o mandril de metal foi removido e a agulha injetora (2 mm mais longa que a
canula-guia) foi introduzida no encéfalo através da canula-guia. O volume injetado foi de 0,2
pl em cada lado no NPBL. Apds as injegdes o mandril de metal foi recolocado e os ratos

realocados em suas gaiolas.
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3.5 Teste de ingestdo de NaCl 0,3 M e agua

A ingestdo de NaCl 0,3 M e &gua foi mensurada em ratos mantidos em suas
gaiolas originais. Momentos antes do inicio do experimento, agua. NaCl 0,3 M e racdo foram
removidos. Quinze minutos apos as injecbes no NPBL (ver protocolos experimentais) dois
bebedouros graduados conectados a bicos de metal, um contendo agua e outro NaCl 0,3 M,
foram oferecidos aos animais e a ingestdo foi medida em intervalos de 30 minutos durante 2
horas de acordo com os protocolos experimentais. Foi aguardado sempre um intervalo de no

minimo 72 horas entre dois experimentos nos mesmos animais.

3.5.1 Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M apos ativagdo de receptores adrenérgicos az; N0 NPBL

em animais SHR normoidratados.

Ratos SHR normoidratados receberam injecfes bilaterais de moxonidina (0,5
nmol/0,2 ul) ou veiculo (0,2 ul) no NPBL. A ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M foi
mensurada nos tempos de 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, comecando 15 apds a inje¢do no
NPBL. Os animais foram submetidos a dois testes. Em cada teste os animais foram divididos
em 2 grupos que receberam diferentes tratamentos no NPBL (veiculo ou moxonidina). A
sequéncia de tratamentos foi aleatoria e no final dos testes todos os ratos receberam todos os

tratamentos. Os testes foram realizados com intervalo minimo de 72 h entre eles.

3.5.2 Ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M induzida por privacéo hidrica e reidratacado parcial

apos ativagdo de receptores adrenérgicos o, N0 NPBL em HTZ e SHR.
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Os animais foram submetidos ao protocolo de privacdo hidrica ereidratagédo
parcial (PH-RP) [24 horas de privacdo hidrica (PH) e 2 horas de reidratacdo parcial (RP),
(SATO; YADA; DE LUCA, 1996; DE LUCA et al., 2002)].

O modelo de privacdo hidrica com reidratacdo parcial com agua por 2 horas (PH-
RP) fornece subsidios para o estudo da sede e apetite ao sodio, separadamente. O animal foi
privado de agua por 24 horas, e ao final desse periodo observa-se aumento da osmolaridade e
sodio plasmaticos, hipovolemia e aumento da atividade de renina plasmatica. O periodo de
reidratacdo parcial (2 horas de acesso apenas a agua) corrige totalmente o aumento da
osmolaridade plasmatica e parcialmente a hipovolemia, enquanto que a atividade de renina
plasmatica permanece elevada até o inicio do teste do apetite ao sodio (DE LUCA et al.,
2002; DE LUCA et al., 2010). Apos o periodo de reidratacdo parcial o animal passa a ter
também livre acesso ao NaCl 0,3 M por mais 2 horas (teste do apetite ao s6dio). No momento
em que o animal tem acesso a solucdo de sddio, estdo presentes a hipovolemia e aumento de
angiotensina Il como sinais facilitadores para o apetite ao sodio, enquanto que o sinal
inibitério da hipertonicidade para a ingestao de sédio ja foi removido. A subsequente ingestao
de sédio corrige totalmente o volume do liquido extracelular e a perda de sddio que ocorreu
pela natriurese durante o periodo de privacao hidrica (DE LUCA et al., 2002).

Quinze minutos do término do periodo de reidratacdo parcial, ou seja, 15 min
antes do acesso ao NaCl 0.3 M para o teste do apetite ao s6dio, 0os animais receberam injeces
bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo (0,2 ul) no NPBL. A ingestdo
cumulativa de 4gua e NaCl 0,3 M foi avaliada nos tempos de 15, 30, 60, 90 e 120 minutos,
comegando 15 apds o acesso ao NaCl 0.3 M e agua. Os animais foram submetidos a dois
testes. Em cada teste os animais foram divididos em 2 grupos que receberam diferentes
tratamentos no NPBL (veiculo ou moxonidina). A sequéncia de tratamentos foi aleatoria e no

final dos testes todos os ratos receberam todos os tratamentos. Os testes foram realizados com
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intervalo minimo de 72 h entre eles. Os animais que nao ingeriram agua (0 ml) até o término o
periodo de reidratacdo parcial, e, portanto, ndo tiveram a sede saciada previamente ao teste do

apetite ao sodio, foram excluidos da analise dos dados.

3.6 Canulacéo da artéria e veia femoral

Um dia antes dos experimentos de registro de PAM e FC foi realizada a canulagéo
da artéria e veia femorais. Antes de serem implantadas, as canulas foram preenchidas com
solucdo fisioldgica e obstruidas na extremidade livre do PE-50 com pinos de metal. Sob
anestesia pela quetamina (80 mg/kg de peso corporal) combinada com xilazina (7 mg/kg de
peso corporal), a canula arterial foi introduzida na aorta abdominal, através da artéria femoral
e uma outra canula foi introduzida na veia femoral. Uma vez implantadas, as canulas foram
dirigidas subcutaneamente, com auxilio de um trocater, para a regido escapular do rato, onde
foram exteriorizadas e fixadas com linha de sutura. A canula arterial foi utilizada para registro
direto da pressdo arterial pulsatil e a canula venosa utilizada para administracdo sistémica de

drogas.

3.7 Registro da pressao arterial, frequéncia cardiaca e barorreflexo

Para o registro da pressdo arterial pulsatil, PAM, FC e barorreflexo, a canula foi
conectada a um transdutor de pressao acoplado a um pré-amplificador (modelo ETH-200
Bridge Bio Amplifier, CB Sciences, Dover, NH, EUA) que foi conectado a um sistema de
aquisicdo de dados (modelo Powerlab 16SP; ADInstruments, Castle Hill, Australia) (ver

protocolos experimentais abaixo).
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3.7.1Registro da PAM, FC e barorreflexo apos ativagdo de receptores adrenérgicos o, N0

NPBL de SHR.

- Testes em animais normoidratados
Ap6s um periodo de registro basal (30 minutos), veiculo foi injetado
bilateralmente no NPBL e a PAM e FC continuaram a ser registradas por mais 15 minutos.
Em seguida foi feito o teste do barorreflexo por indugdo de fenilefrina (5 ug/kg/ml) e
nitroprussiato de sodio (30 pg/kg/ml). Apds 15 minutos, moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) foi
injetada bilateralmente no NPBL e a PAM e FC continuaram a ser registradas por mais 30
minutos apds este tratamento. Ao final dos 30 minutos de registro apds injecOes de

moxonidina, o teste do barorreflexo foi repetido.

- Testes em animais com PH-RP

Antes do inicio do protocolo de PH-RP, os bebedouros contendo dgua e NaCl 0,3
M foram removidos e foi feito um registro basal da PAM E FC dos animais normoidratados
por 30 minutos, em seguida foram removidos os bebedouros de 4gua e NaCl 0,3 M destes
animais para inicio do protocolo de privacdo. Apds privacdo hidrica de 24 h, foi feito um
registro basal da PAM e FC por 30 minutos. Logo em seguida, os animais passaram pelo
periodo de reidratacdo parcial de 2 h, em que ao final foi feito o registro da PAM e FC (15
minutos). Entdo foi administrado veiculo bilateralmente no NPBL e foi registrada a PAM e
FC por 15 minutos. Apds retorno dos valores de PAM e FC aos niveis basais, foi injetado

moxonidina no NPBL e o registro continuou por mais 30 minutos.

3.8 Determinacao da excrecdo renal de sodio, potassio e volume urinério.
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Os ratos foram previamente ambientados para 0s experimentos em gaiolas
metabolicas (permanéncia de 1 hora na gaiola metabdlica durante 3 dias). Os ratos foram
mantidos em gaiolas metabdlicas e foram submetidos ao protocolo de privagdo hidrica e
reidratacdo parcial — PH-RP. As amostras de urina foram coletadas em tubos de polipropileno
(graduados em 0,1 ml) para determinacdo do volume urinario. A concentracdo de sédio e
potassio na urina foi feita por um analisador de sodio e potassio eletrodo sensitivo (Nova 1,
Nova Biomedical), e a quantidade de sodio na urina foi determinada pelo produto do volume
urinario vezes a concentracdo do ion na urina. (ANDRADE et al., 2012; CABRAL,

ANDRADE, 2016).

3.9 Determinacéo dos parametros bioquimicos.

Para a andlise dos parametros bioquimicos (concentracdo de sodio e potassio,
proteinas plasmaticas totais, atividade de enzima conversora de angiotensina) os animais em
condicdes controle ou submetidos ao protocolo de privagdo hidrica e reidratacdo parcial — PH-
RP - foram decapitados ao final do periodo experimental e foi feita a coleta do sangue
troncular em tubos contendo gel separador (SST, Becton Dickinson, San Jose, CA), que foi
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C para a obtencdo de soro.As analises da
concentracdo sérica de sodio e potassio e de proteina total sérica foram realizadas em
equipamento Vitros 250 (Johnson) por quimica seca (potenciometria e método bioreto e
bromocresol, respectivamente).

A determinacéo da atividade de enzima conversora de angiotensina plasmaética foi
feita baseada no método da hidrélise do substrato Hipuril-His-Leu, (SANTOS; KRIEGER;
GREENE, 1985; GOMEZ-ROSO et al., 2009). Resumidamente, as amostras de plasma foram
misturadas com 1 mM de hipuril-L-histidil-L-leucina (Hipuril-His-Leu, Sigma), e a mistura

foi incubada a 37°C durante 20 min. Depois a reacgdo foi interrompida pela adicdo de NaOH
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(0,5 M), o-ftalaldeido (Sigma) 1% em etanol foi adicionado, a mistura foi mantido a
temperatura ambiente por 4 min e, em seguida, HCI (6 M) foi adicionado. Depois disso, a
quantidade de His-Leu liberada foi determinada fluorimetricamente (365 nm excitacédo e 495
emissdo) em fluorimetro (modelo Synergy™ H1, BioTek). A atividade da ECA foi expressa

em nmol por min por ml de plasma.

3.10 Andlise histoldgica.

Ao final dos experimentos, os ratos receberam injecGes de solucdo de Azul de
Evans 2% em cada lado do NPBL, no mesmo volume das inje¢cdes de farmacos. Eles foram
entdo profundamente anestesiados com tiopental sodico (80 mg/kg; Cristalia) e perfundidos
transcardicamente com salina seguida por formalina 10%. Os encéfalos foram removidos,
fixados em formalina 10%, congelados, cortados em sec¢fes de 60 um, corados com corante

de Giemsa, e analisados por microscopia de luz para confirmar os locais de injecdes.

3.11 Andlise estatistica.

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média estdo
representados nos graficos mostrados posteriormente. Andlise de variancia (ANOVA) (um
fator ou dois fatores) e o pos-teste de Newman Keuls foram utilizados para as comparacdes

entre diferentes tratamentos (significancia para p<0,05).
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4) RESULTADOS

4.1. Analise histologica.

A figura 1 mostra injecdes bilaterais tipicas no NPBL. Os pontos de injecdo foram
localizados principalmente nas porcGes centro laterais e dorso lateral do NPBL [vide
(FULWILER; SAPER, 1984) para definicGes dos sub-ndcleos do NPBL]. Os pontos de
injecdo do presente estudo sdo similares aqueles em que estudos anteriores mostraram 0s
efeitos da moxonidina sobre a ingestdo de agua e sodio (ANDRADE et al., 2004; DE GOBBI
et al., 2009; ANDRADE et al., 2011; MENEZES et al., 2011; ANDRADE et al., 2012).
InjecBes que atingiram as porcdes ventro lateral e lateral externa, assim como o nucleo
Kolliker-Fuse, foram observadas apenas em alguns ratos e os resultados desses animais foram

incluidos na andlise.
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A)

Figura 1: Fotomicrografias de cortes coronais de encéfalo de animais representativos dos
grupos testados mostrando os sitios de injecdo no NPBL (indicados pelas setas) em HTZ (A)
e SHR (B). pcs, pedunculo cerebelar superior.
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4.2. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M em animais espontaneamente hipertensos

(SHR) normoidratados apos ativacio adrenérgica a, no NPBL.

Injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL ndo alteraram a ingestdo de NaCl 0,3
M (0,5 £ 0,3 vs. veiculo: 0,6 £ 0,3 ml/120 min) [F(1,7)=0,001; P>0,05] em animais SHR
normoidratados. Semelhantemente, ndo houve alteraces na ingestdo de agua (0,4 £ 0,2 vs.

veiculo: 0,7 £ 0,5 ml/120 min) [F(1,7)= 0,2;P>0,05] (figura 2).
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Figura 2: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M (ml) e B) agua (ml) em ratos SHR
normoidratados que receberam injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo
no NPBL. Resultados expressos como média + EPM. n = nimero de animais.
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4.3. Ingestdo diaria de agua e NaCl 0,3 M em animais normotensos (HTZ e

espontaneamente hipertensos (SHR).

Em relacdo a ingestdo diaria de NaCl 0,3 M, os animais SHR apresentaram uma
maior ingestdo de NaCl 0,3 M ao longo de 24 h em comparacdo a linhagem Holtzman
[F(1,112) = 34,4; p<0,001] nos dias 1, 3 e 5 do periodo de 8 dias observados. Ndo foram
observadas diferencas entre as linhagens para a ingestdo diaria de agua, [F(1,112) = 0,45; p

0,05] (Figura 3).
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Figura 3: Ingestdo diaria de A) NaCl 0,3 M (ml/24h) e B) de &gua (ml/24h) em ratos
normotensos (HTZ) e hipertensos (SHR). Valores sdo representados como média + EPM; N =
numero de animais por grupo.
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4.4. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por privacao hidrica e reidratacéo
parcial em animais hipertensos (SHR) e normotensos (HTZ) apos ativacédo de

receptores adrenérgicos a, no NPBL.

O volume de &gua ingerido no periodo de reidratacdo parcial foi semelhante entre os
grupos de animais normotensos (13,7 + 1,3; vs. veiculo 11,9 £ 1,7 ml/120 min) e hipertensos
(11,5 +0,8; vs. veiculo 10,5 + 0,7/120 min), [F(3,48) = 0,56; p > 0,05].

De acordo com a figura 4, em SHR as injecOes bilaterais de moxonidina no NPBL
aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M (14,2 + 3,4 vs. veiculo: 4,6 £ 1,3 ml/120 min) induzida
por PH-RP, [F(3,240)= 16,2; p < 0,05], sem alteragdes na ingestdo de agua (5,6 = 1,4, vs.
veiculo: 2,9 £ 1,0 ml/120 min) [F(3,240)= 1,6; p > 0,05]. Nos HTZ a moxonidina néo alterou
a ingestdo de NaCl 0,3 M (4,9 + 2,4, vs. veiculo: 2,2 £ 1,7 ml/120 min) ou ingestdo de &gua

(3,5+1,9, vs. veiculo: 3,0 + 1,4 ml/120 min).
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Figura 4: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M (ml) e B) agua (ml) em ratos SHR e HTZ
submetidos ao protocolo de privacdo hidrica e reidratacdo parcial (PH-RP) que receberam

injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no NPBL. Resultados
expressos como média + EPM. n = nimero de animais.
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4.5. Pressdo arterial media, frequéncia cardiaca e teste do barorreflexo em SHR
apos injecodes bilaterais de moxonidina no NPBL.

Administracdo bilateral de moxonidina no NPBL de animais SHR normoidratados
ndo promoveu alteraces na PAM, [F(3,27) = 1,16; p > 0,05] e FC, [F(3,27) = 0,78; p > 0,05]
(figura 5). Os valores basais de PAM e FC foram 179 + 12 mmHg e 426 + 13 bpm,
respectivamente.

A administracdo bilateral de moxonidina no NPBL ndo modificou a queda de
PAM promovida pelo NPS (30 pg/kg) (-49,9 £ 7,2 vs. veiculo: -46,8 + 6,7 mmHg) [F(1,16) =
0,09; p > 0,05], nem a taquicardia reflexa (52,4 + 8,2 vs. veiculo: 60,3 £ 8,8 mmHg) [F(1,16)
= 0,41; p > 0,05]. De forma semelhante, a administracao bilateral de moxonidina no NPBL
ndo modificou oaumento da PAM promovido pela administracdo iv de fenilefrina (5 pg/kg)
(28,6 £ 3,7 vs. veiculo: 29,6 + 2,6 mmHg), [F(1,16) = 0,05; p > 0,05] nem a bradicardia
reflexa (-51 + 16,8 vs. veiculo: -29,3 + 10,8 mmHg), [F(1,16) = 1,17; p > 0,05].

A tabela 1 mostra que ap6s o periodo de 24 horas de privacdo hidrica e apds o
periodo de 2 horas de reidratacdo parcial ndo houve diferenca significativa na PAM [F(2,3) =
2,0; p > 0,05] e FC [F(2,3) = 1,14; p > 0,05] de SHR. InjecGes bilaterais de moxonidina no
NPBL ao final do periodo de reidratacdo parcial ndo alterou a PAM [F(2,3) = 0,56; p > 0,05]

nem a FC [F(2,3) = 0,04; p > 0,05] de SHR (tabela 2).
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Figura 5: A) Variacao de presséo arterial média (PAM, mmHg) e B) variacéo de frequéncia
cardiaca (FC, bpm), em ratos SHR nédo anestesiados normoidratados que receberam injecoes
bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pul) ou veiculo no NPBL. Resultados expressos como
média £ EPM. n = 10.
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Tabela 1: Pressao arterial meédia (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em SHR durante

condicBes basais (controle), apds 24 h de privacdo hidrica (PH) ap6s 2 h reidratagdo parcial
(RP).

. PAM
CONDICAO (mmHg) FC (bpm)
Controle 185+8,9 372 £28
Apés 24 h PH 158 £ 2,2 306+7,2
Apbs 2 h RP 176 £ 7,4 308 + 31

Valores expressos como média £ EPM. n =2,

Tabela 2: Variacdo da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em SHR

apos 2 h reidratacdo parcial (RP), apés 5, 10 e 30 min de administracdo bilateral de
moxonidina no NPBL.

A PAM
TEMPO (mmHQ) A FC (bpm)
5min 2,316,4 37,2127
10 min 8,5+2,5 37,7£22,6
30 min 10,8+1,8 24,7+21,3

Valores expressos como média £ EPM. n = 2.
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4.6 Excrecdo renal em animais SHR e normotensos (HTZ) submetidos a PH-RP

apos a ativacio adrenérgica a, no NPBL.

A tabela 3 compara os resultados de volume urinario, excrecio renal de Na* e
K*(LEq) em animais HTZ e SHR apds o periodo de 24 h de privacdo hidrica (PH) e apds 2 h
de reidratacdo parcial (RP) no 1° e 2° ciclos de PH-RP, previamente a administracdo de
veiculo ou moxonidina no NPBL.

Ao final do periodo de 24 h da privacao hidrica ndo foram observadas diferencas
entre o volume urinario [F(1,12) = 0,80; p > 0,05], carga excretada de Na* [F(1,12) = 0,90; p
> 0,05], carga excretada de K* [F(1,12) = 3,01; p > 0,05] de SHR e HTZ quando comparados
0 1° com o 2° experimentos, nem entre as linhagens, [F(1,12) = 0,29; p > 0,05], F(1,12) =
0,65; p > 0,05], e [F(1,12) = 1,97; p > 0,05], respectivamente.

Em relacdo ao final do periodo de reidratacdao parcial de 2 h, também ndo foram
observadas diferencas entre o volume de agua ingerido [F(1,12) = 0,12; p > 0,05], carga
excretada de Na' [F(1,12) = 0,05; p > 0,05], carga excretada de K* [F(1,12) = 0,002; p > 0,05]
e volume urinario [F(1,12) = 1,87; p > 0,05] de SHR e HTZ ao final do periodo de 24 h da
privacdo hidrica quando comparados o 1° com o 2° experimentos, nem entre as linhagens,
[F(1,12) = 0,11; p > 0,05], F(1,12) = 1,93; p > 0,05], [F(1,12) = 0,02; p > 0,05] e [F(1,12) =
0,35; p > 0,05], respectivamente.

A tabela 4 compara os parametros bioquimicos no soro de animais controles
(normoidratados) e animais submetidos ao protocolo de privagédo hidrica de 24 horas seguido
de 2 horas de reidratacdo parcial (PH-RP).As concentragdes séricas de Na* [F(1,6) = 5,6; p >
0,05], K" [F(1,6) = 0,13; p > 0,05] e proteinas totais [F(1,6) = 0,4; p > 0,05] de SHR e HTZ
que foram submetidos ao protocolo de PH-RP foram semelhantes as observadas na condicdo

basal (ratos saciados e normoidratados).
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Para a atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA), ANOVA mostrou
diferenca entre as linhagens [F(1,7) = 22,3; p < 0,05], sem diferenca entre as condicOes
[F(1,7) =3,9; p > 0,05]. A atividade ECA aumentou em HTZ submetidos ao protocolo de PH-
RP, enquanto que em SHR néo foi observado este efeito.

Apds o periodo de reidratacdo parcial foram feitas as administracfes bilaterais de
veiculo ou moxonidina no NPBL, e apds 15 min foram oferecidos bebedouros contendo NaCl
0,3 M ¢ agua para o estudo da excregdo renal apos ativagdo adrenérgica o, N0 NPBL durante a
fase do apetite ao sodio.

Durante a fase do apetite ao sodio, injecGes bilaterais de moxonidina no NPBL
aumentaram a excrecdo cumulativa de Na* induzida por PH-RP em SHR (528,2 + 192 vs.
veiculo: 74,7 + 41,2 uEq/2 h) [F(3,48) = 7,4; p < 0,05]. Nos HTZ a moxonidina ndo alterou a
excrecdo de Na* (25,3 + 15,4 vs. veiculo: 28,5 + 18,0 uEq/2 h) (figura 6A). ANOVA também
mostrou interagdo entre tempos e tratamentos na excre¢do cumulativa de Na* [F(9,48) = 3,2; p
<0,05].

Também houve aumento na excre¢do cumulativa de K* [F(3,48) = 6,4; p < 0,05]
apos injecdes de bilaterais de moxonidina no NPBL de SHR (344,8 + 91,9 vs. veiculo: 89,8 +
79,0 HEQ/2 h), mas ndo de HTZ (28,7 £ 27,1 vs. veiculo: 28,5 + 18,0 uEq/2 h) (figura 6B).

A administracdo bilateral de moxonidina no NPBL também alterou o volume
urinario induzido por PH-RP em SHR (3,0 £ 0,5 vs. veiculo: 0,8 £ 0,3 ml/2 h) [F(3,48) = 5,4;
p < 0,05], sem alterar em HTZ (0,7 £ 0,5 vs veiculo: 0,6 + 0,3 ml/2 h) (figura 6C).

Em relacdo ao teste do apetite ao sodio, a administracdo bilateral de moxonidina
no NPBL aumentou a ingestdo cumulativa NaCl 0,3 M induzida por PH-RP em SHR [F(3,60)
=13,5; p<0,05] (5,7 £ 2,4 vs. veiculo: 1,6 £ 0,9 mEq/2 h, ou seja, 19,0 £ 8,0 vs. veiculo: 5,5
+ 3,0 ml/2 h,). Nos HTZ a moxonidina ndo alterou a ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M (0,08

+ 0,3 vs. veiculo: 0 + 0 mEg/2 h, ou seja, 0,2 + 0,1 vs. veiculo 0 £ 0 ml/2 h) (figura 7A).
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Injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL néo alteraram a ingestdo de agua que
acompanha o apetite ao sodio tanto em SHR (2,5 + 1,4 vs. veiculo: 2,3 £ 1,4 ml/2 h) quanto
em HTZ (0,02 + 0,02 vs. veiculo: 2,3 + 2,3 ml/2 h) [F(3,60) = 2,5; p > 0,05] (figura 7B).

A figura 8 compara o balanco de sddio durante a fase de apetite ao sédio induzido
pelo protocolo PH-RP.A administracdo de moxonidina no NPBL de SHR promoveu aumento

no balanco de Na* [F(3,48) = 13,1; p < 0,05].
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Tabela 3: Volume urinario (VU, ml) e excrecdo urinaria de Na* e K'(UEq) em animais
submetidos a ciclos de privagdo hidrica (PH) e reidratacdo parcial (PH-RP).

PH (24 h) PH-RP (2 h)
Ingestao de
Linhagem Evento VU (ml) Na" (UEQ) K* (UEQ) VU (ml) Na" (UEQ) K" (UEQ) agua (ml)
HTZ 1° ciclo 31+15 650,9 + 228,1 702,5 + 164,6 1,5+0,3 38,1+17,1 39,9+10,9 11,3+2,9
2° ciclo 79+6,1 658,3 + 200,9 1200,8 + 540,7 0,8+0,4 131,5+89,8 100,7 + 33,2 9,3+3,1
SHR 1° ciclo 33+£1,0 630,6 + 183,9 1051,2 + 516,5 1,1+0,6 93,4 + 67 106,0 £ 72,6 11,0+1,5
2° ciclo 4,2+0,6 989,4 + 147,3 2117,5+*475,1 0,7+0,3 26,6 £ 15,4 452 +21,1 11,2+2,2

Valores expressos em média + EPM; SHR: n=7; HTZ, n=8.

Tabela 4:Concentracdes séricas de sodio e potassio, proteinas totais no soro, atividade da
enzima conversora de angiotensina (ECA) no plasma de animais controles (normoidratados) e
animais submetidos ao protocolo de privacdo hidrica de 24 horas seguido de 2 horas de
reidratagdo parcial (PH-RP).

Linhagem Tratamento [Na'], mEq/I [K*], mEg/I PT, g% ECA, nmol/min/ml
HTZ Controle 142 £5,1 7,2+0,7 6,8 0,3 1,1+£0,1
PH-RP 1356 +1,3 6,8 £ 0,03 6,7+0,2 1,8+£0,4*
SHR Controle 141,1+£1,3 7,3+0,7 6,6+0,1 0,74 + 0,03
PH-RP 136,2+1,9 7,3+0,2 6,5 + 0,06 0,72+0,07 *

Valores expressos em média + EPM. N = 2-4 por grupo. * diferente de 1° ciclo com a respectiva linhagem; #
diferente de HTZ.
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Figura 6: A) Excrecdo cumulativa de Na* (UEQ), B) excrecdo cumulativa de K™ (UEq) e C)
volume urinario cumulativo em ratos SHR e HTZ submetidos ao protocolo de PH-RP que
receberam injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no NPBL 15 min
antes do acesso ao NaCl 0,3 M e &gua para ingestdo. A coleta de urina foi feita a cada 30 min,
iniciando-se apds o oferecimento dos bebedouros. Resultados expressos como média + EPM,
n = ndmero de animais.
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Figura 7: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M (mEq) e B) agua (ml) em ratos SHR e HTZ
durante a fase do apetite ao sodio induzido pelo protocolo de PH-RP, que receberam injecGes
bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no NPBL. Resultados expressos como
média £ EPM. n = nimero de animais.
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Figura 8: Balanco de sodio em ratos SHR e HTZ durante a fase do apetite ao sddio induzido
pelo protocolo de PH-RP, que receberam injegdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl)
ou veiculo no NPBL. Resultados expressos como média = EPM. n = nimero de animais.
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4.7. Ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M em animais espontaneamente hipertensos
(SHR) submetidos a privacéo hidrica, espontaneamente NAO reidratados, ap6s

ativacio adrenérgica a, no NPBL.

Alguns animais com histologia bilateral confirmada para injecdes de moxonidina
e veiculo passaram pelo protocolo de PH-RP, mas no periodo de 2 horas de reidratacdo
parcial espontaneamente ndo ingeriram agua (0 ml) até o final do 1° e/ou do 2° experimento.
Assim sendo, como esses animais receberam as injecoes no NPBL sem terem se reidratado de
acordo com o protocolo, as condicOes iniciais para avaliacdo dos efeitos da moxonidina ou
veiculo no teste do apetite ao sodio seriam diferentes. Dessa forma, esses animais foram
excluidos da anélise geral e seus resultados estdo descritos a seguir.

N&o houve diferenca na ingestdo de agua ao final do periodo de reidratacdo
parcial de 2 h quando comparados 0 1° com o 2° experimentos, nem entre as linhagens,
[F(1,14) = 0,48; p > 0,05] e [F(1,14) = 0,6; p > 0,05], respectivamente, (HTZ, n = 4, 1° ciclo:
0,1 £0,1; HTZ 2° ciclo: 5,3 £ 2,8; SHR, n =5, 1° ciclo: 2,3 + 2,1; SHR 2° ciclo: 4,3 + 2,6
ml/120 min).

Durante o teste de apetite ao sddio, a administracdo de moxonidina no NPBL de
SHR e HTZ, que n&o se reidrataram espontaneamente no teste da sede, ndo alterou a ingestéo
de NaCl 0,3 M [HTZ — veiculo (n =4): 0,5 £+ 0,5; HTZ — moxonidina (n = 4): 2,8 +2,6; SHR
— veiculo (n =5): 1,9 + 3,4; SHR — moxonidina (n = 5): 7,6 + 5,3 ml/120 min)], [F(3,14) =
0,8; p > 0,05]. A ingestdo de &gua durante a fase de apetite ao sédio também néo foi
modificada em nenhum dos tratamentos [HTZ — veiculo (n = 4): 13,3 + 11,4; HTZ —
moxonidina (n = 4): 2,0 £1,7; SHR — veiculo (h =5): 0,8 + 0,7; SHR — moxonidina (n = 5):

1,8 £ 1,4 ml/120 min)], [F(3,14) = 1,2; p > 0,05].
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5) DISCUSSAO

Os presentes resultados mostraram que injecdes bilaterais de moxonidina
(agonista de receptores adrenérgicos ap/imidazélicos) no NPBL aumentaram a ingestdo de
NaCl 0,3 M em animais SHR induzida pelo protocolo de privacdo seguido de reidratacdo
parcial (PH-RP), sem alterar a ingestdo agua. Por outro lado, a ativacdo desses receptores nao
alterou significativamente a ingestdo de sddio nem de agua de animais normotensos que
passaram pelo mesmo protocolo de PH-RP. Também foi observado que injecGes bilaterais de
moxonidina no NPBL ndo alteraram a ingestdo de sddio e agua, a pressao arterial média
(PAM), frequéncia cardiaca (FC) e respostas barorreflexas de animais SHR normoidratados.
Ao final das 24 horas do periodo de privacdo hidrica e também apds as duas horas de
reidratacdo parcial ndo houve alteracdo dos valores basais de PAM e FC de SHR, e a
administracdo de moxonidina no NPBL desses animais também ndo alterou a PAM e FC. A
moxonidina injetada no NPBL de SHR também promoveu um balan¢co positivo de sédio,
caracterizado pelo aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M durante o teste do apetite ao sodio,
acompanhado de aumento da excrecdo renal de sdédio e volume urindrio ao final do
experimento.

Apesar do intenso apetite ao sodio observado nos animais SHR ser atribuido a uma
hiperatividade = do  sistema  renina-angiotensina  central ~ (DINICOLANTONIO;
HUTCHINSON; MENDELSOHN, 1982; DI NICOLANTONIO, 2004), nossos resultados
mostram que em SHR saciados ndo houve alteracdo da ingestdo de sédio apds a administracdo
de moxonidina no NPBL, de forma semelhante ao observado em animais normotensos
saciados (ANDRADE et al., 2004).

O modelo de privagéo hidrica com reidratacdo parcial com agua por 2 horas (PH-RP)
fornece subsidios para o estudo da sede e apetite ao sodio, separadamente. O animal foi

privado de agua por 24 horas, e ao final desse periodo observa-se aumento da osmolaridade e
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sodio plasmaticos, hipovolemia e aumento da atividade de renina plasmatica. O periodo de
reidratacdo parcial (2 horas de acesso apenas a agua) corrige totalmente o aumento da
osmolaridade plasmatica e parcialmente a hipovolemia, enquanto que a atividade de renina
plasmatica permanece elevada até o inicio do teste do apetite ao sodio (DE LUCA et al.,
2002; DE LUCA et al., 2010). Apos o periodo de reidratacdo parcial o animal passa a ter
também livre acesso ao NaCl 0,3 M por mais 2 horas (teste do apetite ao s6dio). No momento
em que o animal tem acesso a solucdo de sddio, estdo presentes a hipovolemia e aumento de
angiotensina Il como sinais facilitadores para o apetite ao sodio, enquanto que o sinal
inibitdrio da hipertonicidade para a ingestdo de sédio ja foi removido. A subsequente ingestdo
de sodio corrige totalmente o volume do liquido extracelular e a perda de sodio que ocorreu
pela natriurese durante o periodo de privacdo hidrica (DE LUCA et al., 2002).

Nossos resultados mostraram que nao houve diferenca no volume urinério, excregédo
de sodio e potassio no periodo de 24 h de privacdo hidrica entre o 1° e 2° experimentos (ciclos
de PH-RP) nem entre as linhagens. Também ndo houve diferencas na ingestdo de agua,
volume urinario, excrecdo de sddio e potassio no periodo de reidratacdo parcial. Estudos
prévios (PEREIRA-DERDERIAN et al., 2010; PEREIRA-DERDERIAN et al., 2016)também
verificaram que esses parametros ndo se alteram com repeti¢cGes de ciclos de PH-RP, bem
como nao diferem entre as linhagens normotensas (Wistar Kyoto e Holtzman) e hipertensas
(SHR). Os parametros bioquimicos em animais normotensos também ndo se alteram apos
repeticdes de ciclos de PH-RP.

Em nosso estudo avaliamos a atividade da enzima conversora de angiotensina
(ECA), em animais SHR e HTZ na condi¢éo controle (normoidratados) e apés a PH-RP, no
momento inicial da fase do apetite ao sodio. Apés PH-RP, HTZ apresentaram um aumento na
atividade da ECA em relacédo a condicao controle. Esse resultado estd de acordo com estudos

anteriores, que mostraram que em resposta a privacao hidrica ocorre aumento de atividade de
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renina plasmatica e aumento nos niveis circulantes de ANG 1l (DI NICOLANTONIO;
MENDELSOHN, 1986; PEREIRA-DERDERIAN et al., 2010). Por outro lado, o esperado
aumento na atividade de ECA em resposta a privagdo hidrica e reidratacdo parcial em animais
SHR néo foi observado em nosso estudo, sendo que a atividade de ECA em SHR foi menor
do que nos HTZ. Esses resultados sdo controversos, uma vez que estudos anteriores
observaram que animais SHR apresentam maior atividade de ECA plasmatica em comparacao
com linhagem normotensa WKY, e que a atividade de renina plasmatica ap6s o protocolo de
privacao hidrica e reidratacdo parcial permanece elevada em animais SHR em comparacéo a
sua propria condicdo basal (saciado) (GOMEZ-ROSO et al., 2009; PEREIRA-DERDERIAN
etal., 2010).

Em relacdo ao apetite ao sodio, apds a administracdo bilateral de moxonidina no
NPBL, verificamos um aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M em comparagdo ao tratamento
controle nos animais hipertensos, sem alteracdo da ingestdo de agua. Contudo, a moxonidina
no NPBL de animais normotensos ndo promoveu alteracdo da ingestdo de sédio induzida por
PH-RP. N&o houve diferenca na ingestdo de NaCl 0,3 M entre os animais SHR e HTZ
tratados com veiculo no NPBL, enquanto que estudo de Pereira-Derderian e colaboradores
(2010) mostrou que animais SHR apresentaram um maior apetite ao sddio induzido por PH-
RP do que outras linhagens normotensas (Wistar Kyoto -WKY e HTZ), (PEREIRA-
DERDERIAN et al., 2010).

O estudo de Pereira-Derderian e colaboradores (2010) também verificou que ap6s PH-
RP a atividade de renina plasmatica permanece elevada de modo semelhante entre os animais
HTZ e SHR, enquanto que a imunorreatividade a proteina c-Fos permaneceu elevada na
lamina terminal de todas as linhagens (WKY, HTZ e SHR), sendo este aumento mais
pronunciado no orgdo subfornical (SFO) de SHR. Ademais, a PH-RP induziu um aumento da

imunorreatividade a proteina c-Fos no NPBL de todas as linhagens quando comparado com a
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privacdo hidrica e condicdo controle de cada linhagem, (PEREIRA-DERDERIAN et al.,
2010). Assim sendo, a maior imunorreatividade a proteina c-Fos do SFO ap6s PH-RP em
SHR pode ser uma hipotese para explicar o fato do bloqueio dos mecanismos inibitérios do
NPBL com a administracdo de moxonidina ter produzido aumento da ingestdo de sodio
induzida por PH-RP apenas em animais hipertensos.

Por outro lado, é curioso o fato de que a moxonidina no NPBL de HTZ nédo tenha
alterado a ingestdo de sédio induzida por PH-RP. Estudos anteriores ja mostraram que
ativacdo de receptores adrenergicos o, cominjecdesbilaterais de moxonidina produz
umpotenteaumento da ingestdo de NaCl 0,3 M induzido desidratacdo extracelular
(ANDRADE et al., 2004; ANDRADE-FRANZE et al., 2010; CABRAL; ANDRADE, 2016),
desidratacédo intracelular (ANDRADE et al., 2006; ANDRADE et al., 2012), e induzida por
privacdo alimentar (ANDRADE et al., 2007), sendo que esses efeitos da ativacdo de
receptoresadrenérgicos a, no NPBL sobre a ingestdo de sddiondosaodevido a uma facilitacdo
ndoespecifica de todos os comportamentos ingestivos, uma vezque a ingestdo de solucdo de
sacaroseou a ingestdo de alimentondosdo alteradas pelas injecdesbilaterais de moxonidina no
NPBL (ANDRADE et al., 2004; ANDRADE et al., 2007).

O efeito anti-hipertensivo dos agonistas de receptores adrenérgicos
op/imidazolicos, como a clonidina e moxonidina, é atribuido a uma reducdo da atividade
simpatica produzida pela acdo central em receptores imidazolicos do bulbo ventrolateral
rostral (ERNSBERGER et al., 1993; HAXHIU et al., 1994; ERNSBERGER; HAXHIU,
1997). Além da inibicdo da atividade simpatica, esses agonistas apresentam efeitos diurético e
natriurético, (PENNER, S B; SMYTH, D D, 1994; PENNER, S. B.; SMYTH, D. D., 1994;
PENNER; SMYTH, 1995). Embora a moxonidina quando injetada no VL induz a diurese e
natriurese e inibe a ingestdo de agua e de sodio, ela ndo altera a pressdo arterial média (PAM)

e frequéncia cardiaca (FC), (PENNER, S B; SMYTH, D D, 1994; PENNER, S. B.; SMYTH,
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D. D., 1994; PENNER; SMYTH, 1995; NURMINEN et al., 1998; MENANI et al., 1999;
SUGAWARA et al., 1999; ANDRADE et al., 2003; DE OLIVEIRA; DE LUCA; MENANI,
2003; MOREIRA et al., 2004). Mas quando injetada em areas posteriores, como no 4°
ventriculo ou NTS comissural, o unico efeito conhecido da moxonidina € a reducdo da PAM e
FC, (NURMINEN et al., 1998; MOREIRA et al., 2007; TOTOLA et al., 2013).
Administracdo bilateral de moxonidina no NPBL aumentou os parametros de
excrecdo renal aos 120 min da fase do apetite ao sodio induzido por PH-RP apenas em SHR.
Como citado anteriormente, a ativagdo adrenérgica a, no NPBL de SHR promoveu um
aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M induzido por PH-RP, observado a partir dos 60 min do
inicio do teste do apetite ao sodio, resultando num balango positivo de sodio até o final do
experimento. Assim sendo, os efeitos da excrecdo renal observados ap6s a administracdo de
moxonidina no NPBL de SHR provavelmente sdo secundarios a ingestdo de NaCl 0,3 M e
agua durante a fazer de apetite ao sodio. Estudos prévios ja demonstraram que moxonidina
administrada no NPBL de animais normotensos aumenta o balan¢o de sédio, tanto em
situacOes de desidratacdo intra como extracelular (ANDRADE et al., 2012; CABRAL,;
ANDRADE, 2016). Esses mesmos trabalhos mostraram que moxonidina no NPBL de animais
normotensos diminuiu a diurese e natriurese, bem como os niveis plasmaticos de ocitocina e
vasopressina induzidos por aumento de osmolaridade plasmatica (ANDRADE et al., 2012), e
também diminuiu a natriurese e diurese em ratos normotensos com desidratacdo extracelular
associado a reidratacdo (CABRAL; ANDRADE, 2016). Esses estudos prévios sugerem que a
ativacdo adrenérgica o, no NPBL de animais normotensos promove a ingestdo de sodio e
diminui as respostas renais, facilitando assim a retencdo de sédio e agua a expansdo de
volume circulante (ANDRADE et al., 2012; CABRAL; ANDRADE, 2016). Contudo, ainda

ndo podemos afirmar o mesmo sobre os efeitos da moxonidina no NPBL em SHR, uma vez
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que ndo avaliamos os parametros renais na auséncia de bebedouros para ingestdo de NaCl 0,3
M e agua.

Nossos resultados também mostram que a administracdo bilateral de moxonidina
no NPBL de animais SHR nao altera a PAM e FC basais, nem as respostas ao teste do
barorreflexo. Também verificamos que assim como em estudo prévio (PEREIRA-
DERDERIAN et al., 2010), o protocolo de PH-RP n&o alterou os valores de PAM e FC em
SHR, e que a moxonidina injetada bilateralmente no NPBL nesse periodo também néo
promoveu alteracGes da PAM e FC. Em animais normotensos, a administracdo de moxonidina
agudamente também ndo altera a PAM e FC basais em animais saciados nem em animais com
desidratacdo extracelular (ANDRADE et al., 2004). Por outro lado, em animais normotensos
com desidratacdo extracelular com ou sem acesso a solucdo de NaCl 0,3 M e agua para
ingestdo, a moxonidina promoveu um discreto aumento da PAM apds 30 min de sua
administracdo no NPBL em comparacdo a administracdo de veiculo (CABRAL; ANDRADE,
2016). Sendo assim, o aumento da ingestdo de NaCl hiperténico induzido por PH-RP ap6s as
injecBes de moxonidina no NPBL de animais SHR também ndo é devido as mudangas na
pressdo arterial.

Os receptores adrenérgicos o, Sa0 encontrados no sistema nervoso central e
periférico, e tém localizacdo tanto pré- quanto pés-sinaptica, (FRENCH, 1995). Os receptores
adrenérgicos o, estdo acoplados a proteina G e suas funcGes sdo mediadas pelas proteinas
GilG,. Os receptores adrenérgicos o, estdo negativamente acoplados a adenilato ciclase e o
efeito inibitorio é mediado por meio da inibi¢cdo da producdo de AMP ciclico, (BYLUND,
1995). O nucleo parabraquial exibe uma distinta distribuicdo de sitios de ligacdo adrenérgicos
ap, sendo que a porcgdo externa do NPBL € uma das areas que apresenta o maior nimero de
sitios de ligagdo (HERBERT; FLUGGE, 1995). Outro estudo também verificou densos

depdsitos de produtos de imunorreatividade para o subtipo A do receptor adrenérgico o, em
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diversas areas do SNC de ratos, dentre elas varios nlcleos da amigdala, locus coeruleus e
NPBL, (TALLEY et al., 1996). Os receptores o, também apresentam uma distribuicéo e
densidade diferentes no NTS de SHR e no estagio pré hipertensivo dos mesmos, sugerindo
uma insuficiéncia precoce dos receptores ap,que pode estar relacionado ao desenvolvimento
da hipertenséo arterial (CARRETTIERO; FERRARI; FIOR-CHADI, 2012). Além disso, 0s
niveis de dopamina sdo maiores no NPBL e ndcleo motor dorsal em SHR quando comparado
com linhagens normotensas (WKY e Wistar). Isso sugere que a dopamina possa agir como
um neurotransmissor e nao apenas como um precursor da noradrenalina, no complexo dorso
vagal (FELTEN; WEYHENMEYER; FELTEN, 1984).

Inimeros estudos ja mostraram que o NPBL possui conexdes reciprocas comareas
prosencefélicas, taiscomo o nucleo paraventricular do hipotalamo, nucleocentral da amigdala
e nucleo pré-éptico mediano, e tambémcomareas bulbares, como a area postrema (AP) e a
porcdomedial do ndcleo do tratosolitario (NTSm), (NORGREN, 1981; CIRIELLO;
LAWRENCE; PITTMAN, 1984; FULWILER; SAPER, 1984; LANCA; VAN DER KOOQY,
1985; HERBERT; MOGA,; SAPER, 1990; KRUKOFF; HARRIS; JHAMANDAS, 1993;
JHAMANDAS et al., 1996). Além disso, outros estudos ja demonstraram que ocorre uma
ativacdo neuronal do NPBL ap6s a ingestdo de solucdes salgadas emanimais desidratados
ouemratosque receberam sobrecarga intragastrica de NaCl hipertonico, (KOBASHI et al.,
1993; YAMAMOTO et al., 1993; FRANCHINI; VIVAS, 1999), sugerindo que as células
deste nacleo possam recebersinais inibitdrios viscerais e de sabor. Sendo assim, 0 NPBL pode
receber e integrarsinais viscerais e de saborque ascendem da AP/NTSm emdirecdo as areas
prosencefalicas envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico.

No NPBL, diferentes neurotransmissores e receptores afetam a atividade dos
mecanismos inibitorios do NPBL. A serotonina, colecistocinina (CCK), fator liberador de

corticotrofina (CRF) e glutamato atuam no NPBL ativando mecanismos inibitérios e
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reduzindo a ingestdo de sodio e ocasionalmente de agua (MENANI; THUNHORST;
JOHNSON, 1996; MENANI; JOHNSON, 1998; DE CASTRO E SILVA; FREGONEZE;
JOHNSON, 2006; DE GOBBI et al., 2009). Por outro lado, ativacdo de receptores
adrenérgicos o, receptores opidides, GABAEérgicos, ou purinérgicos reduz a atividade dos
mecanismos inibitérios aumentando a ingestdo de sédio ou até mesmo desencadeando
ingestdo ndo estimulada de s6dio(ANDRADE et al., 2004; CALLERA et al., 2005; DE
OLIVEIRA; DE LUCA; MENANI, 2008; GASPARINI et al., 2009).

No presente estudo foi demonstrado que a reducgéo da atividade dos mecanismos
inibitérios do NPBL pela ativagdo dos receptores adrenérgicos a, nessa area ndo alterou a
ingestdo de NaCl 0,3 M em SHR normoidratados. Por outro lado, a ativacdo dos receptores
adrenérgicos o, no NPBL aumenta o apetite ao sédio induzido por privagdo hidrica seguida de
reidratacdo parcial em animais SHR, sem alterac6es dos parametros cardiovasculares. Assim
sendo,podemos sugerir que os mecanismos inibitérios do NPBL ndo estdo atenuados em
animais SHR, ou seja, 0s mecanismos inibitorios do NPBL contribuem para limitar a ingestao

de sédio induzida por desidratacdo também em animais espontaneamente hipertensos.
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5) CONCLUSAO

Em suma, o presente estudo demonstrou que a ativacdo dos receptores
adrenérgicos a; no NPBL aumenta o apetite ao sodio induzido por privacao hidrica seguida de
reidratacdo parcial em animais SHR. Essa alteracdo na ingestdo de sodio ndo seria devido a
queda de PAM, pois ndo houve alteracdo dos parametros cardiovasculares destes animais
normoidratados ou apds privacdo hidrica. Portanto, podemos concluir que 0s mecanismos
inibitérios do NPBL contribuem para limitar a ingestdo de sodio também em animais

espontaneamente hipertensos em modelo de desidratacao dupla.
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