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RESUMO

A ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M ¢ fortemente inibida pela ativacdo de receptores
adrenérgicos o, com clonidina ou moxonidina (agonistas de receptores adrenérgicos
oo/imidazolicos) injetadas perifericamente ou em éareas prosencefélicas, ou pela serotonina e
colecistocinina no nucleo parabraquial lateral (NPBL), estrutura bilateral localizada na ponte.
Neurdnios serotoninérgicos e catecolaminérgicos estdo presentes nas projecdes da area
postrema e nucleo do trato solitario para o NPBL e a presenca de receptores adrenérgicos o,
no NPBL ja foi demonstrada. O objetivo do presente estudo foi investigar o possivel
envolvimento dos receptores adrenérgicos o, do NPBL no controle da ingestao de dgua e de
NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com furosemida (FURO, 10 mg/kg de peso corporal) +
captopril (CAP, 5 mg/kg de peso corporal) subcutaneamente e durante desidratacdo celular,
induzida pela sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (2 ml). Além disso, também foi
investigada a possivel interagdo entre os receptores adrenérgicos o, € 0S mecanismos
serotoninérgicos, GABAérgicos e opioidérgicos do NPBL no controle da ingestdo de dgua de
NaCl 0,3 M. Foram usados ratos Holtzman com céanulas implantadas bilateralmente em
direcdo ao NPBL. Contrariamente aos efeitos produzidos pelas injecdes prosencefélicas, as
injecdes de moxonidina (0,1; 0,5 e 1,0 nmol/0,2 pl) produziram um forte e surpreendente
aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP, ¢ um pequeno aumento da
ingestao de agua, sem alteragdes cardiovasculares e da expressdao da proteina c-fos em areas
prosencefalicas envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico. Injecdes prévias de RX
821002 (antagonista de receptores adrenérgicos o, 10 € 20 nmol/0,2 pl) aboliram o efeito da
moxonidina (0,5 nmol) sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M. Em ratos previamente tratados com
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M, as inje¢des bilaterais de moxonidina no NPBL

induziram uma forte ingestdo de NaCl 0,3 M, sem alterar a ingestdo de agua. Injegdes de



moxonidina no NPBL ndo alteram a ingestdo de sodio e de 4gua em animais saciados. A
ativacao de receptores adrenérgicos o, no NPBL inibiu os efeitos da ativagdo do mecanismo
serotoninérgico inibitdrio do NPBL. O aumento da ingestdo de sodio produzido pela ativagao
de receptores adrenérgicos o, no NPBL foi parcialmente dependente de mecanismos
GABA¢érgicos e opioidérgicos do NPBL. O bloqueio de receptores serotoninérgicos no
NPBL promoveu aumento das respostas hedonicas a infusdo intra-oral ao so6dio hipertonico
em animais desidratados. Em conclusdo, os prévios e presentes resultados indicam papéis
opostos para os receptores adrenérgicos o, no controle da ingestdo e de dgua de acordo com
sua distribui¢cdo no cérebro do rato. A ativacdo de receptores adrenérgicos o, no NPBL
promove um potente aumento da ingestao de sodio em condi¢des de desidratacao extracelular
ou intracelular. Os efeitos da ativagdo dos receptores adrenérgicos o, do NPBL
possivelmente se devem ao bloqueio dos mecanismos serotoninérgicos inibitoérios do NPBL e
pelo menos parte dos efeitos também depende de uma interacdo com mecanismos
GABA¢érgicos e opioidérgicos do NPBL. Finalmente, os receptores serotoninérgicos do

NPBL podem estar envolvidos na modulagdo da palatabilidade ao sddio hipertonico.



ABSTRACT

Water and NaCl intake is strongly inhibited by the activation of o,-adrenergic
receptors with clonidine or moxonidine (o-adrenergic/imidazoline agonists) injected
peripherally or into the forebrain and by serotonin and cholecystokinin into the lateral
parabrachial nucleus (LPBN), a pontine structure. Serotonergic and cathecolaminergic
neurons are present in the projection from AP/NTS to the LPBN and the presence of o;-
adrenergic sites in the LPBN has been shown. The aim of the present study was to investigate
the possible involvement of a,-adrenergic receptors of the LPBN in the control of water and
0.3 M NacCl intake induced by the treatment with subcutaneous furosemide (FURO, 10 mg/kg
of body weight) + captopril (CAP, 5 mg/kg of body weight) and also during cellular
dehydration induced by intragastric 2 M NaCl load (2 ml). In addition, the possible interaction
between a-adrenergic receptors and serotoninergic, GABAergic or opioidergic mechanisms
in the LPBN to control of water and 0.3 M NaCl intake was also investigated. Male Holtzman
rats with cannulas implanted bilaterally in the LPBN were used. Contrary to forebrain
injections, bilateral LPBN injections of moxonidine produced a strong and surprising increase
in FURO + CAP-induced 0.3 M NaCl intake and a small increase in water intake, without
change mean arterial pressure and heart rate or FURO + CAP-induced c-fos expression in
forebrain areas related to the control of fluid-electrolyte balance. Prior injections of RX
821002 (ap-adrenergic antagonist, 10 and 20 nmol/0.2 pl) abolished the effect of moxonidine
(0.5 nmol) on 0.3 M NaCl intake. Bilateral injections of moxonidine (0.5 nmol/0.2 pl) into the
LPBN also induced a strong ingestion of 0.3 M NaCl intake, without changing water intake in
rats with increased plasma osmolarity. However, moxonidine into the LPBN in satiated rats
not treated with 2 M NaCl produced no change on 0.3 M NaCl intake. The activation of the

LPBN oa»-adrenoceptors inhibited the LPBN serotonergic inhibitory mechanism involved in



the control of water and NaCl intake, and the increase in FURO+CAP-induced sodium intake
produced by the activation of the ap-adrenergic receptors in the LPBN was partially
dependent on GABAergic or opioidergic mechanisms in the LPBN. In rats submitted to the
taste reactivity test to oral infusions of a 0.3 M sodium solution, the blockage serotonergic
receptors into the LPBN enhanced positive hedonic taste reactivity patterns. In conclusion,
previous and present results indicate opposite roles for a,-adrenergic receptors in the control
of sodium and water intake according to their distribution in the rat brain. The o,-adrenergic
activation into the LPBN produces a potent increase in hypertonic sodium intake during
extracellular and cellular dehydration. These effects of on-adrenergic activation into the
LPBN is possibly due to the inhibitory serotoninergic mechanisms blockage into the LPBN
and at least part of these effects is also dependent of an interaction with GABAergic and
opioidergic mechanisms into the same area. Finally, the blockade of serotonergic receptors in
the LPBN can enhance sodium palatability thus contributing to the increase in sodium intake

during cell dehydration.
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1- INTRODUCAO

Regulacio neuroendodcrina da ingestao de agua e sodio

A regulagdo precisa do volume dos liquidos corporais e da osmolaridade plasmatica ¢é
fundamental para a sobrevivéncia das células. A 4agua é responsavel por cerca de 60 % do
peso corporal, estando dois tercos da agua no compartimento intracelular e um ter¢co no
compartimento extracelular. O sédio (Na') é um importante constituinte do compartimento
extracelular ¢ o maior determinante da osmolaridade, assim como do volume do liquido
extracelular. Portanto, a quantia de sddio nos liquidos corporais deve ser mantida dentro de
estreitos limites de variagdo para assegurar um funcionamento ideal de inimeros processos
fisiologicos. A sede, sensagdo da necessidade de agua, ¢ um mecanismo de defesa do
organismo para aumentar o consumo de agua em resposta a percep¢do das deficiéncias dos
liquidos corporais, e a ingestdo de NaCl, também chamada de apetite ao so6dio, contribui para
repor as necessidades de NaCl do organismo ( FITZSIMONS, 1998).

Normalmente, mais agua ¢ soédio sdo ingeridos do que o necessario para a
sobrevivéncia. As sociedades ocidentais ingerem uma quantidade de sédio na dieta acima do
necessario, € esse excesso pode estar associado a doengas, como por exemplo, a hipertensdo.
O excesso ¢ excretado, e a regulacdo dos liquidos corporais ¢ feita por mecanismos renais.
Contudo, mecanismos que asseguram a ingestdo continuada dessas substancias sao
fundamentais para a regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico. Um aumento na osmolaridade
plasmatica cerca de 2% e hipovolemia em torno de 10% causam sede em humanos
(FITZSIMONS, 1985). Em relacao a ingestdo de sodio, varios estudos mostram aumento da
preferéncia ao s6dio em humanos submetidos a diversas situagdes em que o balanco hidro-

mineral estd alterado, como por exemplo, administracdo de diuréticos acompanhada de dieta
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hipossodica, privagcdo hidrica mais sudorese, hemodialise e gestagio (BEAUCHAMP et al.,
1990; TAKAMATA et al., 1994; LESHEM & RUDOY, 1997; DUFFY et al., 1998).

Quando a concentragdo extracelular de sdédio aumenta, ha um aumento na pressao
osmotica efetiva do compartimento extracelular, promovendo uma redug¢do do volume de
agua das células, caracterizando assim a “desidratacdo intracelular”. A desidratagdo pode ser
absoluta quando ha perda de 4gua dos compartimentos celular e extracelular, como acontece
na privagdo de agua, ou relativa se existir apenas uma perda de agua celular, que se difunde
para o liquido extracelular, como ocorre, por exemplo, na ingestdo ou sobrecarga de solutos
osmoticamente ativos. Em situagdes como hemorragia, diarréia, vomito, deplecdo de sddio,
etc, ocorre redu¢do unicamente do volume do liquido extracelular, caracterizando assim a
“desidratagdo extracelular”. E importante destacar que nessa situagio hd uma perda conjunta
de agua e de sodio, e por isso ela é geralmente acompanhada de comportamento apetitivo ao
sodio. Embora os dois tipos de desidratacdo sejam experimentalmente e clinicamente
separaveis, ¢ comum a ocorréncia simultinea de ambas, principalmente durante privagao
hidrica (DE LUCA JR et al., 2005).

O comportamento de ingestdo ¢ a Unica forma pela qual um animal pode repor as
perdas de agua e NaCl. A ingestdo de agua e NaCl ¢ regulada por mecanismos ativados em
situacdes de hipovolemia ou alteragdes de osmolaridade plasmatica e depende de receptores
localizados em diferentes partes do corpo (por exemplo, barorreceptores e osmorreceptores)
ou hormonios (angiotensina II e aldosterona) que ativam algumas regides cerebrais
especificas, desencadeando as respostas comportamentais de busca pela agua e NaCl,
(JOHNSON & THUNHORST, 1997).

Um pequeno aumento de 1 — 2% na pressdo osmotica efetiva do plasma resulta na
estimulacdo da sede em mamiferos. H4 mais de 25 anos, um papel importante do tecido

localizado ao redor da porcdo anterior do terceiro ventriculo nos mecanismos da sede foi
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evidenciado ao se demonstrar que a ablacao da regido antero ventral do terceiro ventriculo
(AV3V) de carneiros e ratos causava adipsia permanente, (ANDERSSON, 1978; JOHNSON
et al., 1996). Em estudos subseqiientes, novas evidéncias confirmaram que no o6rgao
vasculoso da lamina ternimal (OVLT) e no 6rgio subfornical (SFO) provavelmente estao
localizados os osmorreceptores. O SFO e o OVLT sdo dois 6rgdos circunventriculares que se
situam fora da barreira hematoencefalica, e estdo situados na lamina terminal. Trabalhos
eletrofisiologicos e imunohistoquimicos sugerem que os neurdénios dos 0Orgdos
circunventriculares sdo ativados através de suas células soédio e angiotensina II-sensiveis,
durante uma deficiéncia aguda de soédio corporal (VIVAS et al., 1990; VIVAS et al., 1995;
PASTUSKOVAS & VIVAS, 1997). O nucleo pré-optico mediano (MnPO), o qual também
faz parte da regido AV3V, recebe aferéncias dos neurdnios do SFO e OVLT e pode integrar
sinais neurais vindos desses Orgdos circunventriculares com as informagdes sensoriais
viscerais vindas do tronco cerebral (MCKINLEY & JOHNSON, 2004).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona ¢ um importante sistema hormonal ativado
em situagdes de hipovolemia. A renina, uma enzima proteolitica, atua sobre o substrato
plasmatico, o angiotensinogénio (uma proteina globular sintetizada no figado), produzindo
um decapeptideo, a angiotensina I (ANG I). A ANG I sob a agdo da enzima conversora da
angiotensina (ECA) localizada especialmente nos endotélios da circulagdo pulmonar, produz
um octapeptideo ativo, identificado como angiotensina II (ANG II). Atualmente, sabe-se que
a fonte de renina ¢ o aparelho justaglomerular renal, e que as células da macula densa também
exercem importante funcdo no controle da secre¢do da renina. Fatores como redugdo da
pressao de perfusdo arterial renal, redugdo da concentracdo do ion sédio para a macula densa,
aumento da atividade do nervo renal, ativagdo dos receptores do subtipo B; adrenérgicos,
catecolaminas ou prostaglandinas circulante, ativam a secrecdo de renina (FITZSIMONS,

1998).
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Estudos classicos de Fitzsimons e colaboradores (para revisao vide FITZSIMONS,
1998) foram os primeiros a demonstrar que a renina ¢ seu peptideo efetor ANG II eram
efetivos como estimulos dipsogénicos. Além de estimular a ingestdo de agua e de sodio, a
ANG II apresenta outras fungoes fisiologicas, como regulagdo da pressdo arterial, excreg¢ao de
sodio, e a secre¢ao de vasopressina, podendo ter também importantes fungdes no aprendizado
e memoria (FITZSIMONS, 1998). Receptores centrais para agoes da ANG II ja foram
demonstrados em diversas areas cerebrais como 6rgao subfornical, 6rgdo vasculoso da lamina
terminal, nicleo paraventricular, niicleo pré-optico mediano, area postrema e nucleo do trato
solitario, (LEWIS et al., 1986; MCKINLEY et al., 1987; ALLEN et al., 1988). Dos varios
receptores de ANG II (existem pelo menos quatro) os mais importantes para seu efeito
dipsogénico sdo os receptores AT, presentes em Orgdos cincunventriculares prosencefalicos,
tais como SFO e OVLT, podendo haver também alguma participacdo de receptores AT,
(FITZSIMONS, 1998).

A aldosterona, um mineralcorticoide, também tem papel fundamental na conservacao
de sodio no organismo, e ¢ o sinal endocrino final do sistema renina-angiotensina-aldosterona.
A secrecdo de aldosterona pela zona fasciculada da adrenal é regulada pela ANG II e
concentragdo extracelular de potdssio. A aldosterona atua nos ductos coletores renais e colon
para regular a (re)absorcao de sédio e secrecdo de potassio (BOOTH et al., 2002). Atuando no
SNC, em areas como no nucleo central da amigdala, a aldosterona induz aumento do apetite
ao sodio (GALAVERNA et al., 1991; SAKAI et al., 1996).

Variagdes no volume e na osmolaridade plasmatica desencadeiam alteragdes nos
niveis plasmaticos de vasopressina, ocitocina e peptideo natriurético atrial (ANP). Os
neurdnios responsaveis pela sintese e liberagdo de vasopressina e ocitocina localizan-se no
nucleo paraventricular (PVN) e nucleo supra-optico (SON), tendo uma predominéncia de

neurdnios de ocitocina no PVN e neur6nios vasopressinérgicos no SON [para revisdo vide
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(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004)]. A vasopressina (AVP), também conhecida como
horménio antidiurético (ADH), desempenha importante fung¢do na homeostase hidrica,
atuando diretamente no nas células renais responsaveis pela reabsorcdo de agua livre,
conservando dgua corporal. Verney (1947) originalmente demonstrou que a liberacdo de AVP
na circulagdo sanguinea ¢ estimulada pela ativagdo dos osmorreceptores (VERNEY, 1947). A
liberagdo de AVP também ¢ estimulada pela hipovolemia e queda na pressao arterial.

Em situagdes de expansdo do volume ou aumento da osmolaridade plasmatica ocorre a
liberagdo do peptideo natriurético atrial (ANP), um peptideo de 28 aminoacidos, sintetizado
principalmente nos midcitos atriais. O ANP participa da manutengdo do volume por produzir
diurese, natriurese ¢ vasodilatagdo (DE BOLD et al., 1981). O ANP também inibe a agdo
vasoconstritora da ANG II, AVP (vasopressina) e noradrenalina (BAXTER et al., 1988).
Administragdo central ou periférica de ANP reduz a ingestdo de agua (induzida por privacao
hidrica) e de sodio (induzida por deplecao de sédio), (ANTUNES-RODRIGUES et al., 1985;
ANTUNES-RODRIGUES et al., 1986; MCCANN et al., 1996).

A ocitocina (OT) ¢ secretada na circulagdo sanguinea durante expansido de volume,
particularmente durante expansdo hipertdnica, ¢ tem ac¢do natriurética, um mecanisSmo
importante para compensar ou pelo menos atenuar essa expansdo (MCCANN et al., 2003).
Complementando a agdo renal, esse hormonio também inibe a sede e o apetite ao sodio. A
ocitocina plasmatica aumenta em resposta a uma carga osmotica e este aumento & revertido
em resposta a dilui¢ao do liquido extracelular durante a ingestao de dgua que precede o apetite
ao so6dio em animais hipovolémicos (VERBALIS et al., 1995; BLACKBURN et al., 1995).
Inje¢do intracerebroventricular de ocitocina reduz a ingestao de sédio induzida por deplegao
de sodio e a inje¢do de antagonista de ocitocina pela mesma via potencia a ingestdo de sodio
induzida por angiotensina II (VERBALIS et al, 1995; SATO et al, 1997).

Concomitantemente a ativacdo de mecanismos facilitadores do apetite ao sodio (ANG II,
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aldosterona, desativacdo de receptores de volume), a ocitocina central participa dos
mecanismos que inibem o apetite ao s6dio nas fases iniciais de hipovolemia. Os mecanismos
inibitorios seriam desativados durante a reducdo da osmolaridade extracelular, liberando entdo
a acao dos mecanismos facilitadores (VERBALIS et al., 1995; BLACKBURN et al., 1995).

Pesquisas pioneiras com lesdo ou estimulacdo seletiva de areas cerebrais foram
importantes para se identificar como algumas areas prosencefalicas estdo envolvidas com a
produgdo ou inibi¢do da sede e do apetite ao sddio. A ativacdo elétrica do hipotalamo lateral
induz sede que pode ser aumentada ou suprimida pela estimulagdo elétrica do dorso da éarea
septal e do nucleo leito da estria terminal, respectivamente (MOGENSON, 1975). Os
resultados de varios estudos com lesdo seletiva sugeriram uma hierarquia entre as trés areas
limbicas no controle do apetite ao sddio, com o hipotalamo - médio basal, ativador; lateral
anterior, inibidor - exercendo as principais fungdes, sendo estas moduladas pela area septal e
amigdala, com a ac¢do da segunda se sobrepondo a da terceira (COVIAN et al., 1975).

O modelo atual da agdo dipsogé€nica da angiotensina II admite que a quantidade
aumentada do hormdnio circulante em resposta a uma hipovolemia se difunda para o espago
extracelular parenquimal ativando neurénios do SFO, que entio se projetam formando a
primeira estagdo sinaptica em estruturas com barreira hematoencefalica como, por exemplo,
no MnPO, de onde partem sinais em direcdo aos circuitos neurais que comandam a ingestao
de agua (OLDFIELD & MCKINLEY, 1995; JOHNSON & THUNHORST, 1997;
MCKINLEY et al., 2001; MCKINLEY & JOHNSON, 2004). A ablacdo combinada de ambos
SFO e OVLT deixando apenas uma parte do MnPO intacta, reduz, mas ndo abole a ingestdo
de agua induzida osmoticamente, (MCKINLEY et al., 1999). Esses dados sugerem que os
neurdénicos do MnPO podem ser sensiveis a osmolaridade também ou que eles recebem

informagdo relacionadas a osmolaridade vindas de outras partes do cérebro [por exemplo, a
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area postrema (AP)] ou do corpo (por exemplo, sistema porta hepatico), (MCKINLEY &
JOHNSON, 2004).

Além dos fatores humorais (osmolaridade, concentracdo de sodio, hormdnios) agindo
em areas prosencefalicas e nos circuitos que facilitam a ingestdo de agua e de sddio,
informagdes dos barorreceptores arteriais, receptores de volume e receptores de baixa pressao
chegam ao tronco cerebral e também contribuem para controlar a ingestdo de agua e sédio,
(JOHNSON & THUNHORST, 1997).

Assim como 0s mecanismos excitatorios, os mecanismos inibitoérios também sio
importantes no controle da ingestdo de dgua e sédio. Um mecanismo inibitério da ingestao de
agua e de sédio presente em areas prosencefalicas envolve os receptores adrenérgicos a,. No
tronco cerebral, um importante mecanismo inibitoério para o controle da ingestdo de dgua e
especialmente de soédio foi descrito recentemente no nucleo parabraquial lateral. Esses

mecanismos inibitorios sdo descritos a seguir.

Receptores adrenérgicos a,/imidazolicos no controle da ingestio de agua e sodio

Na década de setenta foi sugerido que a acdo dipsogénica da angiotensina II dependia
de sua interagdo com catecolaminas cerebrais, particularmente dopamina e noradrenalina
(para revisao vide DE LUCA JR et al., 1994; FITZSIMONS, 1998). Essa sugestdo provém de
estudos utilizando a aplicagdo intracerebral de toxina especifica para neurdnios
catecolaminérgicos, que diminui a ingestdo de agua induzida por angiotensina II, e essa
inibigdo ¢ revertida pela inje¢do central de noradrenalina. O uso de antagonistas adrenérgicos
especificos mostra que a noradrenalina age em adrenoceptores a; prosencefalicos para mediar
a ac¢ao dipsogénica da angiotensina Il (BARBOSA et al., 1995). Entretanto, ¢ curioso ressaltar
que a inje¢do direta de noradrenalina em areas prosencefalicas tipicamente reduz de forma

dose-dependente tanto a ingestdo de 4gua como a de so6dio, mas ndo a ingestdo de alimento
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(SUGAWARA et al., 1999). Assim, tem sido sugerido que a noradrenalina tem um papel
duplo no controle da ingestao de agua e de sodio (DE LUCA JR et al., 1994; DE LUCA JR et
al., 2005).

A agdo inibidora da noradrenalina envolve outra classe de receptores, os receptores
adrenérgicos o,. Ha mais de 3 décadas foram demonstradas evidéncias da participacdo dos
receptores adrenérgicos o, centrais na inibicdo da sede, e mais recentemente do apetite ao
sodio. Os agonistas de receptores adrenérgicos on/imidazélicos, como a clonidina ¢ a
moxonidina, sdo os mais eficientes para inibir a ingestdo de dgua e sodio induzida por
diferentes estimulos (LE DOUAREC et al., 1971; FREGLY et al., 1981; FREGLY et al.,
1984a; FREGLY et al., 1984b; FERRARI et al., 1990; CALLERA et al., 1993; DE PAULA et
al., 1996; DE LUCA JR & MENANI, 1997; MENANI et al., 1999).

Le Douarec e colaboradores demonstraram o efeito antidipsogénico da clonidina
administrada perifericamente em ratos privados de agua (LE DOUAREC et al., 1971).
Injegdes centrais ou periféricas de clonidina reduzem a ingestdo de 4gua induzida pela
administracdo periférica de salina hipertonica, ANG II ou desidratacdo, (FREGLY et al.,
1981; FREGLY et al., 1984a; FREGLY et al., 1984b). A clonidina injetada diretamente em
areas cerebrais como o hipotdlamo lateral, area pré-Optica e area septal média (ASM)
produziu uma inibi¢do da ingestdo de dgua induzida por diferentes estimulos (FERRARI et
al., 1990; LEITE et al., 1992; CALLERA et al., 1993). Mais recentemente, outros estudos
mostraram que além de inibir a ingestdo de dgua, a clonidina atuando centralmente ¢ um
potente inibidor da ingestdo de sddio (DE PAULA et al., 1996; DE LUCA JR & MENANI,
1997; YADA et al., 1997a; YADA et al., 1997b). O pré-tratamento central com ioimbina
(antagonista de receptores adrenérgicos receptores o) reduz o efeito antidipsogénico da
clonidina (FREGLY et al., 1984a) e o pré-tratamento com idazoxan, um antagonista de

receptores adrenérgicos a, ¢ imidazolicos, reduz os efeitos inibitérios da clonidina sobre a
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ingestdo de agua e sodio (YADA et al., 1997b), sugerindo a participagao dos receptores
adrenérgicos receptores o, nos efeitos da clonidina.

A inibi¢do da ingestdo de dgua ou sodio hipertdonico também foi demonstrada com
injegdes de moxonidina, outro agonista de receptores adrenérgicos o, e imidazolicos, no
ventriculo lateral (VL) e area septal medial (MENANI et al., 1999; DE OLIVEIRA et al.,
2003; ANDRADE et al., 2003). O pré-tratamento com injegdes intracerebroventriculares (icv)
de RX 821002 (antagonista de receptores adrenérgicos o) aboliu os efeitos inibitérios da
moxonidina sobre a ingestdo de agua induzida por ANG II (MENANI et al., 1999). Inje¢oes
de RX 821002 e ioimbina (antagonista de receptores adrenérgicos o) aboliram o efeito
inibitério da moxonidina sobre a ingestdo de sodio induzida por deplecdo de sédio (DE
OLIVEIRA et al., 2003). Esses resultados sugerem a participacao dos receptores adrenérgicos
o nos efeitos inibitorios da moxonidina sobre a ingestao de dgua e sodio.

A noradrenalina, um ligante endégeno sem caracteristica imidazodlica, injetada icv
também inibe a ingestdo de 4gua e de sddio, um efeito antagonizado pelo pré-tratamento com
idazoxan, um antagonista de receptores adrenérgicos o, € imidazolicos (SUGAWARA et al.,
1999), confirmando a participagdo dos receptores adrenérgicos a, localizados em areas
prosencefilicas na inibicdo da ingestdo de agua e de sédio.

O efeito anti-hipertensivo dos agonistas de receptores adrenérgicos o/imidazolicos,
como a clonidina e moxonidina, ¢ atribuido a uma redugdo da atividade simpatica produzida
pela agdo central em receptores imidazolicos do bulbo ventrolateral rostral (ERNSBERGER
et al., 1993; HAXHIU et al., 1994; ERNSBERGER & HAXHIU, 1997). Além da inibigdo da
atividade simpatica, esses agonistas apresentam efeitos diurético e natriurético, (PENNER &
SMYTH, 1994a; PENNER & SMYTH, 1994b; PENNER & SMYTH, 1995). Embora a
moxonidina quando injetada no VL induz a diurese e natriurese e inibe a ingestdo de agua e

de sddio, ela ndo altera a pressao arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC), (PENNER
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& SMYTH, 1994a; PENNER & SMYTH, 1994b; PENNER & SMYTH, 1995; NURMINEN
et al., 1998; MENANI et al., 1999; SUGAWARA et al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2003;
ANDRADE et al., 2003; MOREIRA et al., 2004). Mas quando injetada em areas posteriores,
como no 4° ventriculo, o unico efeito conhecido da moxonidina ¢ a redu¢do da PAM e FC,
(NURMINEN et al., 1998; MOREIRA et al., 2004).

A presenca de receptores imidazoélicos ja foi demonstrada em vérias regides do SNC,
(RUGGIERO et al., 1998). A literatura tem enfatizado que os receptores adrenérgicos o, € 0s
receptores imidazolicos sdo estruturas independentes, (BOUSQUET et al., 1992; FRENCH,
1995; ERNSBERGER et al., 1995; REIS & PILETZ, 1997; BOUSQUET et al., 2003). De um
modo geral, as drogas que atuam simultaneamente nos dois receptores sao mais potentes para
produzir efeitos agonistas ou antagonistas sobre a inibicdo da ingestdo de dgua e de sddio.
Uma hipdtese para se entender esses resultados € se admitir que receptores adrenérgicos o €
imidazodlicos ndo sejam estruturas totalmente independentes funcionalmente. Haveria uma
interagdo complexa entre esses dois tipos de receptores e o efeito final dependeria de como a
droga injetada estaria atuando nesses dois receptores, (HIEBLE & RUFFOLO JR, 1995;
SUGAWARA et al., 2001).

Assim, agonistas especificos de receptores adrenérgicos a,, como a noradrenalina ou
mesmo a o-metilnoradrenalina, podem produzir efeitos semelhantes aos dos agonistas
adrenérgico/imidazélicos como clonidina ou moxonidina, mas para isso precisam ser
injetados em doses 5 a 10 vezes maiores. Ou seja, a ativagdo de receptores adrenérgicos o
isoladamente ndo ¢ tdo eficiente como a ativacdo simultdnea dos dois receptores. Por outro
lado, o bloqueio simultdneo dos dois receptores também seria muito mais eficaz para abolir os
efeitos dos agonistas. A limitagdo para se testar os diferentes aspectos dessa hipotese € a
inexisténcia, até hoje, de agonistas e antagonistas especificos de receptores imidazdlicos, uma

vez que todos tém pelo menos alguma afinidade pelos receptores adrenérgicos an. De
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qualquer modo, os prévios estudos confirmaram a participagao dos receptores adrenérgicos o,
localizados em areas prosencefilicas na inibi¢cdo da ingestdo de dgua e de soédio (FREGLY et
al., 1984a; DE PAULA et al., 1996; DE LUCA JR & MENANI, 1997; YADA et al., 1997a;

MENANI et al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2003).

Importancia do nicleo parabraquial lateral no controle da ingestao de s6dio e Agua

No tronco cerebral, um importante mecanismo inibitorio para o controle da ingestao de
agua e especialmente de sodio foi descrito para o nucleo parabraquial lateral (NPBL), uma
estrutura pontina que se situa dorsolateralmente ao pedinculo cerebelar superior,
(EDWARDS & JOHNSON, 1991; MENANI & JOHNSON, 1995; MENANI et al., 1996;
COLOMBARI et al., 1996; MENANI et al., 1998a; MENANI et al., 1998b; MENANI J V et
al., 2000). O NPBL também tem papel importante no controle respiratorio [para revisdo vide
(EZURE, 2004)], e regulacdo cardiovascular (WARD, 1988; HADE et al., 1988; BLAIR et
al., 2001; HAIBARA et al., 2002).

Os primeiros estudos mostraram que lesdo eletrolitica ou a lesdo neurotéxica (com
injecdo de acido iboténico) no NPBL em ratos levava a um aumento da ingestdo de agua
induzida pela administracdo central ou periférica de ANG II ou injecdo periférica de
isoproterenol (OHMAN & JOHNSON, 1986; OHMAN & JOHNSON, 1989; JOHNSON &
EDWARDS, 1990; EDWARDS & JOHNSON, 1991). Outros estudos tém mostrado que
injecdes bilaterais no NPBL de metisergida, um antagonista de receptores serotonérgicos,
aumenta a ingestdo de NaCl induzida pela ANG II administrada tanto icv quanto no 6rgao
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 inje¢ao
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de DOI (agonista de receptores 5-HT ;4,2c) no NPBL reduziu a ingestdo de NaCl induzida
pelo tratamento com furosemida + captopril subcutaneamente (sc), (MENANI et al., 1996).

O tratamento com o diurético furosemida (10 mg/kg de peso corporal) + o inibidor da
enzima conversora de angiotensina II captopril (5 mg/kg de peso corporal) sc induz uma
significante ingestdo de NaCl 0,3 M que se inicia num curto periodo de tempo (uma hora apos
o tratamento) devido a hipotensdo associada a um aumento da formagdo de ANG II no
cérebro (FITTS & MASSON, 1989; THUNHORST & JOHNSON, 1994; MENANI et al.,
1996). O tratamento com furosemida (FURQO) + captopril (CAP) sc induz a expressdo para c-
fos em estruturas como o 6rgdo subfornical (SFO), 6rgdo vasculoso da lamina terminal
(OVLT), nucleo pré-optico mediano (MnPO), nucleo supra-optico (SON), nucleo
paraventricular (PVN), AP, NPBL, e NTS rostral e caudal (THUNHORST et al., 1998).

Outros estudos tém mostrado que metisergida injetada no NPBL aumenta a ingestao
de 4dgua e NaCl hipertonico induzida por 24 horas de privacdo hidrica ou deplegdo de sodio
(FURO subcutaneamente seguida de 24 horas com dieta deficiente de so6dio), (MENANI et
al., 1998a; MENANI et al., 1998b). Recentemente, foi demonstrado que estes mecanismos
inibitorios serotonérgicos do NPBL também exercem forte influéncia inibitdria na ingestao de
NaCl 1,8% induzida pelo tratamento com desoxicorticosterona (DOCA), um composto
esterdide com propriedades semelhantes a aldosterona, (DE GOBBI et al., 2000). Além disso,
estudo de De Luca Jr e cols demonstrou que o bloqueio serotonérgico no NPBL combinado
com o aumento da osmolaridade plasmatica produzido por sobrecarga intragéstrica de NaCl
induz um aumento paradoxal da ingestdo de NaCl hipertonico além da ingestdo normal de
agua (DE LUCA JR et al., 2003). Além da serotonina, também a colecistocinina (CCK) no
NPBL tem um papel inibitorio na ingestdo de agua e sd6dio (MENANI & JOHNSON, 1998),
demonstrando-se inclusive uma interdependéncia e cooperatividade entre serotonina (5-HT) e

CCK no NPBL no controle da ingestio de agua e s6dio (DE GOBBI et al., 2001).
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Tanaka e colaboradores empregando a técnica de microdialise no NPBL estudaram a
liberagdo de serotonina e seu metabolito 5S-HIAA (&cido hidroxiindolacético) em ratos
tratados com FURO + CAP, com acesso ou ndo as buretas de sodio e de agua, (TANAKA et
al., 2004). Foi verificado que com a ingestdo de NaCl 1,8% e dgua, os niveis extracelulares de
5-HT e de 5-HIAA significativamente aumentaram no NPBL. Os niveis de 5-HT e de 5-
HIAA significativamente reduziram no NPBL nos animais tratados com FURO + CAP que
ndo tiveram acesso ao sodio e a agua. Isto ¢, em animais depletados de s6dio ocorre reducao
da liberagdo de 5-HT no NPBL, e a ingestdo de sédio e agua causam uma elevagdo na
concentragdo de 5-HT, que por sua vez restabelece a inibi¢do do comportamento de ingestao.

Outros estudos também ja demonstraram o papel inibitério do glutamato e do fator
liberador de corticotrofina na ingestdo de agua e sodio (XU et al., 1997, DE CASTRO E
SILVA et al., 2005). Mais recentemente ainda, foi demonstrado também o envolvimento dos
receptores GABAérgicos e receptores opioidérgicos do NPBL no controle da ingestdo de
sodio (OLIVEIRA et al., 2005; CALLERA et al., 2005). Inje¢des bilaterais de muscimol
(agonista GABA) no NPBL promove uma inducdo da ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos
saciados, € o prévio tratamento com bicuculina (antagonista de receptores GABA ) reverteu
esses efeito (CALLERA et al., 2005). Injecdes do agonista opidide B-endorfina no NPBL
também induzem ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos saciados e o pré-tratamento com o
antagonista opidide naloxona aboliu esse efeito, (OLIVEIRA et al., 2005).

A regido AP/NTSm recebe projegdes aferentes dos receptores de volume
(barorreceptores arteriais, cardiopulmonares), receptores gustatérios e outros receptores
viscerais (NORGREN, 1981) e estes receptores podem influenciar a ingestao de agua e sodio
(JOHNSON & THUNHORST, 1997). O NPBL recebe muitas fibras provenientes da area
postrema e porcdo adjacente do nucleo do trato solitario medial (AP/NTSm), (NORGREN,

1981; SHAPIRO & MISELIS, 1985) e a lesdo da AP/NTSm também produz efeitos
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semelhantes aos da lesdo do NPBL na ingestdo de agua (OHMAN & JOHNSON, 1989). O
NPBL também envia projecdes para as areas anteriores do cérebro envolvidas no controle
hidroeletrolitico, tais como oOrgdo subfornical, nucleo pré-optico mediano, nicleo
paraventricular hipotalamico e amigdala (CIRIELLO et al., 1984; JHAMANDAS et al., 1992;
KRUKOFF et al., 1993). Dessa forma, o NPBL pode ser uma regido de integra¢ao entre as
vias ascendentes vindas do NTSm e AP e as areas anteriores envolvidas no controle do
equilibrio hidroeletrolitico.

Além da importancia sobre o equilibrio hidroeletrolitico, o NPBL também esta
envolvido com a integracdo das informagdes dos receptores gustatorios. A sensagdes
gustatérias chegam ao cérebro por meio de trés principais vias: inervagdo vagal (X) da
faringe, inervagdo glossofaringea (IX) da parte posterior da lingua e inervagao facial (VII) da
parte anterior da lingua. E por meio desta Gltima que o sabor do sodio chega ao SNC
(FRANK et al., 1983). Seccao do ramo corda do timpano do nervo facial, mas ndo a sec¢ao do
nervo glossofaringeo, interrompe drasticamente a discriminacdo do NaCl de outros cloretos,
enquanto que a discriminagdo aos outros sabores permanece intacta, (BRESLIN et al., 1993).
As fibras do nervo corda do timpano terminam na porg¢ao rostral do nucleo do trato solitario
(NTS), (HAMILTON & NORGREN, 1984). Como revisado previamente (NORGREN,
1995), ha projegoes ascendentes do NTS para o ntcleo parabraquial (PBN), que por sua vez
envia sinais para regides talamicas, como o nucleo taldmico posteromedial ventral
parvocelular (VPMpc), a qual envia projegdes passando pela zona incerta até relevantes
regides corticais. Estudos com lesdes tentaram determinar a importancia de estruturas da via
gustatdria central para o aparecimento do apetite ao sddio. Lesdes realizadas tanto no NTS,
PBN ou VPMpc interromperam a mudanga na reagdo ao sabor observada em animais intactos
apos a deplecao de sodio, (FLYNN et al., 1991). Ja as lesdes do PBN e NTS, mas ndo do

talamo bloquearam a expressao comportamental do apetite ao sédio, observada em animais
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intactos ap6s a deplecao de sodio, (FLYNN et al., 1991). Esses estudos mostram que o nucleo
parabraquial contém a segunda estagdo sinaptica das aferéncias gustatérias no rato, e ¢é
importante na reatividade ao sabor ap6s a deplegdo de sodio.

Uma conexdao da AP/NTSm para o NPBL tem a serotonina como neurotransmissor,
(LANCA & VAN DER KOOY, 1985). Um grande numero de projecdoes do NTS e AP que se
dirigem ao NPBL também utilizam a adrenalina ou noradrenalina como neurotransmissores
(HERBERT & FLUGGE, 1995). Em um estudo utilizando-se técnicas de imunohistoquimica
para marcagdo de neurdnios com tirosina hidroxilase (TH) e serotonina (5-HT) da area
postrema, verificou-se que muitos neurénios apresentaram imunorreatividade positiva para
ambas TH e 5-HT e que mais de 40% desses neuronios duplamente marcados projetavam-se
para o nucleo parabraquial, (MICELI et al., 1987).

Herbert e Flugge (1995) em um estudo para avaliar a distribuicdo de receptores
adrenérgicos o, no nucleo parabraquial, utilizando-se como ligante o antagonista de
receptores adrenérgicos o, rauwolscina marcada com tritio, demonstraram que o ntcleo
parabraquial exibe uma distinta distribuicao de sitios de ligagdo adrenérgicos o, sendo que a
porcdo externa do NPBL ¢ uma das dreas que apresenta o maior numero de sitios de ligacao
(HERBERT & FLUGGE, 1995). Em outro estudo utilizando-se técnicas de
imunohistoquimica, foram observados densos depositos de produtos de imunorreatividade
para o subtipo A do receptor adrenérgico o, em diversas areas do SNC de ratos, dentre elas
varios nucleos da amigdala, locus coeruleus e NPBL, (TALLEY et al., 1996).

Os receptores adrenérgicos a,; sdo encontrados no sistema nervoso central e periférico,
e tém localizacdo tanto pré- quanto pos-sindptica, (FRENCH, 1995). No SNC, esses
receptores t€ém importante papel na regulagdo da liberagdo de neurotransmissores através de
autorreceptores localizados em terminais nervosos noradrenérgicos e de heteroceptores

localizados em outros tipos de neurdnios, como a serotonina. Os receptores adrenérgicos o
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estdo acoplados a proteina G e suas funcdes sdo mediadas pelas proteinas Gi/G,. Ha quatro
subtipos de receptores adrenérgicos a, farmacologicamente (2A, 2B, 2C, e 2D) e trés
geneticamente classificados (2A/D, 2B, e 2C). Todos os subtipos estdo negativamente
acoplados a adenilato ciclase e o efeito inibitorio ¢ mediado por meio da inibi¢do da produgdo
de AMP ciclico, (BYLUND, 1995).

A interagdo entre os receptores adrenérgicos o, prosencefdlicos e os receptores
serotoninérgicos do NPBL parece ndo existir. A ingestao de sddio produzida pela combinagao
de dose baixa de captopril com o diurético furosemida ¢ inibida pela injecdo do agonista
serotonérgico DOI no NPBL, mas essa inibi¢do ndo ¢ alterada pela injecao de idazoxan no
ventriculo lateral (MARGATHO et al., 2002). Por outro lado, a atividade espontanea do
talamo visceral foi quase abolida ap6s inje¢do do antagonista adrenérgico o, ioimbina no
nucleo parabraquial, enquanto que prazosin (antagonista de receptores adrenérgicos o.;) ou
propranolol (antagonista de receptores adrenérgicos ) ndo apresentaram efeito algum,
(SALEH & CECHETTO, 1994). Esses resultados sugerem que proje¢do do NPBL para areas
prosencefélicas parece ser mediada por receptores adrenérgicos o..

Considerando-se: a) os estudos demonstrando o envolvimento de receptores
adrenérgicos o, em areas prosencefalicas com a inibicdo da ingestdo de adgua e sodio; b) a
importincia de mecanismos inibitorios do NPBL para o controle da ingestdo de agua e sodio;
c) a presenga de vias catecolaminérgicas que se originam na AP/NTS em dire¢dao ao NPBL; d)
a existéncia de receptores adrenérgicos o, no NPBL, surge entdo a questdo se os receptores
adrenérgicos o, do NPBL teriam alguma participagdo sobre o controle da ingestdo de agua e
sodio. Para tanto, foi proposto investigar os possiveis efeitos de inje¢des bilaterais de
agonistas adrenérgicos a,/imidazdlicos (moxonidina e clonidina) e do agonista especifico de
receptores adrenérgicos o, (o-metilnoradrenalina) no NPBL, sobre a ingestdo de dgua e NaCl

induzida pelo tratamento combinando FURO + CAP sc em ratos. O possivel envolvimento
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dos receptores adrenérgicos o, sobre os efeitos da moxonidina e o-metilnoradrenalina foi
investigado pelo pré-tratamento no NPBL com RX 821002, um antagonista seletivo de
receptores adrenérgicos o, (CLARKE & HARRIS, 2002), que pode ser facilmente dissolvido
em um pequeno volume para ser injetado no NPBL. Adicionalmente, foi investigado se a
moxonidina poderia modificar a pressao arterial média e freqiiéncia cardiaca e também a
expressdo de proteina c-fos em areas prosencefalicas, como o SFO, PVN, SON, OVLT e
MnPO. Caso sejam observados efeitos apds a ativagao adrenérgica no NPBL, também seria
interessante investigar se ha alguma interacdo entre os receptores adrenérgicos e
serotonérgicos, GABA¢érgicos e opioidérgicos no NPBL, sobre o controle da ingestao de agua
e NaCl, assim como ja foi descrito para a 5-HT ¢ CCK.

Além de estudar o efeito dessas drogas injetadas no NPBL numa situacdo de
hipovolemia (tratamento com FURO + CAP), também foi investigado no presente estudo os
possiveis efeitos de injecdes de moxonidina no NPBL sobre a ingestdo de agua e sodio
induzida por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M. Esse tratamento induz uma desidratacao
intracelular, e portanto ingestdo de liquidos (FITZSIMONS, 1985), devido a uma elevacao de
cerca de 4 % da osmolaridade e concentragdo de sodio plasmatica (PEREIRA et al., 2002). Os
possiveis efeitos da moxonidina sobre outros comportamentos de ingestdo, como a ingestao
de alimento e sacarose, também foram investigados.

O teste de reacdo ao sabor desenvolvido por Grill and Norgren (GRILL &
NORGREN, 1978) avalia rea¢des afetivas espécie especificas (tal como protrusdo da lingua
ou abertura aversiva da boca), desencadeadas pelo estimulo do sabor diretamente infundido na
cavidade oral do rato, (GRILL & NORGREN, 1978). Essa metodologia foi utilizada
recentemente por Berridge e colaboradores (PECINA & BERRIDGE, 1996; SODERPALM &

BERRIDGE, 2000; SMITH & BERRIDGE, 2005; PECINA & BERRIDGE, 2005). Usando
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essa técnica, seria interessante também estudar os possiveis efeitos da ativagdo adrenérgica e

do bloqueio serotoninérgico do NPBL sobre a reag¢do ao sabor do sodio hipertdnico.
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2 - OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi estudar o possivel envolvimento de receptores
adrenérgicos o, do NPBL, assim como a interagdo dos mecanismos adrenérgicos e
serotonérgicos, GABA¢érgicos ¢ opioidérgicos do NPBL no controle da ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento simultineo com FURO + CAP subcutanemente.
Adicionalmente, foi também estudado o efeito da administragdo de moxonidina no NPBL na
PAM e FC e na expressao de c-Fos em algumas areas prosencefalicas apds administracao de
moxonidina no NPBL em ratos tratados com FURO + CAP .

Os efeitos da inje¢ao de moxonidina no NPBL também foram estudados na ingestao
de sédio e de agua em ratos com aumento da osmolaridade plasmatica induzida por
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M. Paralelamente, também foi investigado se em ratos com
aumento da osmolaridade plasmatica ocorreria alteracdo da percepcao do sabor ao NaCl 0,3

M ap0s o tratamento com metisergida ou moxonidina no NPBL.



39

3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados ratos Holtzman com peso de 290 a 310 g provenientes do Biotério do
Campus da UNESP de Araraquara. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, com
livre acesso a ragdo Guabi (Paulinia, SP), 4gua 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 experimentais aos quais os animais
foram submetidos foram aprovados pelo Comité de Etica na Experimenta¢io Animal — CEEA

da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.

3.2 - Cirurgia cerebral

Os ratos foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal) combinada
com xilazina (7 mg/kg de peso corporal) via intraperitoneal e adaptados a um aparelho
estereotaxico (modelo Kopf 900). O lambda e bregma foram utilizadas como referéncia para
nivelar as cabegas dos ratos. Utilizando-se o bregma foram determinados os pontos de
introdugdo das canulas de aco inoxidavel nas cabecgas dos ratos. Nesses pontos foram feitas
trepanagdes dos ossos do cranio com uma broca esférica, abrindo-se orificios 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 cérebro conforme as coordenadas: 9,4 mm caudal
ao bregma, 2,0 mm lateral a linha mediana e 4,1 mm abaixo da dura-mater. As canulas foram
posicionadas 2 mm acima do NPBL e fixadas nas cabegas dos ratos com parafusos e resina
acrilica. Mandris metalicos foram utilizados para obliteragao das canulas. Os ratos receberam
injegdes profilaticas de penicilina (20.000 unidades via intramuscular). Diariamente os ratos

foram manipulados e treinados com manobras utilizadas durante os procedimentos
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experimentais. Os experimentos foram realizados 5-7 dias apos o implante das canulas no

NPBL.

3.3 - Injecio de farmacos no cérebro

Os farmacos utilizados foram dissolvidos em solventes adequados (solugdo salina
fisioloégica ou uma mistura de propilenoglicol e dgua 2:1, conforme o caso) e foram injetados
no cérebro dos ratos utilizando-se uma seringa Hamilton (5 pl), conectada com um tubo de
polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi introduzida no cérebro pelas canulas guias
previamente fixadas no cérebro. A céanula injetora (0,3 mm diametro) foi 2 mm mais longa do

que as canulas guias. O volume de inje¢do no NPBL foi 0,2 ul de cada lado.

3.4 — Farmacos utilizados

Cloridrato de moxonidina, agonista de receptores adrenérgicos op/imidazoélicos,
(doacdo da Solvay Pharma, Hannover, Alemanha), foi administrada no NPBL nas doses de
0,1; 0,5; 1,0; 5, 10 ou 20 nmol/0.2 pl. Moxonidina foi dissolvida em uma mistura de
propilenoglicol e agua 2:1 (veiculo). As maiores doses de moxonidina usadas inicialmente
foram baseadas em prévios estudos (MENANI et al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2003;
ANDRADE et al., 2003). Alpha-metil-noradrenalina (a-metilnor), agonista de receptores
adrenérgicos o, (Research Biomedical International, RBI, Natick, MA, USA), foi dissolvida
em veiculo e administrada no NPBL nas doses de 40 ou 80 nmol/0,2 ul, escolhidas baseadas
em estudo anterior (SUGAWARA et al.,, 2001). Cloridrato de clonidina, agonista de
receptores adrenérgicos on/imidazoélicos, (Research Biomedical International, RBI, Natick,
MA, USA), foi dissolvida em salina isotonica ¢ administrada no NPBL nas doses de 0,5; 1 ou
5 nmol/0,2 pl. Cloridrato de RX 821002, antagonista de receptores adrenérgicos o,

(Research Biomedical International, RBI, Natick, MA, USA), foi dissolvido em salina
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isotonica e administrado no NPBL nas doses de 5, 10, 20 e também na dose de 160 nmol/0,2
ul. A maior dose de RX 821002 utilizada foi baseada no estudo anterior de Menani et al.,
1999.

Maleato de metisergida, antagonista inespecifico de receptores serotoninérgicos,
(Research Biomedical International, RBI, Natick, MA, USA), foi dissolvida em veiculo e
administrada no NPBL na dose de 4 pg/0,2 pl. Hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina
(DOI), agonista de receptores serotonérgicos 5-HT ,a2c, (Research Biomedical International,
RBI, Natick, MA, USA), foi dissolvido em salina isotonica ¢ administrado no NPBL na dose
de 5 png/0,2 ul. As doses de metisergida e DOI utilizadas foram baseadas em estudos
anteriores (MENANI & JOHNSON, 1995; MENANI et al., 1996; MENANI et al., 1998a;
MENANI et al., 1998b; MENANI J V et al., 2002).

Bicuculina, antagonista de receptores GABA,, (Tocris, Elisville, MO, USA) foi
dissolvida em veiculo e administrada no NPBL na dose de 5 nmol/0,2 pl. Saclofen,
antagonista de receptores GABAg, (Research Biomedical International, RBI, Natick, MA,
USA) foi dissolvido em veiculo e administrado no NPBL na dose de 5,0 nmol/0,2 ul.
Cloridrato de naloxona, antagonista de receptores opioides, (Tocris, Elisville, MO, USA) foi
dissolvida em veiculo e administrada no NPBL na dose de 40 nmol/0,2 ul. Os animais
controles receberam injecdes no mesmo volume de salina isotonica ou veiculo em todos os
experimentos. As doses dos antagonistas GABAérgicos ¢ do antagonista opioidérgico
utilizadas foram baseadas em estudos anteriores de Callera et al., 2005 e de Oliveira et al.,
2005, respectivamente.

Furosemida (FURO), diurético saliurético, (10 mg/kg de peso corporal, administracao
subcutanea) foi dissolvida em salina isotonica com pH préximo a 9,0 ajustado com solugdo de
hidroxido de so6dio 0,1 N. Captopril (CAP), inibidor da enzima conversora de angiotensina, (5

mg/kg de peso corporal, administragdo subcutdnea) foi dissolvido em salina isotonica.
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Furosemida e captopril foram comprados da Sigma 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 — Medida da ingestao de agua e de NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com FURO
+ CAP.

Além de agua e ragdo, os ratos tiveram a disposi¢ao tubos com NaCl 1,8% (0,3 M),
desde pelo menos 5 dias antes do inicio dos experimentos.

A ingestdo de dgua e NaCl 1,8% foi induzida pelo tratamento combinando-se FURO
(10 mg/kg de peso corporal) + CAP (5 mg/kg de peso corporal) sc. Imediatamente apos o
tratamento com FURO + CAP, os ratos foram mantidos sem dgua e sem NaCl 0,3 M por uma
hora. Apds esse periodo, foram oferecidos aos animais dgua e NaCl 0,3 M. Para o registro da
ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foram utilizados tubos com divisdo de 0,1 ml. Durante o
periodo de teste da ingestdo de agua e NaCl, os ratos ndo tiveram acesso a ragdo. Foi
aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmos

animais.

3.6 — Medida da ingestao de alimento, agua e NaCl 0,3 M induzida por privagio de
alimento.

Além de agua e racdo, os ratos tiveram a disposi¢ao tubos com NaCl 1,8%, desde pelo
menos 5 dias antes do inicio dos experimentos.

A ingestdo de alimento foi induzida por 14 ou 24 horas de privacdo de alimento, com
agua ¢ NaCl 0,3 M disponiveis. Apds esse periodo os ratos receberam injegdes bilaterais de
moxonidina ou veiculo no NPBL, e nesse momento agua ¢ NaCl 0,3 M foram removidos da

gaiola, para serem oferecidos posteriormente juntamente com a ragdo. Quinze minutos apos as
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injecdes no NPBL foram oferecidos aos animais racao, agua e NaCl 0,3 M. Para o registro da
ingestdo de dgua e NaCl 0,3 M foram utilizados tubos com divisdo de 0,1 ml. Para o registro
da ingestdo de alimento foram utilizados recipientes contendo racdo previamente pesada, e
por diferenga de peso calculou-se a quantidade de racdo ingerida em gramas. Foi aguardado

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

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

Além de agua e racdo, os ratos tiveram a disposicao tubos com NaCl 0,3 M, desde
pelo menos 5 dias antes do inicio dos experimentos.

No momento do experimento, agua, ragdo ¢ NaCl 0,3 M foram removidos das gaiolas
e o0s animais receberam sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M (2 ml/rato). Este
procedimento foi utilizado para induzir uma desidratacdo intracelular, e, portanto ingestao de
liquidos (FITZSIMONS, 1985), devido a uma elevacdo de cerca de 4 % da osmolaridade e
concentragio de sodio plasmatica (PEREIRA et al., 2002). Agua e NaCl 0,3 M foram
oferecidos aos animais uma hora apods a sobrecarga intragastrica. Para o registro da ingestao
de 4gua e NaCl 0,3 M foram utilizados tubos com divisdo de 0,1 ml. Durante o periodo de
teste da ingestdo de agua e NaCl os ratos ndo tiveram acesso a ragdo. Foi aguardado sempre

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

3.8 — Medida da ingestio de agua e NaCl 0,3 M induzida por 24 horas de privacio
hidrica
Além de dgua e ragao, os ratos tiveram a disposi¢@o tubos com NaCl 0,3 M desde pelo

menos 5 dias antes do inicio dos experimentos.
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A ingestdo de agua foi induzida por 24 horas de privagao de agua, sendo que o NaCl
0,3 M também foi removido. Apds esse periodo os ratos receberam inje¢des bilaterais de
moxonidina ou veiculo no NPBL. Quinze minutos ap6s as injegdes no NPBL 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 divisdo de 0,1 ml. Foi aguardado sempre um intervalo de no
minimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmos animais. Durante o teste os ratos nao

tiveram acesso a ragao.

3.9- Procedimento imunohistoquimico

A expressdao de c-fos no OVLT, SFO, MnPO, PVN e SON foi estudada em ratos
submetidos ao tratamento com FURO + CAP ou salina sc seguido apds quarenta e cinco
minutos de inje¢des bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo no NPBL. Duas horas
apos o tratamento com FURO + CAP ou salina sc, os ratos foram profundamente anestesiados
com tiopental soédico (80 mg/kg de peso corporeo) e submetidos a uma perfusdo cerebral
através de injecdo no coracdo de salina em tampao fosfato 0,1 M (PBS, pH 7.4) por cinco
minutos, seguido por solucdo de paraformoldeido 4% em PBS 0,1 M. Os cérebros foram
removidos e fixados em paraformoldeido 4% por 4 — 6 h e entdo colocados em sacarose 20%
em PBS 0,1 M por uma noite. No dia seguinte, os cérebros foram cortados em seccdes
transversais de 50 um em um criostato. Os cortes foram lavados uma vez em PBS 0,1 M e
com solugdo de perdxido de hidrogénio 1%, seguido por quatro lavagens consecutivas em
PBS. Entdo os cortes foram incubados durante 22 horas com o anticorpo primario para a
proteina c-fos (Santa Cruz Biotechnology, 1:4.000 em soro de cabra 4% e Triton X-100
0,02%) a temperatura ambiente em um agitador. Apos esse periodos, os cortes foram lavados
trés vezes em PBS, e incubados em soro anti-coelho (1:400, Vector Laboratories) por uma

hora sob agitagdo em temperatura ambiente, lavados trés vezes em PBS e entdo processados
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usando o kit ABC — Vectastain Elite, (Vector Laboratories) por uma hora a temperatura
ambiente. Os cortes foram entdo lavados trés vezes em PBS e tratados por 10 minutos com
tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB — 0,2 mg/ml em PBS 0,1 M) acrescido com
peroxido de hidrogénio a 0,012%. Os cortes foram montados em laminas, secos e
desidratados em alcool, e entdo cobertos com laminulas e Permount.

As células com imunorreatividade positiva para a proteina Fos foram quantificadas
usando um programa de analise de imagens Image Pro Plus. As regides quantificadas foram
padronizadas da seguinte maneira: todas as secdes marcadas foram contadas para o OVLT,
SFO, MnPO, PVN e SON. O MnPO foi dividido em dorsal ¢ ventral e contado
separadamente. A regido selecionada foi medida pelo computador. Células marcadas

.. 2
positivamente foram contadas pelo computador e expressas como pontos por mm".

3.10 - Registro da pressao arterial e da freqiiéncia cardiaca

A pressao arterial média (PAM) e a freqiiéncia cardiaca (FC) foram registradas em
ratos ndo anestesiados. Sob a anestesia com ketamina (80 mg/kg de peso corporal) combinada
com xilazina (7 mg/kg de peso corporal), um tubo de polietileno (PE-10 conectado ao PE-50)
foi inserido na aorta abdominal através da artéria femoral do rato um dia antes dos
experimentos. A canula foi conduzida subcutaneamente e exteriorizada pelo dorso do animal.
Para o registro da pressao arterial pulsatil, PAM e FC, a canula arterial foi conectada ao
transdutor de pressdo Stathan Gould (P23 Db) acoplado a um pré amplificador (modelo ETH-
200 Bridge Bio Amplifier) que foi conectado ao sistema de aquisicdo de dados Powerlab
(modelo Powerlab 16SP, ADInstruments) que fornecia os sinais para um computador. Apos
um registro basal de 15 min, moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo foram injetados no NPBL ¢ o
registro foi mantido por 30 min. A PAM e FC foram registradas em ratos submetidos ao

tratamento com FURO + CAP sc e em ratos controles sem tratamento. Nos animais tratados
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com FURO + CAP, moxonidina ou veiculo foram injetados no NPBL 45 min apos o

tratamento com FURO + CAP.

3.11 — Teste de reacio ao sabor

Para esse teste imediatamente antes ao implante de canulas no NPBL, os ratos
receberam o implante de uma canula intra-oral. A canula intra-oral (PE 50) foi inserida na
cavidade oral do rato lateralmente ao primeiro molar maxilar, e ascendeu pela lateral do
cranio e foi conduzida subcutaneamente e exteriorizada pelo dorso do animal (Figura 1A).
Essa canula ndo interfere com o comportamento alimentar normal do animal e permite infusao

direta de solugdes no interior da boca.

Previamente aos experimentos, os animais foram submetidos a um periodo de
habituagdo por 3 dias, no qual eles foram expostos por 10 min a gaiola onde se realizou o teste
da reagdo ao sabor e, a seguir, foi feita de infusdo de 1 ml de dgua pela canula intra-oral. Em
cada teste os animais receberam sobrecargas intragdstricas de salina hipertonica 2,0 M (2
ml/rato). Apés 45 min da sobrecarga intragéstrica, cada rato recebeu injecdes de metisergida
ou veiculo no NPBL. Imediatamente apds a inje¢do no NPBL, a canula intra-oral foi
conectada a um tubo de polietileno (PE 50), para a infusdo da solugdo diretamente na
cavidade oral do rato. O rato foi entdo colocado na gaiola teste (Figura 1B). Apds 15 min de
habituacdo, solu¢do de NaCl 1,8% foi infundida na boca do rato a uma fragdo constante (0,5
ml/min) durante 3 min. O comportamento do rato foi gravado por meio de uma filmadora,
com o auxilio de um espelho montado abaixo do fundo transparente da gaiola, que permitiu a

camera aproximar a imagem de tal forma que a face do rato ocupasse a tela inteira.
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Figura 1: A) Diagrama da canula intra-oral in situ (Adaptado de Grill e Norgren, 1978). A
terminagdo intra-oral da canula é posicionada proximo ao primeiro molar e o tubo de
polietileno ¢ conduzido subcutaneamente e exteriorizado no dorso do animal. B) Fotografia da
gaiola teste utilizada para a obtengdo dos videos do teste de reacdo ao sabor ao estimulo
infundido diretamente na cavidade oral do rato. A filmagem ¢ feita por meio de um espelho

localizado abaixo da gaiola de vidro transparente.
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3.12 — Analise dos dados dos testes de reacao ao sabor

O comportamento de cada rato foi avaliado pela ocorréncia de comportamentos de
reacdo ao sabor considerados “neutros”, hedonicos ou aversivos (vide Grill and Berridge,
1985 para uma discussdo da andlise dos comportamentos de reagdo ao sabor e classificagdo).

Comportamentos heddnicos sdo: lambidas das patas, protrusdes laterais da lingua, protrusdes

ritmicas da lingua ao longo da linha mediana com duragdo de cerca de 160 ms.

Comportamentos neutros sdo: movimentos ritmicos da boca e escoamento passivo, ou seja, a

saida passiva de liquidos da boca. Comportamentos aversivos sdo: gapes, grande abertura da
mandibula e retracdo dos labios inferiores; chin rubbing, ato de trazer a boca em contato

direto com o chdo da gaiola e projetar o corpo para frente; limpeza da face, ato de passar as

patas uma ou varias vezes sobre a face; forelimb flail, movimentos com os membros

anteriores; movimentos da cabegca com freqiiéncia maior que 60 Hz, e¢ finalmente rapida

locomoc¢do no interior da gaiola. As gravagdes foram analisadas em camera lenta em 1/30 a

1/10 da velocidade normal.

3.13 — Analise histolégica

Terminados os experimentos, os ratos receberam injecdes de corante (azul de Evans, 2
mg/0,2 ul) no NPBL, foram profundamente anestesiados com tiopental s6dico (80 mg/kg de
peso corpoéreo) e submetidos a uma perfusdo cerebral através de injecdo no coracdo de
solu¢do salina tamponada (50 ml) seguida de solucao 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¢do com auxilio de um criostato (Leica). Os
cortes histologicos, montados em lamina foram corados com Giemsa e analisados para se

localizar os pontos das injeg¢des de acordo com o Atlas de Paxinos ¢ Watson (1986).
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3.14 - Analise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrao da média estdo representados
em graficos. Andlise de varidncia (um ou dois fatores) e o pos-teste de Newman Keuls e
Fisher LSD foram utilizados para as comparagdes entre diferentes tratamentos. Diferengas
foram consideradas significantes para p < 0,05. O pos-teste de Fisher LSD foi utilizado
apenas no teste de reagdo ao sabor, uma vez que o pos-teste de Newman Keuls ndo apontou a

diferenca estatistica evidenciada pela ANOVA para esses resultados.
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3.15 — Protocolos experimentais

3.15.1- Efeitos de injecdes bilaterais de agonistas adrenérgicos a,/imidazélicos no NPBL
sobre a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento combinado com FURO
+ CAP sc.

Em ratos com cénulas bilaterais implantadas no NPBL, a ingestdo de agua e NaCl
1,8% foi induzida pelo tratamento combinado FURO + CAP sc, conforme descrito no item 5
dos métodos. Inje¢des bilaterais de moxonidina (0,1; 0,5; 1, 5, 10 ou 20 nmol/0,2 ul) ou
veiculo, de clonidina (0,5; 1 ou 5 nmol/0,2 ul) ou salina no NPBL foram feitas quinze
minutos antes do oferecimento de NaCl 0,3 M e 4dgua aos animais. A medida da ingestdo de
agua e sodio foi feita a cada trinta minutos durante duas horas, imediatamente apds o

oferecimento de 4gua e NaCl 0,3 M.

EEMOQAO DA
M(iu,:ﬁmgql?g Ingestio de agua e NaCl 0,3 M
-60 -15 0 30 60 90 120 min
! !
FURO + moxonidina,
CAP (sc) clonidina ou

veiculo (NPBL)

Para o estudo de diferentes doses de cada agonista foram utilizados 3 diferentes grupos
de animais. No primeiro foram testadas as doses de 5, 10 e 20 nmol, e no segundo grupo as
doses de 0,1, 0,5 1,0 nmol de moxonidina. No terceiro grupo foram testadas as diferentes
doses de clonidina. Cada grupo de animais foi submetido a quatro testes, em dias diferentes,
com 48 h de intervalo entre eles. Em cada teste os animais foram divididos em 2 grupos e

cada um recebeu um tratamento diferente no NPBL. A seqiiéncia de tratamentos no NPBL
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nos diferentes experimentos foi aleatéria. No final dos testes, todos os animais receberam
todos os tratamentos no NPBL: veiculo ou salina, agonista (dose menor), agonista (dose
intermediaria) e agonista (dose maior) e cada rato recebeu apenas uma vez cada tratamento.

Para testar se as inje¢des de moxonidina no NPBL em animais saciados, nao tratados
com FURO + CAP poderia produzir algum efeito na ingestao de agua e de NaCl 0,3 M, um
grupo de ratos nao tratados com FURO + CAP recebeu inje¢des bilaterais de moxonidina (0,5
nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL e 15 minutos ap6s tiveram acesso a agua e NaCl 0,3 M.
Esses ratos foram submetidos a dois testes. Também esse grupo foi dividido em dois e cada
metade recebeu um tratamento diferente no NPBL em ordem aleatoria.

Os efeitos de injegdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no NPBL
sobre a ingestdo de agua induzida pelo tratamento com FURO + CAP quando apenas agua
estava disponivel aos animais também foi investigada. Os tratamentos (FURO + CAP sc e
moxonidina ou veiculo no NPBL) foram semelhantes aos descritos anteriormente quando
agua ¢ NaCl 0,3 M foram simultaneamente oferecidos, exceto pela auséncia do NaCl 0,3 M

neste ultimo teste.

3.15.2 - Efeitos de injecdes bilaterais de agonista adrenérgico a; no NPBL sobre a
ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento combinado com FURO + CAP
sc.

Em ratos com cénulas bilaterais implantadas no NPBL, a ingestdo de agua e NaCl
1,8% foi induzida pelo tratamento combinado FURO + CAP sc, conforme descrito no item 5
dos métodos. Inje¢des bilaterais de o.-metilnoradrenalina (40 ou 80 nmol/0,2 ul) ou veiculo no
NPBL foram feitas quinze minutos antes do oferecimento de NaCl 0,3 M e agua aos animais.
A medida da ingestdo de agua e sddio foi feita a cada trinta minutos durante duas horas,

imediatamente apds o oferecimento de agua e NaCl 0,3 M.
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Os animais foram submetidos a trés testes, em dias diferentes, com 48 h de intervalo
entre eles. Em cada teste os animais foram divididos em 2 grupos e cada um recebeu um
tratamento diferente no NPBL. A seqiiéncia de tratamentos no NPBL nos diferentes
experimentos foi aleatéria. No final dos testes, todos os animais receberam todos os
tratamentos no NPBL: veiculo, o-metilnoradrenalina (40 nmol/0,2 pul) ou a-

metilnoradrenalina ( 80 nmol/0,2 pl) e cada rato recebeu apenas uma vez cada tratamento.

3.15.3 - Efeitos da combinacio de injecdes bilaterais de antagonista adrenérgico a, +
agonista adrenérgico o,/imidazolico NPBL sobre a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M

induzida pelo tratamento combinado com FURO + CAP sc.

Em ratos com canulas bilaterais implantadas no NPBL a ingestdo de agua e NaCl 0,3
M foi induzida pelo tratamento com FURO + CAP sc. Os ratos tratados com RX 821002 (5,
10 e 20 nmol/0,2 ul) receberam inje¢des bilaterais desta substancia ou salina no NPBL 15
minutos antes da moxonidina ou veiculo no NPBL. Cada dose de RX 821002 foi testada em
um grupo de animais que foi submetido a trés combinacdes de tratamentos no NPBL: salina +
veiculo; salina + moxonidina (0,5 nmol) e RX 821002 + moxonidina (0,5 nmol) em trés testes
diferentes. Em cada teste, o grupo de animais foi dividido em dois e cada metade do grupo
recebeu uma das trés combinacdes de tratamentos indicadas acima. A seqiiéncia dos
tratamentos foi aleatdria e no final dos trés testes todos os animais receberam todas as
combinagdes de tratamentos. Os efeitos de RX 821002 injetado sozinho no NPBL sobre a
ingestao de dgua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com FURO + CAP sc foram testados
em outro grupo de ratos que receberam inje¢des de RX 821002 (20 nmol) ou salina no NPBL

em um protocolo semelhante ao descrito anteriormente.
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RX 821002 ou
salina (NPBL)
-

REMOGAO DA
AGUA, NaCl 0,3 I

Ingestao de agua e NaCl 0,3 M
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FURO + moxonidina ou
CAP (sc) veiculo (NPBL)

3.15.4 - Efeitos da combinacio de injecdes bilaterais de antagonista adrenérgico a, +
agonista adrenérgico o, no NPBL sobre a ingestiao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo

tratamento combinado com FURO + CAP sc.

Os efeitos de injegdes bilaterais de RX 821002 ou salina + a-metilnoradrenalina ou
veiculo no NPBL sobre a ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com FURO
+ CAP sc foram testados em um grupo de ratos. Esses animais receberam diferentes
combinagdes de inje¢cdes de RX 821002 (160 nmol) ou salina + a-metilnoradrenalina (80

nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL em um protocolo semelhante ao descrito anteriormente.

3.15.5 - Testes de especificidade do NPBL como local de acio da moxonidina para a

ingestao de NaCl 0,3 M e agua.

A especificidade do NPBL como local de acdo das injecdes que produzem os efeitos
da moxonidina sobre a ingestao de agua e de NaCl 0,3 M foram confirmadas pelos resultados
dos ratos os quais receberam moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo 1 mm dorsal ao NPBL.
Esses ratos tinham canulas bilaterais implantadas usando as mesmas coordenadas para as
injecdes no NPBL, mas as injecdes foram feitas usando-se uma canula injetora de 13 mm, ao

invés da canula de 14 mm regularmente utilizada.
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Os efeitos da injecao unilateral de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no NPBL
sobre a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com FURO + CAP sc foram
verificados nos mesmos animais do teste anterior. Embora esses animais tivessem canulas
implantadas bilateralmente no NPBL, neste experimento os animais receberam somente uma

injecdo unilateral de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no lado direito.

3.15.6 — Efeitos de injecoes bilaterais de moxonidina no NPBL sobre a pressao arterial

média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC).

Apods 24 horas de canulacdo da artéria femoral, os ratos ndo anestesiados foram
ligados ao sistema de registro da PAM e FC. Apds um registro basal, moxonidina (0,5
nmol/0,2 pl) ou veiculo foram injetados bilateralmente no NPBL e registrou-se a PAM e FC
por mais 30 min. PAM e FC foram registradas em ratos submetidos ao tratamento FURO +
CAP e em animais controles que ndo receberam nenhum tratamento prévio. Nos animais

tratados com FURO + CAP, moxonidina foi injetada no NPBL 45 min ap0s o tratamento com

FURO + CAP sc.

3.15.7 - Estudo da expressao da proteina c-Fos em algumas areas prosencefalicas apos

administracdao de moxonidina no NPBL em ratos tratados com FURO + CAP.

A expressdo de c-Fos em areas prosencefalicas (OVLT, OSF, MnPO, PVN e SON) foi
estudada em ratos submetidos ao tratamento com FURO + CAP ou salina + salina (controle).
Quarenta e cinco minutos ap6s o tratamento com FURO + CAP ou tratamento controle,
diferentes grupos de ratos receberam injecdes bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5
nmol/0,2 pl) no NPBL. Duas horas apds o tratamento com FURO + CAP, os ratos foram

anestesiados e sacrificados, para retirar os cérebros e realizar os procedimentos de imuno-
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histoquimica, como descrito no item 8 dos métodos. Esse intervalo de tempo entre as
administracdes de drogas e o sacrificio dos animais é equivalente ao tempo médio dos testes
de ingestdo de agua e sédio induzida por FURO + CAP (60 min) quando a maior parte da

ingestao de agua e NaCl ja ocorreu.

3.15.8 — Efeitos de injecoes bilaterais de moxonidina no NPBL sobre a ingestio de
sacarose 0,06 M.

Para testar a especificidade das injecdes de moxonidina no NPBL para aumentar a
ingestdo de NaCl em comparagdo com outros tipos de comportamento de ingestdo, um grupo
de animais que receberam a ragdo e agua ad libitum tiveram acesso a solugdo de sacarose 0,06
M por duas horas diariamente durante uma semana (“teste de sobremesa’). Apds esse periodo,
moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo foi injetado bilateralmente no NPBL 15 minutos antes dos
animais terem acesso a solugdo de sacarose 0,06 M. A ingestdo cumulativa de agua e de

sacarose 0,06 M foram medidas a cada 30 minutos por duas horas.

3.15.9 — Efeitos de injecoes bilaterais de moxonidina no NPBL sobre a ingestio de
alimento induzida por privacido de alimento e ingestio de agua e NaCl 0,3 M associada a
ingestao de alimento.

Esse estudo foi realizado com o objetivo de verificar se a moxonidina injetada no
NPBL poderia modificar a ingestdo de alimento induzida por privagdo alimentar. Para tanto,
um grupo de animais foi submetido a 14 de privacdao de alimento, com agua e NaCl 0,3 M
disponiveis. Inje¢des bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL foram
feitas quinze minutos antes do acesso dos animais a ra¢do. A ingestdo de alimento, dgua e

NaCl 0,3 M foram medidas a cada 30 minutos durante 2 horas apds o acesso dos animais a
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racdo. Em outro grupo de animais foi realizado o mesmo protocolo, agora com 24 horas de

privacdo de alimento.

REMOGAO DO
ALIMENTO Ingestao de agua, NaCl 0,3 M e alimento
-24 h -1 0 30 60 90 120 min

|

moxonidina ou
veiculo (NPBL)

Esse grupo de animais também foi submetido a mais dois experimentos semelhantes
ao anteriormente descrito, onde foram privados de alimento por 24 h, mas durante o teste

tiveram acesso apenas a agua e NaCl 0,3 M e ndo ao alimento.

3.15.10 — Efeitos de injecdes bilaterais de RX 821002 + moxonidina no NPBL sobre a
ingestio de agua e NaCl 0,3 M induzida por sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M.

No dia do experimento a dgua, NaCl 0,3 M e racdo foram removidos das gaiolas ¢ os
animais foram submetidos a uma sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M. Quarenta e cinco
minutos apos a sobrecarga, os animais receberam injegdes bilaterais de moxonidina (0,5
nmol) ou veiculo no NPBL. Metade dos animais recebeu moxonidina e a outra metade
recebeu veiculo no NPBL. Esse procedimento foi invertido no experimento seguinte. Quinze
minutos apds a moxonidina ou veiculo, os animais tiveram acesso as buretas de dgua e de

NaCl 0,3 M.
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Os ratos tratados com RX 821002 (10 e 20 nmol/0,2 pl) receberam injegdes bilaterais
desta droga ou salina no NPBL 15 minutos antes da moxonidina ou veiculo no NPBL. Cada
dose de RX 821002 foi estudada em um grupo de ratos que foi submetido a um dos seguintes
tratamentos: salina + veiculo; salina + moxonidina (0,5 nmol); RX 821002 + moxonidina (0,5
nmol) e RX 821002 + veiculo em quatro testes diferentes. Em cada teste, o grupo de ratos foi
dividido em dois e cada metade do grupo recebeu uma das quatro combinagdes dos
tratamentos indicados acima. A seqiiéncia dos tratamentos nos diferentes testes foi aleatéria e

no final dos experimentos todos os ratos receberam todos as combinagdes dos tratamentos.

3.15.11 — Efeitos de inje¢oes bilaterais de moxonidina no NPBL sobre a ingestiao de agua
e NaCl 0,3 M induzida por 24 h de privacao hidrica.

Os animais foram submetidos a 24 h de privacdo hidrica (buretas de 4gua e de NaCl
0,3 M removidas por 24 h), com alimento disponivel. Apos esse periodo, metade dos animais
recebeu moxonidina e a outra metade recebeu veiculo no NPBL. Esse procedimento foi
invertido no experimento seguinte. Quinze minutos ap6s a moxonidina ou veiculo, os animais

tiveram acesso as buretas de agua e de NaCl 0,3 M. A ingestdo de 4gua e de NaCl 0,3 M foi
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medida a cada 30 min, durante duas horas. Durante o experimento os ratos nao tiveram acesso

a ragao.

~ REMOGAO DA
AGUAE NaCI 0,3 M Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M

<=

-24 h -15 0 30 60 90 120 min

moxonidina ou
veiculo (NPBL)

3.15.12 — Interaciio entre o mecanismos serotoninérgico e adrenérgico o, no NPBL no

controle da ingestao agua e NaCl.

Para testar uma possivel interagdo entre os mecanismos serotoninérgico e adrenérgico
o2 no NPBL no controle da ingestdo dgua e NaCl, ratos com canulas bilaterais implantadas no
NPBL foram tratados com FURO + CAP sc. Em um grupo de animais, as inje¢des bilaterais
de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no NPBL foram feitas quinze minutos antes das
injegdes bilaterais de DOI (5 pg/0,2 pl) ou salina no NPBL, realizadas quinze minutos antes
do oferecimento da agua e sddio aos animais. Em outro grupo, as injegdes bilaterais de RX
821002 (20 nmol/0,2 pl) ou salina no NPBL foram feitas quinze minutos antes das inje¢des
bilaterais de metisergida (4 ng/0,2 pl) ou veiculo no NPBL, realizadas quinze minutos antes
do oferecimento da 4gua e sédio aos animais.

Em cada teste, os grupos de ratos foram divididos em dois e cada metade do grupo
recebeu uma das quatro combinag¢des dos tratamentos indicados acima. A seqiiéncia dos
tratamentos nos diferentes testes foi aleatéria e no final dos experimentos todos os ratos
receberam todos as combinacdes dos tratamentos. A medida da ingestdo de dgua e sodio foi

feita de acordo com o item 5 dos métodos.
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3.15.13 — Interacio entre o0 mecanismos GABAérgico e adrenérgico o no NPBL no

controle da ingestao agua e NaCl.

O objetivo desse protocolo foi verificar se o bloqueio de receptores GABAA com
bicuculina ou bloqueio de receptores GABAg com saclofen reverteria o aumento da ingestao
de 4gua e sodio promovido pela moxonidina. Em outras palavras, verificar se a ativacdo de
receptores adrenérgicos o, poderia promover uma ativagdo gabaérgica, que por sua vez
inibiria 0 mecanismo inibitorio presente no NPBL, culminando com o aumento da ingestao de
sodio.

Injegdes bilaterais de bicuculina (5 nmol/0,2 pl) ou do veiculo no NPBL foram feitas
quinze minutos antes da injecdo de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL. Em
outro grupo de animais, inje¢des bilaterais de saclofen (5 nmol/0,2 pl) ou do veiculo no
NPBL foram feitas trinta minutos antes da injecdo de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou
veiculo no NPBL. As injecdes de moxonidina no NPBL foram feitas 15 min antes do

oferecimento de NaCl 1,8% e dgua aos animais. A medida da ingestdo de agua e sédio foi

feita de acordo com o item 5 dos métodos.

3.15.14 — Interacio entre 0 mecanismos opioidérgico e adrenérgico o; no NPBL no

controle da ingestao agua e NaCl.

Injecdes do agonista opidide PB-endorfina no NPBL induzem ingestao de NaCl 1,8%
em ratos saciados e o pré-tratamento com o antagonista opidide naloxona aboliu esse efeito,
(Oliveira et al., 2005). Para investigar a possivel interagdo entre os mecanismos adrenérgico
o, ¢ opioidérgico do NPBL no controle da ingestdo de agua e de NaCl 1,8% induzida por
FURO + CAP, inje¢des bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 uL) ou veiculo no NPBL

foram feitas quinze minutos antes do oferecimento de 4gua aos animais. Injecdes bilaterais de
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naloxona (40 ng/0,2 ul) ou veiculo no NPBL foram feitas quinze minutos antes das injegdes
de moxonidina. A medida da ingestdo de dgua e sodio foi feita de acordo com o item 5 dos

métodos.

3.15.15 — Efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos a,/imidazélicos e do bloqueio
serotoninérgico no NPBL sobre o teste de reacio ao sabor

Os ratos com implante de canula intra-oral foram submetidos a uma sobrecarga
intragastrica de NaCl 2,0 M. Quarenta e cinco minutos apos, os animais receberam injecoes
de moxonidina (0,5 nmol) , metisergida (4 pg) ou veiculo no NPBL e foram transferidos para
a gaiola teste. Apos 15 minutos iniciou-se o registro das reagdes afetivas a infusdo intra-oral
de NaCl 0,3 M. Em cada teste os animais foram divididos em dois, e cada metade recebeu
injegdes da moxonidina, metisergida ou veiculo. Nos testes seguintes os mesmos tratamentos

foram invertidos, de modo que todos os animais receberam os trés tratamentos.
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4 - RESULTADOS

4.1- Localizacao histologica das canulas no NPBL

A Figura 2 mostra inje¢des bilaterais tipicas no NPBL. Os pontos de inje¢do foram
localizados principalmente nas por¢des centro lateral e dorso lateral do NPBL [vide Fulwiler e
Saper para defini¢cdes dos sub nucleos do NPBL (FULWILER & SAPER, 1984)]. Os pontos
de injecdo do presente estudo sdo similares aqueles em que estudos anteriores mostraram os
efeitos de metisergida, proglumide ou DOI sobre a ingestao de adgua e sédio (MENANI &
JOHNSON, 1995; MENANI et al., 1996; MENANI et al., 1998a; MENANI et al., 1998b; DE
GOBBI et al., 2000; MENANI J V et al., 2000). Inje¢des que atingiram as por¢des 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 analise.
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Figura 2: Fotomicrografia de um corte transversal de um cérebro de rato mostrando do local

das inje¢des, indicado pelas setas, no nucleo parabraquial lateral (NPBL).
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4.2- Efeitos de injecdes bilaterais de agonistas adrenérgicos a,/imidazdlicos no NPBL
sobre a ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com FURQO + CAP sc.

Moxonidina, injetada bilateralmente no NPBL nas doses de 5, 10 e 20 nmol, produziu
potente e surpreendente aumento na ingestdo de NaCl 0,3 M induzido por FURO + CAP sc
em comparacdo a inje¢do do veiculo no NPBL [F(3,27) = 14,9; P < 0,001], (Figura 3). Em
relacdo a ingestdo de 4gua, ndo foram verificados efeitos tdo marcantes, sendo que somente as
injecdes de moxonidina nas doses de 5 e 20 nmol promoveram um aumento na ingestdo de
agua aos 120 min de experimento. ANOVA mostrou uma interacdo significante entre
tratamentos e tempos [F(12,108) = 3,72; P <0,01], (Figura 3).

Foram testadas também doses menores de moxonidina (0,1; 0,5 e 1 nmol), a fim de
encontrar uma dose intermedidria entre 0 maximo e o minimo efeito. Surpreendentemente, o
aumento na ingestdo de NaCl 0,3 M foi significativo até com a menor dose de moxonidina,
[F(3,24) = 34,9; P <0,001], (Figura 4). Considerando as doses mais baixas, apenas a dose de
1,0 nmol de moxonidina promoveu um aumento na ingestdo de agua aos 120 min de
experimento. ANOVA mostrou uma interagdo significante entre tratamentos e tempos para
ingestdo de agua com as doses mais baixas de moxonidina [F(12,96) = 3,45; P < 0,01],
(Figura 4).

As injecdes bilaterais de clonidina no NPBL, nas doses de 0,5; 1,0 e 5,0 nmol, também
promoveram um aumento na ingestdo de NaCl 0,3 M, [F(3,12) = 5,26; P < 0,05], (Figura 5),
porém de menor intensidade do que o aumento produzido pelas mesmas doses de moxonidina.
Com relagdo a ingestdo de agua também ocorreu aumento apos injegdes de clonidina no
NPBL. ANOVA mostrou uma interagdo significante entre tratamentos e tempos, [F(12,84) =
5,38; P <0,001], na ingestao de agua, (Figura 5).

Quando apenas a 4dgua estava disponivel durante o teste, injegcdes bilaterais de

moxonidina (0,5 nmol) no NPBL ndo modificaram a ingestdo de agua induzida pelo
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tratamento com FURO + CAP sc (14,1 + 1,1 ml/2 h, vs. veiculo: 15,1 £ 1,3 ml/2 h, n = 13),
[F(1,7) =4,2; P> 0,05].

Em animais saciados, sem o prévio tratamento com FURO + CAP, inje¢des bilaterais
de moxonidina (0,5 nmol) no NPBL ndo modificaram a ingestdo de NaCl 0,3 M (2,6 = 1,9
ml/2 h vs. veiculo: 1,2 £ 0,7 ml/2 h, n = 10), [F(1,9) = 0,61; P > 0,05] ou a ingestao de agua

(2,1 1,2 ml/2 h vs. veiculo: 1,2 + 0,5 ml/2 h), [F(1,9) = 0,42; P> 0,05].



65

A
45 ) @ vei —- moxo 10 nmol
—& moxo 5 nmol —>- moxo 20 nmol *
40' %
S = 35- * diferente de veiculo N
gé 30{ n=10
=
E @ 251
oo
8§08 207
15 ©
@ Z 15 -
o K]
£7T 104
5.
0{‘ L) L) L) L) L
0 15 30 60 90 120
Tempo (min
251 gy po (min)
%
© 20 -
2
e
8=
3 £ i
E: 15
° 3
0.
% o 10 -
2o
<))
£ 5 -
0 15 30 60 90 120

Tempo (min)

Figura 3: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestdo cumulativa de dgua induzida
pelo tratamento com FURO + CAP sc em ratos que receberam inje¢des bilaterais moxonidina
(moxo, 5, 10 e 20 nmol/0,2 ul) ou veiculo (vei) no NPBL. Resultados expressos como média

+ EPM. n = niimero de animais.
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Figura 4: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestdo cumulativa de dgua induzida
pelo tratamento combinado com FURO + CAP sc em ratos que receberam injecdes bilaterais

moxonidina (moxo, 0,1; 0,5 e 1,0 nmol/0,2 pl) ou veiculo (vei) no NPBL. Resultados

expressos como média + EPM. n = niimero de animais.
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Figura 5: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestdo cumulativa de 4gua induzida
pelo tratamento combinado com FURO + CAP sc em ratos que receberam injecdes bilaterais

clonidina (clo, 0,5; 1 e 5 nmol/0,2 pl) ou salina (sal) no NPBL. Resultados expressos como

média £ EPM. n = niimero de animais.
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4.3- Efeitos de injecoes bilaterais de agonista adrenérgico a, no NPBL sobre a ingestio
de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com FURO + CAP sc.

Inje¢des bilaterais de a-metilnoradrenalina (40 e 80 nmol/0,2 pl) também aumentaram
a ingestao de NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP, [F(2,16) = 5,2; P < 0,05], (Figura 6),
enquanto a ingestdo de agua foi aumentada apenas com a dose de 40 nmol de a-

metilnoradrenalina, [F(2,16) = 4,2; P <0,05], (Figura 6).
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Figura 6: A) Ingestdao cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestdo cumulativa de dgua induzida
pelo tratamento combinado com FURO + CAP sc em ratos que receberam injecdes bilaterais
a-metilnoradrenalina (o-metilnor, 40 e 80 nmol/0,2 pl) ou veiculo (vei) no NPBL. Resultados

expressos como média + EPM. n = nimero de animais.
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4.4 - Efeitos da combinacio de injecdes bilaterais de antagonista adrenérgico o, +
agonista adrenérgico a,/imidazolico no NPBL sobre a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M

induzida pelo tratamento combinado com FURO + CAP sc.

Injecdes prévias de RX 821002 no NPBL nas doses de 10 nmol/0,2 pl [F(2, 28) =
17,2; P < 0,001] e 20 nmol/0,2 pl [F(2, 12) = 6,9; P < 0,05] aboliram os efeitos da
moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP,
(Figura 7). RX 821002 na dose de 5 nmol/0,2 ul ndo alterou os efeitos da moxonidina sobre a
ingestdo de sodio, (Figura 7).

Considerando os diferentes grupos de ratos que receberam RX 821002, o tratamento
apenas com moxonidina (5 nmol/0,2 ul) no NPBL aumentou a ingestao de dgua induzida por
FURO + CAP apenas no grupo eu recebeu RX 821002 na dose de 5 nmol (Figura 8). Nesse
grupo, ANOVA mostrou uma interagdo significante entre tratamentos e tempos para a
ingestdo de agua [F(8,80) = 9,7; P < 0,05], e o pré-tratamento com RX 821002 (5 nmol/0,2
ul) no NPBL aboliu o efeito da moxonidina sobre a ingestdo de agua (Figura 8A). Nos outros
dois grupos de ratos nenhuma diferenca significativa na ingestdo de dgua foi observada
(Figuras 8B e 8C).

Apenas as injecoes bilaterais de RX 821002 (20 nmol) ndo modificaram a ingestao de
NaCl 0,3 M (5,7 £ 1,4 ml/2 h vs. veiculo: 5,3 + 1,5 ml/2 h, n = 10), [F(1,9) = 0,03; P > 0,05]
nem a de agua induzida pelo tratamento FURO + CAP sc, (16,3 £ 1,1 ml/2 h vs. veiculo: 16,0

+1,2 ml/2 h), [F(1,9) = 0,07; P> 0,05].
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Figura 7: Ingestdao cumulativa de NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP em ratos que
receberam injecoes bilaterais de RX 821002 nas doses de 4: 05 nmol/0,2 ul; B: 10 nmol/0,2
ul; C: 20 nmol/0,2 ul ou salina (sal) combinado com moxonidina (moxo; 0,5 nmol/0,2 ul) ou

veiculo (veh) no NPBL. Resultados expressos como média £ EPM. n = nimero de animais.
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Figura 8: Ingestdo cumulativa de agua induzida por FURO + CAP em ratos que receberam
injecdes bilaterais de RX 821002 nas doses de 4: 05 nmol/0,2 pl; B: 10 nmol/0,2 ul; C: 20

nmol/0,2 ul ou salina (sal) combinado com moxonidina (moxo; 0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo

(veh) no NPBL. Resultados expressos como média = EPM. n = nimero de animais.
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4.5 - Efeitos da combinacdo de injecdes bilaterais de antagonista adrenérgico o, +
agonista adrenérgico o, no NPBL sobre a ingestiao de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo

tratamento combinado com FURQO + CAP sc.

Injecdes prévias de RX 821002 (160 nmol/0,2 ul) reduziram os efeitos da a-
metilnoradrenalina (80 nmol/0,2 pl) sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M, [F(2,16) = 6,7; P <
0,05], e sobre a ingestao de agua, [F(2,16) = 9,4; P < 0,05], nos primeiros 60 minutos do

experimento (Figura 9).
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Figura 9: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestdo cumulativa de dgua induzida

pelo tratamento combinado com FURO + CAP sc em ratos que receberam injegdes bilaterais

RX 821002 (160 nmol/0,2 pl) ou salina (sal) + a-metilnoradrenalina (a-metilnor, 80 nmol/0,2

ul) ou veiculo (vei) no NPBL. Resultados expressos como média + EPM. n = numero de

animais.
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4.6 - Testes de especificidade do NPBL como local de acio da moxonidina para a
ingestiao de NaCl 0,3 M e agua.

A especificidade do NPBL como local de acdo das injecdes de moxonidina que
produzem os efeitos sobre a ingestdo de dgua e de NaCl 0,3 M foram confirmadas pelos
resultados dos ratos nos quais a moxonidina foi injetada bilateralmente 1 mm dorsal ao NPBL
ou dos ratos nos quais ambas as injecdes nao atingiram o NPBL (inje¢des fora do NPBL).

Injegdes fora do NPBL atingiram diferentes regides dorsais, ventrais, caudais ou
mediais ao NPBL, incluindo locais como o cerebelo, locus coeruleus, nucleo vestibular
superior, nucleo trigemial mesencefalico e a regido ventral ao pedunculo cerebelar superior
(nticleo parabraquial medial e nucleo trigeminal motor). O espalhamento da injecdo no 4°
ventriculo ocorreu em alguns ratos que receberam injecdes dorso mediais ao NPBL. Inje¢des
parciais no NPBL também ocorreram em alguns ratos do grupo considerado como de inje¢des
fora do NPBL. Injec¢des bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) 1 mm dorsal ao NPBL nao
modificou a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP, F(1,10) = 3,63; P > 0,05]
nem a ingestdo de agua, [F(1,10) = 0,19; P > 0,05], (Tabela 1). A ingestdo de NaCl 0,3 M
[F(1,8) = 0,6; P> 0,05] e de 4gua [F(1,8) = 1,3; P> 0,05] induzida por FURO + CAP nao foi
modificada pelas injecdes de moxonidina (0,5 nmol/02 pl) que atingiram regides fora do
NPBL, (Tabela 1).

Inje¢des unilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL promoveram um
pequeno aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida por FURO + CAP, quando
comparado com as injecdes bilaterais (Tabela 1). ANOVA mostrou uma interag@o significante
entre tratamentos e tempos para a ingestdo de NaCl 0,3 M [F(4,28) = 3,73; P < 0,05] e

ingestdo de agua, [F(4,28) =4,13; P <0,05], (Tabela 1).
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Tabela 1: Ingestdao cumulativa de NaCl 0,3 M e agua induzida por FURO + CAP em ratos

que receberam injegdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) 1 mm acima do NPBL,

injegoes bilaterais fora do NPBL ou inje¢des unilaterais de moxonidina no NPBL.

Tratamento no NPBL n 30 min 60 min 90 min 120 min
Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)
vei (1 mm dorsal) 1 1,5+0,4 2,5+0,5 2,5+0,5 2505
moxo (1 mm dorsal) 1 45*15 47 %15 54%*1,6 54%*1,6
vei (negativo) 9 6,6 3,4 7,8+3,5 8,4+3,6 8,6 £3,6
moxo (negativo) 9 79%+25 11,7 £ 3,6 12,7 £ 3,7 13,4+ 3,6
vei (unilateral) 8 3,5%1,0 4,0+1,2 42+13 4,2%+1,3
moxo (unilateral) 8 6,618 89119 10,6 £2,5% 10,8 +2,5%
Ingestao de agua (ml)
vei (1 mm dorsal) 1 12,6 £0,9 13,2+1,0 13,5+1,0 13,8 +1,0
moxo (1 mm dorsal) 1 13,1+1,0 14,6 £1,0 14,8+1,0 15,0 +1,0
vei (negativo) 9 7,6 +1,3 12,1+1,6 14,1+ 3,5 14,5+ 3,5
moxo (negativo) 9 12,2125 149119 16,4+ 2,2 16,9+24
vei (unilateral) 8 9,9%+1,2 11,9+1,6 121+1,6 12,6 £1,7
moxo (unilateral) 8 10,2+0,8 13,6 £1,2 155+1,5 15,9 & 1,7>l<

Valores expressos como média * EPM; n = namero de animais
vei, veiculo; moxo, moxonidina; negativo, inje¢ao fora do NPBL

* diferente de vei (unilateral)
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4.7 — Efeitos de injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL sobre a pressdo arterial
média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC).

Em ratos ndo anestesiados, as inje¢des bilaterais de moxonidina no NPBL nao
modificaram variacdo de PAM (4 + 1, vs. veiculo: 2 £ 1 mmHg), [F(1,9) = 1,91; P > 0,05],
nem a FC (-1 £ 5, vs. veiculo: 9 £ 5 bpm), [F(1,9) = 1,73; P > 0,05]. Os valores basais da

PAM e da FC foram 120 + 2 mmHg e 370 + 10 bpm, respectivamente.

Moxonidina no NPBL de ratos tratados com FURO + CAP também ndo modificou a
PAM (2 £ 2 vs. veiculo: 1 £ 2 mmHg), [F(1,6) = 0,44; P > 0,05], nem FC (5 £ 9, vs. veiculo:
11 £ 9 bpm), [F(1,6) = 0,46; P > 0,05]. Os valores basais de PAM e FC desses animais foram
128 £ 5 mmHg e 412 £+ 14 bpm, respectivamente, antes do tratamento FURO + CAP e 122 +

4 mmHg e 410 £ 15 bpm, respectivamente, apds o referido tratamento.

4.8 - Estudo da expressao da proteina c-Fos em algumas areas prosencefalicas apos

administracdo de moxonidina no NPBL em ratos tratados com FURO + CAP.

O tratamento com FURO + CAP aumentou a expressao de c-Fos no 6rgao subfornical
(SFO), [F(3,16) = 37,3; P < 0,05], nucleo pré-6ptico mediano dorsal (dMnPO), [F(3,16) =
11,1; P < 0,05], ntcleo paraventriclar (PVN), [F(3,16) = 4,4; P < 0.05] e nucleo supra-optico
(SON), [F(3,16) = 8,4; P < 0,05], (Figura 10). O pré tratamento com moxonidina (0,5
nmol/0,2 pul) injetada bilateralmente no NPBL ndo modificou a expressdo de c-Fos induzida
por FURO + CAP no SFO, dMnPO, PVN e SON, (Figura 10). Injecdes bilaterais de
moxonidina no NPBL de ratos ndo tratados com FURO + CAP também ndo induziram a
expressdao de c-Fos no SFO, dMnPO, PVN e SON, (Figura 10). O tratamento com FURO +
CAP combinado ou ndo com moxonidina no NPBL ndo produziu variacdo alguma na
expressdao de Fos no OVLT, [F(3,15) = 1,58; P > 0,05] e vMnPO, [F(3,16) = 1,1; P > 0,05],

(Figura 10).



Fotomicrografias representativas da imunorreatividade da proteina c-Fos nas areas

estudadas estdo mostradas nas figuras 11 a 16.
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Figura 10: Imunorreatividade da proteina c-Fos em 4reas prosencefalicas de ratos tratados

com FURO + CAP ou salina sc que receberam inje¢des bilaterais de moxonidina (0,5

nmol/0,2 pl) ou veiculo no NPBL. Resultados expressos como média = EPM. (n = nimero

de animais). Abreviaturas: OVLT (6rgdo vasculoso da lamina terminal), SFO (6rgao

subfornical), dMnPO (ntcleo pré-optico mediano dorsal), vMnPO (nucleo pré-optico

mediano ventral), PVN (nucleo paraventricular) e SON (nticleo supra-optico).
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Figura 11: Fotomicrografias (x40) de cortes tranversais do cérebro mostrando as marcagoes
da imunorreatividade da proteina c-fos no 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT).
Tratamentos: FURO/CAP (sc) + moxonidina (NPBL) (A), FURO/CAP (sc) + veiculo (NPBL)
(B), salina/salina (sc) + moxonidina (NPBL) (C), salina/salina (sc) + veiculo (NPBL) (D),
FURO/CAP (sc) (E), nenhum tratamento (F).
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Figura 12: Fotomicrografias (x40) de cortes tranversais do cérebro mostrando as marcagdes
da imunorreatividade da proteina c-fos no 6rgdo subfornical (SFO). Tratamentos: FURO/CAP
(sc) + moxonidina (NPBL) (A), FURO/CAP (sc) + veiculo (NPBL) (B), salina/salina (sc) +
moxonidina (NPBL) (C), salina/salina (sc) + veiculo (NPBL) (D), FURO/CAP (sc) (E),

nenhum tratamento (F).
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Figura 13: Fotomicrografias (x40) de cortes tranversais do cérebro mostrando as marcagoes
da imunorreatividade da proteina c-fos no nucleo pré-6tico mediano dorsal (dMnPO).
Tratamentos: FURO/CAP (sc) + moxonidina (NPBL) (A), FURO/CAP (sc) + veiculo (NPBL)
(B), salina/salina (sc) + moxonidina (NPBL) (C), salina/salina (sc) + veiculo (NPBL) (D),
FURO/CAP (sc) (E), nenhum tratamento (F).
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Figura 14: Fotomicrografias (x40) de cortes tranversais do cérebro mostrando as marcagdes
da imunorreatividade da proteina c-fos no nucleo pré-otico mediano ventral (vMnPO).
Tratamentos: FURO/CAP (sc) + moxonidina (NPBL) (A), FURO/CAP (sc) + veiculo (NPBL)
(B), salina/salina (sc) + moxonidina (NPBL) (C), salina/salina (sc) + veiculo (NPBL) (D),
FURO/CAP (sc) (E), nenhum tratamento (F).
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Figura 15: Fotomicrografias (x40) de cortes tranversais do cérebro mostrando as marcagdes
da imunorreatividade da proteina c-fos no nutcleo paraventricular (PVN). Tratamentos:
FURO/CAP (sc) + moxonidina (NPBL) (A), FURO/CAP (sc) + veiculo (NPBL) (B),
salina/salina (sc) + moxonidina (NPBL) (C), salina/salina (sc) + veiculo (NPBL) (D),
FURO/CAP (sc) (E), nenhum tratamento (F).
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Figura 16: Fotomicrografias (x40) de cortes tranversais do cérebro mostrando as marcagdes
da imunorreatividade da proteina c-fos no nucleo supra-optico (SON). Tratamentos:
FURO/CAP (sc) + moxonidina (NPBL) (A), FURO/CAP (sc) + veiculo (NPBL) (B),
salina/salina (sc) + moxonidina (NPBL) (C), salina/salina (sc) + veiculo (NPBL) (D),
FURO/CAP (sc) (E), nenhum tratamento (F).
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4.9 - Efeitos das injecoes bilaterais de moxonidina no NPBL sobre a ingestiao de sacarose
0,06 M.
Injegdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL nao modificaram a

ingestdo de sacarose 0,06 M [F(1,5) = 0,78; P> 0,05], (Figura 17).
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Figura 17: Ingestdo cumulativa de sacarose 0,06 M apds inje¢des bilaterais de moxonidina
(0,5 nmol/0,2 pul) ou veiculo no NPBL em ratos treinados para ingerirem sacarose durante 2 h

diariamente. Resultados expressos como média = EPM. n = nimero de animais.
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4.10 — Efeitos de injecoes bilaterais de moxonidina no NPBL sobre a ingestio de
alimento induzida por privacido de alimento e ingestio de agua e NaCl 0,3 M associada a
ingestao de alimento.

Injegdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) ndo modificaram a ingestdo de alimentar
induzida por 14 horas de privacao de alimento, [F(1,13) = 0,4; P >0.05], (Figura 18A), mas
aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M associada a ingestao de alimento, [F(1,13) = 6,0; P
<0.05], (Figura 18B), sem modificar a ingestdo de agua [F(1,13) = 2,8; P >0.05], (Figura
18C).

A ingestao de alimento induzida por 24 horas de privagdo de alimentar também nao foi
modificada pelas inje¢des bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) no NPBL, [F(1,5) = 0,1; P
>0.05], (Figura 19A). O aumento na ingestdo de NaCl 0,3 M associada a ingestdo de
alimento também foi observado neste grupo de animais, [F(1,5) = 8,9; P <0.05], (Figura
19B), sem alteragdes da ingestdo de agua, [F(1,5) = 0,8; P >0.05], (Figura 19C). Nesses
mesmos animais, verificamos que ndo houve alteragdo da ingestdo de NaCl 0,3 M, [F(1,5) =
1,0; P >0.05], (Figura 20A), ou de agua, [F(1,5) = 0,7; P >0.05], (Figura 20B), quando o

alimento ndo estava disponivel durante o periodo experimental.
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Figura 18: A) Ingestdo cumulativa de alimento induzida por 14 horas de privagdo alimentar;
B) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e C) Ingestdo cumulativa de agua associadas a

ingestdo de alimento em ratos que receberam inje¢cdes de moxonidina (0,5 mol) ou veiculo no

NPBL. Resultados expressos como média + EPM. n = nimero de animais.
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Figura 19: A) Ingestao cumulativa de alimento induzida por 24 horas de privacao alimentar;
B) Ingestao cumulativa de NaCl 0,3 M e C) Ingestdo cumulativa de dgua associadas a
ingestao de alimento em ratos que receberam inje¢cdes de moxonidina (0,5 mol) ou veiculo no

NPBL. Resultados expressos como média £ EPM. n = nlimero de animais.
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Figura 20: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e B) Ingestdo cumulativa de 4gua em ratos
com 24 horas de privagdo alimentar que receberam injecdes de moxonidina (0,5 mol) ou
veiculo no NPBL sem acesso a racdo durante o teste. Resultados expressos como média +

EPM. n = niimero de animais.
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4.11 — Efeitos de injecoes bilaterais de moxonidina sozinha ou combinada com RX
821002 no NPBL sobre a ingestio de agua e NaCl 0,3 M induzida por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2,0 M.

Em ratos previamente tratados com sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M (2
ml/rato), inje¢des bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) induziram ingestao de NaCl 0,3
M (19,1 £ 5,5 ml/2 h, vs. veiculo: 1,8 £ 0,6 ml/2 h), [F(1, 9) = 11,0; P < 0,05], mas nao
alteraram a ingestao de agua, [F(1, 9) =2,5; P > 0,05], (Figura 21).

O pré tratamento com RX 821002 (10 nmol/0,2 ul) no NPBL reduziu os efeitos da
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos pré tratados com
sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M, [F(3, 33) = 3,9; P < 0,05], (Figura 22). RX 821002
na dose de 20 nmol no NPBL quase aboliu os efeitos da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl
0,3 M, [F(3,24) =4,1; P < 0,05], (Figura 23).

Apenas a injecdo de moxonidina ou de RX 821002 ou ambos em combinacdo nao
alteraram a ingestdo de agua induzida pela sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M nos ratos
tratados com RX 821002 (10 nmol/0,2 ul) [F(3, 33) = 0,1; P > 0,05], (Figura 22) ou RX
821002 (20 nmol/0,2 ul) [F(3,24) = 1,4; P> 0,05] (Figura 23).

Inje¢des de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) em locais fora do NPBL nao modificaram a
ingestdo de NaCl 0,3 M, [F(1, 8) = 3,4; P > 0,05] nem a ingestdo de agua em ratos tratados

com sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M, [F(1,8) = 1,3; P> 0,05], (Tabela 2).
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Figura 21: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Valores individuais da ingestdo de
NaCl 0,3 M; C) Ingestao cumulativa de 4gua; D) Valores individuais da ingestdo de 4gua em
ratos tratados com injegdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no NPBL
combinados com sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M (2 ml). Valores de A e C expressos

com média + EPM; n = niimero de ratos.
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Figura 22: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestao cumulativa de agua em ratos
tratados com sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M (2 ml) seguida por injecdes bilaterais de
RX 821002 (RX, 10 nmol/0,2 pl) ou salina (sal) combinado com moxonidina (moxo, 0,5
nmol/0,2 ul) ou veiculo (vei) no NPBL. Valores expressos com média + EPM. n = nimero de

ratos.
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Figura 23: A) Ingestao cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestdo cumulativa de d4gua em ratos
tratados com sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M (2 ml) seguida por inje¢des bilaterais de
RX 821002 (RX, 20 nmol/0,2 ul) ou salina (sal) combinado com moxonidina (moxo, 0,5
nmol/0,2 ul) ou veiculo (vei) no NPBL. Valores expressos com média + EPM. n = niimero de

ratos.
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Tabela 2: Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com sobrecarga

intragastrica de NaCl 2,0 M (2 ml) que receberam inje¢des de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul)

ou veiculo em locais fora do NPBL.

Tratamento no NPBL 30 min 60 min 90 min 120 min

Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)

moxonidina 24%+09 4,7*23 6,0 £ 3,2 6,6 +3,8
veiculo 1,7+0,9 1,9+1,0 24110 25%+1,0

Ingestao de agua (ml)
moxonidina 6,0+1,5 8,2%+2,0 99+21 10,0 £ 2,1

veiculo 7,517 11,2 +1,7 12,9 +2.3 13,4 +2,6
Valores expressos como média * EPM. n=09
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4.12 — Efeitos de injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL sobre a ingestao de agua e
NaCl 0,3 M induzida por 24 h de privacio hidrica.

Em ratos previamente submetidos a privacao hidrica de 24 h, inje¢des bilaterais de
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) aumentaram a ingestao de NaCl 0,3 M (23,4 £+ 8,0 ml/2 h, vs.
veiculo: 2,0 + 0,7 ml/2 h), [F(1, 4) = 8,3; P < 0,05], mas ndo alteraram a ingestdo de agua,

[F(1,4) 0,6; P > 0,05], (Figura 24).
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Figura 24: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestdo cumulativa de 4gua em ratos
tratados com injecdes bilaterais moxonidina (moxo, 0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo (vei) no
NPBL em ratos submetidos a 24 h de privagdo hidrica. Valores expressos com média £+ EPM.

n = numero de ratos.
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4.13 — Interacio entre os mecanismos serotoninérgico e adrenérgico o, no controle da

ingestao agua e NaCl.

Injecdes bilaterais do agonista serotoninérgico DOI (5 pg/0,2 pl) no NPBL inibiram,
enquanto as injegoes de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL aumentaram a ingestao de
NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com FURO + CAP, [F(3,21) = 12,3; P < 0,01], (Figura
25A). Combinando-se com moxonidina no NPBL, o efeito inibitdrio do DOI foi abolido e o
aumento na ingestdo de NaCl 0,3 M foi semelhante ao produzido apenas pelas inje¢des de
moxonidina no NPBL, (Figura 25A).

DOI injetado no NPBL também inibiu e a moxonidina aumentou a ingestdo de agua
induzida pelo tratamento com FURO + CAP. Com a combinagdo de inje¢des de moxonidina e
DOI, o efeito do DOI sobre a ingestdo de 4gua também foi abolido e a ingestdo de dgua foi
semelhante aquela que ocorreu quando apenas moxonidina foi injetada no NPBL, [F(3,21) =
6,08; P <0,05], (Figura 25B).

Inje¢des bilaterais de metisergida (4 png/0,2 pl) no NPBL aumentaram a ingestdo de
NaCl 0,3 M, [F(3, 21) = 4,14; P < 0,05], e esse efeito da metisergida injetada no NPBL ndo
foi modificado pela prévia inje¢do de RX 821002 (20 nmol/0,2 pl) no NPBL, (Figura 26A).
Nesse grupo de ratos, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos no NPBL em

relacdo a ingestdo de agua, [F(3,21) =0,15; P> 0,05], (Figura 26B).
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Figura 25: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestao cumulativa de agua induzida
por FURO + CAP sc em ratos que receberam injecdes bilaterais de moxonidina (moxo, 0,5
nmol/0,2 ul) ou veiculo (vei) + DOI (5 ug/0,2 ul) ou salina (sal) no NPBL. Resultados

expressos como média + EPM; n = nimero de ratos.
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Figura 26: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestdo cumulativa de 4gua induzida
por FURO + CAP sc em ratos que receberam injegdes bilaterais de RX 821002 (RX, 20
nmol/0,2 pl) ou salina (sal) + metisergida (meti, 4 nug/0,2 pl) ou veiculo (vei) no NPBL.

Resultados expressos como média + EPM; n = niimero de ratos.
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4.14 — Interacdo entre os mecanismos GABAérgico e adrenérgico a, do NPBL no
controle da ingestao agua e NaCl.

Inje¢des bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pul) aumentaram a ingestdo de NaCl
0,3 M induzida pelo tratamento FURO + CAP. O pré-tratamento com o antagonista de
receptores GABA, bicuculina (5 nmol/0,2 ul) bilateralmente no NPBL reduziu parcialmente
os efeitos da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M, [F(3, 24) = 22,9; P < 0,001],
(Figura 27A). Apenas as inje¢des de bicuculina no NPBL nio alteraram a ingestdo de NaCl
0,3 M induzida por FURO + CAP.

Injegdes bilaterais de moxonidina no NPBL também aumentaram a ingestdo de dgua
induzida pelo tratamento FURO + CAP. O aumento da ingestdo de dgua foi abolido pelo pré-
tratamento com bicuculina (5 nmol/0,2 pl) bilateralmente no NPBL. Apenas as injecdes de
bicuculina no NPBL ndo alteraram a ingestdo agua induzida por FURO + CAP. ANOVA
mostrou uma interacao significante entre tempos e tratamentos para ingestdo de agua nesses
animais, [F(12, 96) = 7,8; P <0,001], (Figura 27B).

O aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M produzido pela moxonidina no NPBL em ratos
tratados com FURO + CAP, [F(3,18) =9,7; P < 0,001], ndo foi alterado pelo pré-tratamento
com o antagonista GABAg saclofen (5 nmol/0,2 ul) bilateralmente no NPBL, (Figura 28A).
Apenas as injegdes de saclofen no NPBL também ndo alteraram a ingestdo de NaCl 0,3 M
induzida por FURO + CAP. Em relacdo a ingestdo de dgua, ndo foram observadas diferengas

significativas entre os tratamentos, [F(3,18) = 3,1; P> 0,05], (Figura 28B).
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Figura 27: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestao cumulativa de dgua induzida

pelo tratamento combinado com FURO + CAP sc em ratos que receberam injecdes bilaterais

de bicuculina (bicu, 5,0 nmol/0,2 ul) ou veiculo (vei) + moxonidina (moxo, 0,5 mol/0,2 ul) ou

veiculo no NPBL. Resultados expressos como média + EPM. n = niimero de animais.
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Figura 28: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M; B) Ingestdo cumulativa de agua induzida
pelo tratamento combinado com FURO + CAP sc em ratos que receberam injecdes bilaterais
de saclofen (5,0 nmol/0,2 ul) ou veiculo (vei) + moxonidina (moxo) ou veiculo no NPBL.

Resultados expressos como média + EPM. n = numero de animais.
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4.15 — Interacdo entre os mecanismos opioidérgico e adrenérgico o, no controle da

ingestao agua e NaCl.

O aumento na ingestdo de NaCl 0,3 M produzido pelas injecdes bilaterais de
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL em ratos tratados com FURO + CAP (40,2 £+ 9,0 ml/2
h, vs. veiculo: 4,5 £ 2,0 ml/2 h) foi parcialmente reduzido (23,7 £ 8,0 ml/2 h) pelo pré-
tratamento com naloxona (40 ng/0,2 ul) no NPBL, [F(3,12) = 10,0; P <0,05]. Apenas a
injecdo de naloxona no NPBL nao modificou a ingestao de NaCl 0,3 M induzida pelo
tratamento com FURO + CAP (3,6 £ 1,3 ml/2 h), (Figura 29A). Nao foram observadas

diferencas significativas na ingestao de agua, [F(3,12) = 1,3; P >0,05], (Figura 29B).
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Figura 29: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M, B) Ingestdo cumulativa de agua induzida
pelo tratamento combinado com FURO + CAP sc em ratos que receberam injecdes de
naloxona (40 png/0,2 ul) ou veiculo (vei) + moxonidina (moxo, 0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no

NPBL. Resultados expressos como média £ EPM. n = ntimero de animais.
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4.16 — Efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos o,/imidazdlicos e do bloqueio

serotoninérgico no NPBL sobre o teste de reacdo ao sabor

Houve um aumento das respostas heddnicas no terceiro minuto de infusdo intra-oral de
NacCl 1,8% apenas apos inje¢des de metisergida no NPBL, [F(2,54) = 3,9; P < 0,05], Figura

30.

As respostas aversivas [F(2,54) = 0,8; P > 0,05] e neutras [F(2,54) = 1,3; P > 0,05]
nao foram modificadas pelo tratamento com moxonidina ou metisergida no NPBL (Figuras 31

e Figura 32).
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Figura 30: Respostas hedonicas a infusdo intra-oral de NaCl 1,8% apds inje¢des de veiculo,
moxonidina (0,5 nmol) ou metisergida (4 pug) no NPBL em ratos tratados com sobrecarga
intragastrica de NaCl 12%. Valores cumulativos expressos como média = EPM. n = niimero

de animais.
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Figura 31: Respostas aversivas a infusdo intra-oral de NaCl 1,8% apo6s inje¢des de veiculo,
moxonidina (0,5 nmol) ou metisergida (4 pg) no NPBL em ratos tratados com sobrecarga
intragastrica de NaCl 12%. Valores cumulativos expressos como média = EPM. n = niimero

de animais.



110

80 -

70 - Bl veiculo
3 moxonidina
EE metisergida
60 - g
50 - n=7

Respostas neutras

1 min 2 min 3 min

Figura 32: Respostas neutras a infusdo intra-oral de NaCl 1,8% apods inje¢des de veiculo,
moxonidina (0,5 nmol) ou metisergida (4 pg) no NPBL em ratos tratados com sobrecarga
intragéstrica de NaCl 12%. Valores cumulativos expressos como média = EPM. n = numero

de animais.
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5 - DISCUSSAO

5.1 - Papel dos receptores adrenérgicos o, do NPBL na ingestao de NaCl

Injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M de
um modo dose dependente. O aumento produzido pela moxonidina (mais que dez vezes a
quantia ingerida pelos controles tratados com FURO + CAP sc e veiculo no NPBL) foi
completamente abolido pelo RX 821002, um antagonista de receptores adrenérgicos o.,.
Adicionalmente, verificamos que a expressao da proteina c-fos induzida pelo tratamento com
FURO + CAP sc em diferentes areas prosencefalicas e a pressdo arterial ou a freqiiéncia
cardiaca ndo foram alteradas por injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL. Moxonidina
injetada bilateralmente 1 mm acima do NPBL também ndo modificou a ingestdo de sodio e
agua induzida por FURO + CAP.

Os presentes resultados também mostraram que, assim como a moxonidina, inje¢des
de clonidina e de a-metilnoradrenalina no NPBL aumentam a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua
induzida por FURO + CAP. Além disso, o efeito da a-metilnoradrenalina foi também
revertido pelo tratamento prévio com RX 821002. Sendo a a-metilnoradrenalina uma
substancia sem caracteristica imidazolica, e seu efeito revertido pela prévia injecdo de RX
821002, pode-se dizer que o RX 821002 estd bloqueando os receptores adrenérgicos o.
Portanto, podemos afirmar que um mecanismo importante envolvendo receptores
adrenérgicos o, existe no NPBL para controlar a ingestdo de sodio e 4gua. No caso da
moxonidina, ndo podemos excluir totalmente a participagdo dos receptores imidazolicos para
promover seu efeito, mas, com certeza, podemos afirmar que receptores adrenérgicos o, do
NPBL estdo envolvidos no efeito da moxonidina. Assim sendo, podemos concluir que a
ativagdo de receptores adrenérgicos o, no NPBL produz um aumento potente da ingestdo de

NaCl hipertonico.
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Os resultados no NPBL sdo opostos aos efeitos inibitorios que a ativacao de receptores
adrenérgicos a, em areas prosencefalicas tem sobre a sede e apetite ao sédio (FERRARI et
al., 1990; CALLERA et al., 1993; DE PAULA et al., 1996; DE LUCA JR & MENANI, 1997;
YADA et al., 1997a; MENANI et al., 1999; SUGAWARA ct al., 1999; DE OLIVEIRA et al.,
2003; ANDRADE et al., 2003). A moxonidina pode agir em varias areas prosencefalicas, em
doses maiores do que as doses efetivas no NPBL, para produzir uma completa inibicdo da
ingestdo de dgua e de sodio (MENANI et al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2003; ANDRADE
et al., 2003). As diferencas nos efeitos ndo estdo relacionadas a dose, pois injecdes bilaterais
de moxonidina no NPBL nas doses de 5, 10 e 20 nmol produziram efeitos semelhantes aos
produzidos pelas doses de 0,5 e 1 nmol desse agonista na mesma area. Até mesmo a menor
dose utilizada (0,1 nmol) injetada no NPBL aumentou significativamente a ingestdo de NacCl,
sugerindo a alta sensibilidade do mecanismo adrenérgico o, presente neste nlcleo para
controlar a ingestao de sodio.

E importante notar que, apesar do potente aumento da ingestdo de NaCl produzido
pela combinagdo de FURO + CAP sc e moxonidina no NPBL, foi verificado apenas um
aumento pequeno na ingestdo de agua, indicando forte preferéncia dos ratos pelo NaCl nessa
situacdo. Por outro lado, considerando o provavel aumento da osmolaridade plasmatica
produzido pela ingestdo de NaCl hipertonico, um aumento na ingestao de agua seria esperado.
O fato de ndo ter ocorrido um aumento na ingestdo de agua em ratos que receberam
moxonidina no NPBL sugere que o aumento da osmolaridade plasmatica estimula fracamente
a ingestdo de agua nesses animais. A moxonidina ndo alterou a ingestdo de agua quando o
sodio ndo estava disponivel durante o teste, sugerindo que a ativacdo dos receptores
adrenérgicos o, do NPBL modula especificamente a ingestao de sddio.

Ja foi anteriormente demonstrado o papel inibitério que a serotonina (5-HT) e a

colecistocinina (CCK) tém no NPBL no controle da ingestdo de 4gua e sédio (MENANI &
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JOHNSON, 1995; MENANI et al., 1996; MENANI & JOHNSON, 1998; MENANI et al.,
1998b; DE GOBBI et al., 2000; MENANI J V et al., 2000; DE GOBBI et al., 2001). Nesses
estudos, injegdes bilaterais de metisergida ou proglumide (antagonistas de 5-HT e CCK,
respectivamente) aumentaram a ingestdo de so6dio, e em alguns casos também a ingestao de
agua, induzida por diferentes protocolos como, por exemplo, FURO + CAP sc, ANG icv ou
injetada no o6rgao subfornical, 24 horas de deplecao de sdédio, privacdo hidrica de 24 horas e
tratamento com DOCA (desoxicorticosterona) sc, (MENANI & JOHNSON, 1995; MENANI
et al., 1996; MENANI & JOHNSON, 1998; MENANI et al., 1998b; DE GOBBI et al., 2000;
MENANI J V et al.,, 2000, DE GOBBI et al.,, 2001). Diferentemente da metisergida e
proglumide, que aumentam a ingestdo de NaCl apenas quando injetadas bilateralmente no
NPBL, inje¢des unilaterais de moxonidina no NPBL produzem um aumento menos intenso
(comparado as injegdes bilaterais), porém significativo na ingestdo de sédio induzida pelo
tratamento com FURO + CAP sc (ingestdo total de NaCl 2,5 vezes maior do que os valores
controles). Além disso, enquanto a ingestdo de sodio induzida pelo tratamento com FURO +
CAP sc foi cerca de 8 a 10 vezes maior do que o controle em ratos tratados com moxonidina
bilateralmente no NPBL, a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos com injecdes bilaterais de
metisergida e proglumide no NPBL foi de apenas 4 a 5 vezes maior que a ingestdo controle
(MENANI et al., 1996; MENANI & JOHNSON, 1998; DE GOBBI et al., 2001). Portanto, a
ativacao de receptores adrenérgicos o, no NPBL produz um efeito mais forte sobre a ingestao
de sodio do que o bloqueio dos mecanismos serotonérgicos e colecistocinérgicos no NPBL, e
essa diferenca pode explicar porque apenas a moxonidina injetada unilateralmente no NPBL
aumenta a ingestao de NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP sc.

Apesar do grande efeito sobre a ingestdo de sodio induzida pelo tratamento com
FURO + CAP, a moxonidina, assim como a metisergida e proglumide (MENANI et al., 1996;

MENANI & JOHNSON, 1998), ndo modificaram a ingestdo de s6dio ou de dgua quando
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injetadas bilateralmente no NPBL de ratos saciados, ndo tratados com FURO + CAP.
Diferente da ingestdo de dgua, a ingestdo de NaCl hipertonico requer varias horas para ser
induzida por tratamentos como deplecdo de soédio por 24 horas ou polietilenoglicol sc
(STRICKER & VERBALIS, 1990). Agudamente, apenas um pequeno aumento da ingestao
de sddio ¢é produzido por tratamentos como ANG II central ou furosemida sc (MENANI et al.,
1996; MENANI J V et al., 2000). Os resultados com moxonidina no NPBL e os resultados
prévios com o bloqueio dos mecanismos inibitdrios serotoninérgico e colecistocinérgico do
NPBL (MENANI & JOHNSON, 1998; MENANI J V et al., 2000) sugerem que a ingestao de
NaCl ¢ extremamente facilitada se a ativacdo de mecanismos excitatoérios ocorrerem
simultancamente com a desativacdo dos mecanismos inibitorios do NPBL. Em outras
palavras, uma ingestdo de NaCl significativa depende da combinacdo de dois fatores: a
presenga de um estimulo dipsogénico/natriorexigénico e a desativagdo de mecanismos
inibitdrios. Na presenca de apenas um fator a ingestdo de NaCl é pequena ou inexistente.

A rapida indugdo da ingestdao de dgua e de NaCl pelo tratamento com FURO + CAP sc
resulta da associacdo de uma hipotensao branda (-5 mmHg, nos ratos testados nesse estudo) e
uma menor ativacdo dos receptores de volume, assim como um aumento da formagdo de
ANG 1I central (FITTS & MASSON, 1989; THUNHORST & JOHNSON, 1994). Este
tratamento também induz a expressdo de c-fos na lamina terminal e nucleos hipotalamicos
relacionados com a regulacdo da sede, apetite ao so6dio e o balanco hidromineral,
(THUNHORST et al., 1998). A ativagdo neuronal no OSF e OVLT pela ANG II ¢
considerada o primeiro passo nos circuitos que desencadeiam a sede e o apetite ao sédio,
(OLDFIELD & MCKINLEY, 1995; JOHNSON & THUNHORST, 1997; MCKINLEY et al.,
2001). Se apos injecdes de moxonidina no NPBL aumentasse o numero de células ativadas
pelo tratamento com FURO + CAP sc em areas prosencefalicas, seria possivel explicar o

aumento na ingestdo de agua e de NaCl induzido pela moxonidina no NPBL nessa condigao.
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Contudo, os resultados do presente estudo mostraram que a expressao de c-fos induzida com
FURO + CAP no OSF, MnPO dorsal, PVN e SON nao foram alteradas pela moxonidina no
NPBL.

Genes de expressao imediata, como c-Fos, estdo relacionados com ativagao neuronal,
mas ha limitagdes da técnica que dificultam a interpretagdo dos resultados, (HERBERT,
1996). Primeiro, ¢ possivel se verificar o numero de células ativadas, mas nenhuma variagao
na intensidade ou freqiiéncia na qual cada uma ¢ ativada. Segundo, ha muitas situagdes nas
quais a expressdo de genes imediatos ndao acompanha os efeitos fisiologicos e
comportamentais como os produzidos pela ANG II. Com essas restricdes em mente, 0s
resultados sugerem que o tratamento com FURO + CAP e a ativagdo de receptores
adrenérgicos o, do NPBL ndo compartilham a ativagdo de c-Fos e que esta ativacdo parece
ndo estar envolvida com o aumento de NaCl hipertonico produzido pela moxonidina injetada
no NPBL. Tal fato ¢ reforcado pela falha na inducdo da expressdo de c-Fos em ratos apenas
com moxonidina, sem o tratamento com FURO + CAP. Por outro lado, devemos lembrar que
os efeitos da moxonidina na expressdo de c-fos induzida por FURO + CAP foram testados na
auséncia da ingestdo de agua e de sddio que poderiam ativar sinais inibitdrios aferentes dos
receptores de sabor, receptores de volume e/ou osmorreceptores limitando assim a ingestao.
Portanto, qualquer mudanga na expressdo de c-fos em éareas prosencefalicas produzida pela
ingestdo de 4gua e/ou soédio sozinho ou em combinagdo com ativagdo de receptores
adrenérgicos o, no NPBL poderia ndo ser detectada no estudo realizado. Mais estudos serao
necessarios para determinar se a moxonidina no NPBL bloqueando as aferéncias inibitorias
vindas da periferia (ativadas pela ingestdo) permitiria uma elevada e mantida expressao de c-
fos nas areas prosencefalicas por um periodo de tempo maior, no qual poderia resultar em

uma ingestao elevada.
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Apesar de seu efeito anti-hipertensivo atribuido a uma redugdo da atividade simpatica
produzida pela agdo central em receptores imidazolicos do bulbo ventrolateral rostral
(ERNSBERGER et al.,, 1993; HAXHIU et al., 1994, ERNSBERGER et al., 1997), a
moxonidina injetada no NPBL também nao alterou a PAM e FC tanto em ratos tratados com
FURO + CAP como nos animais controles. Portanto, o aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M
durante o tratamento com FURO + CAP ndo resulta de variagdes na pressdo arterial.

A falta de efeitos sobre a ingestdo de sacarose 0,06 M apos inje¢des bilaterais de
moxonidina no NPBL sugere que o aumento da ingestio de NaCl 0,3 M e agua apos a
ativacdo de receptores adrenérgicos o, do NPBL ndo ¢ devido a uma facilitagio nao
especifica de todos os comportamentos de ingestdo. Nesse estudo, porém, a ingestdo de
sacarose foi espontinea, sem a necessidade de protocolo experimental para induzir tal
ingestdo. Como a moxonidina ndo induz a ingestdo de dgua e de sdédio em animais saciados,
achamos interessante investigar os efeitos da moxonidina no NPBL sobre outro padrdo de
ingestdo. Assim sendo, foi testado entdo o efeito da moxonidina sobre a ingestdo de alimento
induzida por privagdo de alimento, e também a ingestdo de agua e NaCl associadas a ingestao
de alimento. Surpreendentemente, verificamos que a moxonidina promoveu um aumento da
ingestdo de NaCl 0,3 M associada a ingestdo de alimento, sem modificar a ingestdo de agua
ou a ingestdo de alimento. Realizando o mesmo experimento na auséncia de alimento,
verificamos que quando ndo ha ingestdo de alimento também ndo se observa o aumento da
ingestdo de sodio apds as injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL. Esse fato sugere que o
estimulo para a ingestdo de s6dio ndo seria a privacdo alimentar, mas sim estimulos gerados
apds a ingestdo de alimento, possivelmente o aumento da osmolaridade plasmatica. A
ingestdo de alimento seco aumenta a osmolaridade plasmatica no rato cerca de 2 — 3% em
minutos (STARBUCK & FITTS, 2001), e um aumento dessa magnitude promove a ingestao

de 4gua. Lembrando que a moxonidina ndo altera a ingestdo de s6dio em animais saciados,
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esses resultados corroboram com o fato de que a ativagdo de receptores adrenérgicos a, do
NPBL atuando especificamente sobre a ingestdo de sddio ndo ¢ suficiente para induzir por si
s6 a ingestdo de sodio, havendo a necessidade da ativagdo simultinea de mecanismos
excitatdrios para a ingestdo de sddio e/ou de agua.

Os receptores adrenérgicos o, sdo encontrados no sistema nervoso central e periférico,
e tém localizagdo tanto pré- quanto pds-sinaptica, (FRENCH, 1995). No SNC, esses
receptores t€ém importante papel na regulagdo da liberagdo de neurotransmissores através de
autorreceptores localizados em terminais nervosos noradrenérgicos ¢ de heteroceptores
localizados em outros tipos de neurdnios, como a serotonina. A presenga de receptores
adrenérgicos o, no NPBL foi demonstrada por estudos utilizando técnicas de
imunorreatividade e radioligantes, (HERBERT & FLUGGE, 1995; TALLEY et al., 1996). A
maioria dos receptores adrenérgicos o, estdo localizados na regido externa do NPBL e na
regido “waist” do nucleo parabraquial, (HERBERT & FLUGGE, 1995). O NPBL recebe
muitas fibras vindas da AP/NTSm, (NORGREN, 1981; SHAPIRO & MISELIS, 1985) e
neurdnios serotoninérgicos, adrenérgicos ¢ noradrenérgicos estdo presentes nessas projecoes
da AP/NTSm para o NPBL, (LANCA & VAN DER KOOY, 1985; MICELI et al., 1987;
HERBERT & FLUGGE, 1995; TALLEY et al., 1996). Inje¢cdes de ioimbina (antagonista
adrenérgico o) no NPBL resultou em uma inibi¢do de 77% da atividade espontanea visceral
de neurdnios talamicos (SALEH & CECHETTO, 1994), sugerindo que os receptores
adrenérgicos o, no NPBL poderiam modular a informagdo sensorial visceral que ascende da
AP/NTSm para éreas prosencefalicas envolvidas com o controle visceral. Os presentes
resultados sugerem que projecdes semelhantes para o NPBL envolvendo os receptores
adrenérgicos o, podem ser ativadas para controlar a ingestdo de NaCl.

Considerando os resultados anteriores mostrando a inibicdo da ingestdo de agua e

sodio pelas injecdes em areas prosencefilicas e os presentes resultados mostrando o aumento
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da ingestao de agua e de sodio pelas injegdes no NPBL, podemos concluir que os receptores
adrenérgicos a, tém papéis opostos no controle da ingestdo de so6dio e dgua, de acordo com
sua distribuicdo no cérebro. O papel facilitatorio dos receptores adrenérgicos o, do NPBL
constitui um mecanismo adicional que pode contribuir para promover a sede e apetite ao

sodio em animais desidratados.

5.2 - Ativacio de receptores adrenérgicos o, do NPBL e desidratacio intracelular

Em ratos previamente tratados com sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M, as injecdes
bilaterais de moxonidina no NPBL induziram uma forte ingestdo de NaCl 0,3 M, sem alterar a
ingestdo de 4agua no teste com as duas substancias disponiveis. A ingestdo de NaCl
hipertonico ocorreu apesar da hiperosmolaridade, hipernatremia, redu¢do da atividade de
renina plasmatica e da normovolemia presentes nos ratos que recebem a sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M (PEREIRA et al., 2002).

As injecdes do antagonista de receptores adrenérgicos o, RX 821002 no NPBL nas
doses utilizadas quase aboliram os efeitos da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M. As
injecdes de moxonidina fora do NPBL nao modificaram a ingestdo de NaCl ou de agua. Além
disso, vale lembrar que as inje¢des de moxonidina em animais saciados ndo altera a ingestao
de agua ¢ de NaCl. Portanto, a ativacdo de receptores adrenérgicos o, pelas injecdes de
moxonidina especificamente no NPBL estimula a ingestdo de NaCl hipertonico em ratos
tratados com sobrecarga intragéstrica de NaCl 2 M.

O apetite ao NaCl ¢ fortemente inibido pela desidratacdo celular (FITZSIMONS &
WIRTH, 1976; BLACKBURN et al., 1995) ao mesmo tempo que sinais dos osmorreceptores
ativam os circuitos cerebrais que desencadeiam a sede (FITZSIMONS, 1985). Porém, como
indicado pelos presentes resultados, os ratos com desidratagdo celular podem também ingerir

NaCl hipertonico além da 4gua quando os receptores adrenérgicos o, do NPBL sdo ativados.
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Esses resultados confirmam que a hiperosmolaridade plasmatica ou a desidratagao celular em
animais normovolémicos ndo é apenas um estimulo para a ingestao de dgua, mas também um
estimulo para a ingestdo de NaCl. Em um estudo anterior (DE LUCA JR et al., 2003), foi
demonstrado que o bloqueio serotonérgico com inje¢des de metisergida no NPBL também
induzia ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos tratados com sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M.
Portanto, a serotonina nao ¢ o unico mediador no NPBL que controla a ingestdo de NaCl
hipertonico durante a desidratacdo celular (DE LUCA JR et al., 2003), tendo os receptores
adrenérgicos o, um papel oposto ao da serotonina. A ativagdo dos receptores adrenérgicos o
pode reduzir a inibicdo e, em combina¢do com o forte estimulo excitatorio produzido pela
desidratagdo celular, permitir a ingestdo de NaCl hipertonico.

E importante ressaltar que a ingestio de NaCl 0,3 M produzida pela moxonidina nos
animais desidratados ¢ cerca de 6 mEq de s6dio em 2 h, o que ¢ 10 vezes mais do que a
ingestdo dos animais controles tratados com veiculo no NPBL (0,6 mEq em 2 h). Alguns ratos
ingeriram até mais (um rato ingeriu 15 mEq e 5 ratos ingeriram 9 mEq de sédio em 2 h), o
que ¢ uma quantia de sodio maior do que um rato com deplecdo de sodio, induzida pela
classica combinacdo de injecdo de furosemida acompanhada por uma dieta deficiente de sodio
por 24 h, ingere no mesmo periodo de tempo no teste de apetite ao sd6dio (MENANI et al.,
1998b; SUGAWARA et al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2003). A comparagdo ¢ ainda mais
dramatica quando lembramos que um rato com deplecdo de sédio apresenta a ativagdo de
todos os mecanismos facilitatorios importantes que induzem o apetite ao sédio (angiotensina
II, aldosterona, desativacdo dos receptores de volume), (DE LUCA JR et al.,, 1992;
FITZSIMONS, 1998), uma situagdo bem diferente daquela de um rato que recebe uma
sobrecarga intragastrica de NaCl hipertonico e que obviamente ndo necessita de mais sodio.

No modelo de privacdo hidrica, ocorre desidratacdo absoluta, ou seja, desidratacdo

intracelular e extracelular. Nessa situagdo, a moxonidina injetada bilateralmente no NPBL
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também aumenta a ingestao de sodio hipertonico, sem alterar a ingestao de dgua. Note que a
quantidade de NaCl 0,3 M ingerida apods as inje¢des de moxonidina no NPBL pelos ratos
privados de dgua ¢é semelhante aquela ingerida durante a desidratacdo intra (apds a sobrecarga
de NaCl 2 M) ou extracelular (ap6s o tratamento com FURO + CAP sc) separadamente.
Lembrando que a moxonidina injetada no NPBL ndo modifica a ingestdo de s6dio em ratos
saciados, os resultados sugerem que a ativagdo de receptores adrenérgicos o, no NPBL
promove a ingestdo de sédio hipertdnico independente do tipo do estimulo presente para a
ingestdo de dgua e/ou sodio.

Os resultados mostrando a ingestdo de NaCl hipertonico por ratos tratados com
metisergida no NPBL e doses dipsogénicas do agonista colinérgico carbacol icv também
sugerem que a hiperosmolaridade pode estimular a ingestdo de so6dio (MENANI J V et al.,
2002). A sede induzida pela inje¢do icv de carbacol seria conseqiiéncia da ativagdo de
circuitos prosencefalicos relacionados a desidratagdo celular, (FITTS & SIMPSON, 1986) e,
além de induzir a ingestdo de agua, o carbacol inibiria a ingestao de sodio (FITTS et al., 1985;
FITTS & SIMPSON, 1986). Portanto, o efeito da combinagdo de carbacol icv com
metisergida no NPBL sugere que a desidratacdo celular também ativa os mecanismos centrais
que estimulam também a ingestdo de sodio, além da ingestdo de 4gua.

O NPBL estd conectado reciprocamente as areas prosencefalicas que controlam a
ingestdo de liquidos e o equilibrio hidroeletrolitico, tais como o nucleo paraventricular do
hipotadlamo, o nticleo central da amigdala e o nucleo pré-optico mediano, e também as regides
bulbares, tais como a AP/NTSm que recebem informagdes viscerais e informacdes de sabor,
(NORGREN, 1981; FULWILER & SAPER, 1984; CIRIELLO et al., 1984; LANCA & VAN
DER KOOY, 1985; SHAPIRO & MISELIS, 1985; HERBERT et al., 1990; JHAMANDAS et
al., 1992; KRUKOFF et al., 1993; SPECTOR, 1995; JHAMANDAS et al., 1996). As células

do NPBL sd3o ativadas apds a ingestdo de solugdes de sodio em ratos desidratados
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(YAMAMOTO et al., 1993; FRANCHINI & VIVAS, 1999), e também em ratos que
receberam sobrecarga intragastrica de NaCl hipertonico (KOBASHI et al., 1993) sugerindo
que as células do NPBL poderiam ser ativadas por sinais viscerais ou talvez sinais de sabor.
Assim, as aferéncias osmoticas viscerais ¢ as informagdes do sabor de sodio vindas da
AP/NTS que chegam ao NPBL s3o processadas e integradas, de onde partem para
possivelmente inibir os circuitos neurais que desencadeiam o apetite ao sdédio.

As informacdes ascendentes dos osmorreceptores poderiam ativar os circuitos que
desencadeiam a ingestdo de sodio paralelamente a sede, mas um mecanismo dependente do
NPBL poderia simultaneamente inibir esses circuitos e, portanto restringir a ingestdo de
sodio, pelo menos a de sddio hipertonico, prevenindo assim o agravamento da desidratagdo
celular. Essas conclusdes apresentam um paralelo importante com os estudos prévios que
mostraram a participacdo do peptideo natriurético atrial (ANP) e da ocitocina (OT) nos
mecanismos inibitorios para a ingestdo de sédio (BLACKBURN et al., 1992; BLACKBURN
et al., 1995). Nesses estudos, os ratos foram tratados centralmente com a cadeia A da citocina
ricina conjugada a OT (rAOT) ou ao ANP (rAANP) para inativar seletivamente as células que
apresentavam esses respectivos receptores. Nos animais hipovolémicos, o manitol hipertonico
sistémico inibiu a ingestdo de NaCl hipertdnico nos ratos controles, mas aumentou a ingestao
nos animais tratados com rAOT e rAANP, enquanto que o NaCl hipertonico sist€émico
aumentou a ingestdo de NaCl hipertonico nos ratos tratados com rAANP. Os ratos
hiponatrémicos que receberam apenas o manitol hipertonico sistemicamente também
ingeriram NaCl hipertonico além da ingestdo de dgua quando eles receberam inje¢des icv do
antagonista de OT. Os autores propuseram que solugdes hiperosméticas e hipernatrémicas
podem ter dois efeitos opostos sobre a ingestao de sodio: inibigdo e estimulagdo. Geralmente a
inibi¢do ¢ o efeito predominante, enquanto a estimulagdo ¢ apenas observada quando os

mecanismos inibitdrios sdo desativados (BLACKBURN et al., 1995).
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A auséncia de efeitos de metisergida, proglumide ou moxonidina no NPBL em
animais saciados e normohidratados sugerem que apenas a desativacdo dos mecanismos
inibitorios do NPBL nio ¢ suficiente para induzir a ingestdo de s6dio ou de dgua. Portanto, a
ingestdo de NaCl (e eventualmente de agua) ¢ fortemente facilitada se mecanismos
natriorexigénico ou dipsogénico excitatorios forem ativados simultaneamente com a
desativagdo dos mecanismos inibitérios do NPBL (MENANI et al., 1996; COLOMBARI et
al., 1996; MENANI et al., 1998a; MENANI et al., 1998b; MENANI J V et al., 2000).

De acordo com os presentes resultados, o aumento da osmolaridade plasmatica pode
ser também um estimulo excitatdrio para a ingestdo de sodio, sugerindo que os circuitos
cerebrais que controlam o apetite ao sédio, como aqueles que desencadeiam a sede, sdo
ativados nao apenas pela desidratagdo extracelular, mas também pela desidratagao
intracelular. Portanto, a ativagdo desse comportamento depende da modulacdo exercida pelos
mecanismos envolvendo o NPBL que inibe fortemente o apetite ao sédio. A ativagdo de
receptores adrenérgicos o, do NPBL desativa o mecanismo inibitério e permite esse

comportamento se a osmolaridade estiver elevada (Figura 33).
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Figura 33: Diagrama representando o envolvimento do NPBL no controle da sede e apetite
ao sodio durante a desidratacdao celular. Os osmorreceptores ou receptores de sodio ativam
circuitos que desencadeiam a sede e o apetite ao sodio, e um circuito paralelo inibitdrio para o
apetite ao sddio envolve o NPBL. A ativa¢do de receptores adrenérgicos o, no NPBL remove
a inibigdo, permitindo a ingestdo de sodio e dgua. Liquido intracelular, LIC; concentragao

extracelular de sodio, [Na']e. Adaptado de De Luca Jr et al., 2003.
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5.3 - Interacdo entre os mecanismos adrenérgico o, e os mecanismos serotoninérgico,
GABA¢érgico e opioidérgico do NPBL

Ja foi demonstrado que injegdes o agonista de receptores serotoninérgicos SHTra.c
hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI) bilateralmente no NPBL inibem, enquanto
as injecdes de metisergida (antagonista de receptores serotoninérgicos) no NPBL aumentam a
ingestdo de sodio e de 4gua, sugerindo a existéncia de um importante mecanismo
serotoninérgico inibitorio controlando a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua, (MENANI et al.,
1996). Recentes resultados mostraram que ativagdo de receptores GABAA no NPBL induz
ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos saciados (CALLERA et al., 2005). Foi verificado também
que inje¢oes do agonista opidide B-endorfina no NPBL induzem ingestao de NaCl 0,3 M em
ratos saciados, sendo que o pré-tratamento com o antagonista opidide naloxona abole esse
efeito, (OLIVEIRA et al., 2005).

A ativagdo dos receptores adrenérgicos o, no NPBL aboliu completamente a inibi¢ao
da ingestao de dgua e NaCl 0,3 M produzida pela ativagdo do mecanismo serotoninérgico com
DOI no NPBL. Por outro lado, o bloqueio dos receptores adrenérgicos o, no NPBL ndo altera
os efeitos do bloqueio do mecanismo serotoninérgico da mesma area. Portanto, a ativacao de
receptores adrenérgicos o, no NPBL inibe os efeitos da ativacdo do mecanismo
serotoninérgico do NPBL, ou seja, 0 mecanismo inibitdrio ativado pela serotonina no NPBL ¢
desativado pela ativagdo de receptores adrenérgicos a, nessa mesma area. Uma possibilidade
¢ que os receptores adrenérgicos o, € 0s receptores serotoninérgicos tenham localizagdo pos-
sindptica nos mesmos neurdnios no NPBL, cada um produzindo efeitos opostos na atividade
desses neurdnios. Por outro lado ndo € possivel excluir que os receptores serotoninérgicos e os
receptores adrenérgicos o, estejam localizados em diferentes neurdnios, mas nesse caso os
neurdénios com os receptores adrenérgicos o, devem estar distais aos neurdnios que

apresentam os receptores serotoninérgicos.
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Os presentes resultados também mostram que a prévia inje¢do de bicuculina
(antagonista de receptores GABA4) reduziu parcialmente e aboliu, respectivamente, os efeitos
da moxonidina sobre a ingestdo de sédio e dgua induzida por FURO + CAP. Por outro lado,
injecdes prévias de saclofen (antagonista de receptores GABAg) ndo modificaram os efeitos
da moxonidina, sugerindo que esse subtipo de receptor GABAérgico ndo participa nesse
mecanismo. Outro resultado interessante mostrou que o aumento na ingestao de NaCl 0,3 M
produzido pelas injegdes bilaterais de moxonidina no NPBL foi parcialmente reduzido pelo
pré-tratamento com naloxona (antagonista opidide) no NPBL. Assim, esses resultados
sugerem que o aumento na ingestdo de NaCl 0,3 M e agua produzido pela ativacido de
receptores adrenérgicos o, do NPBL ¢ parcialmente dependente de mecanismos
GABA¢érgicos (receptores GABA,) e de mecanismos opioidérgicos desta area.

O bloqueio dos receptores adrenérgicos o, pelas inje¢cdes de RX 821002 no NPBL ndo
altera a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida por FURO + CAP. Isso sugere que a ativacao
do mecanismo adrenérgico a, no NPBL ndo ¢é necessaria para a ingestdo de liquidos nessa
situacdo mas, dada a forca desse mecanismo, este ¢ possivelmente recrutado para atenuar o
mecanismo serotoninérgico e produzir intenso apetite ao sédio em uma situagdo mais critica.

Recente estudo mostrou que aproximadamente 20% dos neuroénios do NTS que se
projeta para o NPBL contém catecolaminas (HERMES et al., 2006). J4 foi anteriormente
demonstrado que essa populagdao de projecOes neuronais também contém uma grande
variedade de neuropeptideos (MILNER et al., 1984; MANTYH & HUNT, 1984; HERBERT
et al., 1990). Essa heterogeneidade de mediadores quimicos das proje¢des ascendentes do
NTS para o NPBL e a auséncia de um unico neurotransmissor sugere uma grande variedade
de aferéncias e um papel integrativo para esse nicleo. Assim sendo, o NPBL desempenha um
papel importante no controle da ingestdo de so6dio e a serotonina ¢ um dos principais

neurotransmissores dessa drea envolvidos na inibicdo da ingestdo de sodio, (MENANI et al.,
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1996; MENANI et al., 1998a; MENANI et al., 1998b; DE GOBBI et al., 2000; MENANI J V
et al., 2000). Embora ainda de modo ndo completamente esclarecido, parece que a
moxonidina agindo no NPBL poderia bloquear o mecanismo serotoninérgico inibitério do
NPBL, permitindo assim a ingestdo de NaCl hipertonico.

O GABA ¢ um neurotransmissor inibitério amplamente distribuido no SNC,
(CHRISTIE & NORTH, 1988; ARAKI et al., 1992). Os receptores adrenérgicos o, fazem
parte da grande familia de receptores acoplados a proteina Gi/G,, negativamente acoplados a
adenilato ciclase, e medeiam seus efeitos inibitorios através da inibicdo da produ¢do de AMP
ciclico, (BYLUND, 1995). Segundo Goodman e Gilman (1996) a ativacdo de receptores
opidides parece exercer uma inibicdo modulatoria na transmissdo sindptica no sistema
nervoso central, sendo que a ativacdo de receptores mu e delta podem promover
hiperpolarizacdo de membrana por ativar canais de potassio ou podem inibir a adenil ciclase,
por outro lado, ativagdo dos receptores kappa parece influenciar os canais de calcio e promove
uma inibicdo dependente de voltagem. A B endorfina (derivada do pro-opiomelanocortina)
pode se ligar tanto em receptores do tipo mu quanto delta, isto tanto periférica quanto
centralmente.

Em suma, verificamos que os mecanismos adrenérgicos interagem com oS
serotoninérgicos, GABAérgicos e opioidérgicos do NPBL para o controle da ingestdo de
sodio e dgua. A compreensdo detalhada de como ocorre a interacdo entre esses diferentes
mecanismos presentes no NPBL envolvidos no controle da ingestdo de sddio ainda € objeto
de estudo. Considerando que o bloqueio GABAérgico ou opioidérgico reduz parcialmente os
efeitos da ativacao de receptores adrenérgicos a,, podemos sugerir que, além de uma inibi¢ao
direta exercida pelos receptores adrenérgicos a, sobre o mecanismo inibitdrio do NPBL, ¢
possivel que ativacao de receptores adrenérgicos a, no NPBL promova a liberacdo de GABA

e opioides, possivelmente através de uma via contendo um interneurdnio inibitorio. Por sua
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vez, o GABA ¢ o opidide liberados agem em receptores GABA, e mu, respectivamente,
também a inibindo o mecanismo inibitorio. Por outro lado, a serotonina e a CCK liberadas no
NPBL inibem tonicamente a ingestdo de so6dio e dgua, por ativarem o mecanismo inibitdrio
para esse comportamento. A figura 34 mostra um diagrama esquematico da hipdtese da
interagdo entre os mecanismos adrenérgico, serotoninérgico, GABAérgico e opioidérgico

presentes no NPBL.
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Figura 34: Modelo esquematico mostrando o mecanismo serotoninérgico inibitorio do NPBL
para o controle da ingestdo de agua e sodio e a possivel interagcdo com 0s mecanismos
adrenérgicos a,, GABA¢rgicos e opioidérgicos presentes nessa area. A ativagdo dos
receptores adrenérgicos o, pode inibir diretamente o mecanismo inibitério ou promover uma

ativacdo GABAZ¢rgica e opioidérgica. Serotonina, 5-HT; noradrenalina, NE.
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5.4 - Efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos a, e do bloqueio serotoninérgico no

teste de reacdo ao sabor do NaCl hipertonico

Os presentes resultados mostram que as inje¢des de metisergida no NPBL aumentaram
a resposta hedonica a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M, sem alterar as respostas neutras e
aversivas no teste de reacdo ao sabor, enquanto a moxonidina injetada no NPBL ndo
modificou nenhum dos parametros analisados.

Um estudo anterior envolvendo essa técnica de reagdo ao sabor avaliou os efeitos das
injecOes bilaterais de benzodiazepinicos no NPBL sobre a ingestio de alimento e a
palatabilidade (SODERPALM & BERRIDGE, 2000). Considerando que o0s
benzodiazepinicos induzem ingestdo de alimento e aumentam a resposta hedonica ao sabor
quando injetados no tronco cerebral (quarto ventriculo), esses autores utilizaram a técnica de
reacdo ao sabor para medir as reacdes heddnicas e aversivas desencadeadas pela infusdo intra-
oral de solucdes doce e amarga (sacarose 7% e quinina 0,01%) apds injecdes bilaterais de
midazolam (benzodiazepinico) no NPBL. Midazolam aumentou a ingestdo alimentar e
seletivamente aumentou as respostas hedonicas ao sabor quando injetado no NPBL, sugerindo
que essa area pode mediar o impacto hedonico ao sabor assim como o aumento do
comportamento de ingestdo de alimento induzido pelos benzodiazepinicos, (SODERPALM &
BERRIDGE, 2000).

Em relagdo ao teste de reacdo ao sabor do NaCl, estudos prévios foram realizados em
ratos depletados de sodio (GRILL & BERNSTEIN, 1988; SORGE et al., 2002). Ratos pré-
tratados com furosemida 21 horas antes da infusao intra-oral de NaCl 0,12 M mostraram um
aumento das respostas hedonicas quando comparados aos animais que receberam salina,
(SORGE et al., 2002). O aumento da palatabilidade pela furosemida ao NaCl ja tinha sido
reportada por outros estudos usando o teste de rea¢do ao sabor, (GRILL & BERNSTEIN,

1988) ou ingestaio (JALOWIEC, 1974; ROWLAND & FREGLY, 1988). Grill e Bernstein,
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1988 desenvolvendo testes de reacdo ao sabor mostraram que durante a deficiéncia de sodio
as linhagens de ratos F-344 ¢ Wistar mudaram o perfil de respostas motoras orais ao sodio, e
que nao houve diferenca na quantificagdo das respostas hedonicas e aversivas entre as
linhagens durante a deficiéncia de sddio.

O presente estudo foi o primeiro a avaliar a reagdo ao sabor do NaCl em animais
desidratados. Os resultados mostram que injegdes metisergida no NPBL aumentam as
respostas hedonicas ao sodio hipertonico infundido diretamente na cavidade oral do rato
submetido a uma prévia sobrecarga intragastrica de NaCl hipertonico. Isso sugere que o
bloqueio de receptores serotoninérgicos do NPBL promove um aumento da palatabilidade ao
sodio hipertonico, em animais desidratados. Considerando que esses animais foram
submetidos a uma desidratacao celular, era de se esperar um padrio aversivo mais acentuado
nos animais tratados com veiculo no NPBL. E importante ressaltar que a infusdo intra-oral de
solugdo de sodio hipertonico foi feita a uma fragdo constante de 0,5 ml/min, ao passo que a
técnica originalmente descreve 1 ml/min. Esse fato poderia explicar um reduzido nimero de
respostas aversivas em comparacgao ao de respostas hedonicas. Outro fator a ser considerado ¢é
o modo de quantificagdo dos comportamentos: as respostas foram quantificadas de maneira
continua, enquanto que a técnica original considera os comportamentos ritmicos, tais como
protusdes da lingua e lambidas das patas, como apenas um evento caso persista por um
intervalo minimo de 5 segundos. Além dos fatores ja& mencionados, vale lembrar que o erro
padrao da média das respostas obtidas ¢ grande em todos os tratamentos realizados. Um maior
numero de animais talvez ajudasse a evidenciar melhor o efeito da metisergida e até mesmo
confirmar ou excluir a tendéncia de aumento das respostas heddnicas pela moxonidina.

Os presentes resultados corroboram com os resultados anteriores mostrando o aumento
da ingestdo de NaCl hipertonico apods injecdes de metisergida no NPBL em animais

depletados de so6dio ou com desidrata¢ao celular, (MENANI et al., 1998b; DE LUCA JR et
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al., 2003). Por outro lado, o aumento das respostas hedonicas ao sodio hipertonico foi
pequeno quando comparado ao aumento da ingestdo de s6dio em ratos submetidos a0 mesmo
tratamento. Isso sugere que outros fatores, além da palatabilidade, podem contribuir para o
aumento da ingestdo de sédio em animais desidratados com bloqueio serotoninérgico do
NPBL. De qualquer modo, os presentes resultados mostrando que a metisergida no NPBL
altera a percepgdo ao sabor do sodio hipertonico em animais desidratados sugerem que os
receptores serotoninérgicos do NPBL podem exercer efeito inibitdrio na ingestdo de sodio,

pelo menos em parte, alterando a palatabilidade ao sddio hipertonico.
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6 — CONCLUSOES

A ativagdo de receptores adrenérgicos o, com inje¢des bilaterais de moxonidina no
NPBL promove um potente aumento da ingestdo de NaCl hipertonico induzida pelo
tratamento com FURO + CAP sc, sem alteragdes cardiovasculares, da expressao de c-
fos em dareas prosencefalicas ou de outros comportamentos de ingestdo. Esses
resultados sdo contrarios aos efeitos inibitorios anteriormente descritos, ou seja, que a
ativagdo de receptores adrenérgicos o, em areas prosencefalicas inibe a ingestdo de
agua e NaCl hipertonico. Isso indica papéis opostos para receptores adrenérgicos o, na
regulacdo da ingestdo de sddio e dgua de acordo com sua distribui¢do no cérebro.

Em ratos previamente tratados com sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M, as injecdes
bilaterais de moxonidina no NPBL induziram uma forte ingestdo de NaCl 0,3 M, sem
alterar a ingestao de dgua. Injecdes de moxonidina no NPBL ndo alteram a ingestao de
sodio e de agua em animais saciados. Esses resultados sugerem que a ativacdo dos
receptores adrenérgicos o, no NPBL bloqueia mecanismos inibitérios, permitindo
assim a ingestdo de NaCl hipertonico sob condi¢des de hiperosmolaridade. Podemos
sugerir que durante a desidratagdo celular, os circuitos que desencadeiam o apetite ao
sodio sdo ativados, mas ao mesmo tempo fortemente inibidos pelo NPBL.

Os receptores adrenérgicos o, podem interagir com outros mecanismos presentes no
NPBL, atenuando o mecanismo serotoninérgico inibitdrio para controlar a ingestao de

sodio hipertonico.

As inje¢cdes de metisergida no NPBL alteram a percepcdo ao sabor do sodio
hipertonico em animais desidratados, sugerindo que os receptores serotoninérgicos do
NPBL podem exercer efeito inibitdrio na ingestdo de sodio, pelo menos em parte,

alterando a palatabilidade ao sodio hipertonico.
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