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Resumo

RESUMO

O nudcleo parabraquial lateral (NPBL) é uma estrutura pontina, localizada
dorsalmente ao pedunculo cerebelar superior, que recebe projecbes aferentes da
area postrema (AP) e da por¢ao medial do nucleo do trato solitario (NTSm) e que faz
conexbes com areas prosencefdlicas envolvidas no controle do balanco
hidroeletrolitico, como nucleos especificos do hipotalamo e amigdala. Assim, um
papel importante do NPBL seria integrar as informag¢des ascendentes do NTSm e
AP que por sua vez poderiam influenciar a atividade das areas prosencefalicas
envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico. Ademais, estudos anteriores
mostraram a presenga de mecanismos serotoninérgicos, colecistocinérgicos e
adrenérgicos oy para o controle da ingestdo de agua e de sédio no NPBL. O
aminoacido inibitério GABA (acido y-aminobutirico) € um neurotransmissor inibitério
distribuido por todo o sistema nervoso central, se ligando basicamente em dois
subtipos de receptores: os receptores GABAA e os receptores GABAg e estudos
anteriores mostraram uma participagdo de mecanismos gabaérgicos no controle da
ingestdo de agua, sédio e alimento, sendo que estudos do nosso laboratério
mostraram que a ativagao de receptores do aminoacido inibitério GABA no NPBL
através de injegbes bilaterais de muscimol ou baclofen (agonistas de receptores
GABAA e GABAg, respectivamente) induz intensa ingestdo de solugao hipertdnica de
cloreto de sodio (NaCl 0,3 M) num periodo relativamente curto de tempo (3 h) em
ratos saciados e normovolémicos. Além disso, ja foi também verificada a presenca
de receptores opidides no NPBL e a participacdo de mecanismos opidides no
controle do comportamento ingestivo. Assim sendo, foram objetivos da presente
tese:

a) investigar a participacao dos receptores GABAA € GABAg na ingestao de NaCl

0,3 M e agua decorrente da ativagdo gabaérgica no NPBL em ratos saciados

e depletados de sddio;

b) estudar os efeitos da ativagdo gabaérgica no NPBL na expressao da proteina
c-fos em ratos saciados ou depletados de sédio, com e sem acesso a solugao

de NaCl 0,3 M;

C) verificar os efeitos da lesdo aguda do nucleo do trato solitario comissural

(NTSc - area que apresentou maior expressao da proteina c-fos em ratos

saciados sem acesso ao sodio e agua e tratados com muscimol e baclofen no



Resumo

NPBL) e da regiao AV3V (importante area envolvida no controle do equilibrio
hidroeletrolitico) sobre o efeito natriorexigénico e a ingestdo de agua
induzidos pela ativagao gabaérgica no NPBL em ratos saciados;

d) estudar, em ratos saciados, os efeitos da inibigcdo de receptores adrenérgicos
oz € opidides, bem como a ativagdo de mecanismos serotoninérgicos, no
NPBL sobre os efeitos da ativagdo gabaérgica na mesma area sobre ingestao
de NaCl e agua em ratos saciados;

e) investigar a participacdo de mecanismos opidides do NPBL sobre a ingestao
de sddio e agua em ratos saciados ou depletados de sédio;

f) verificar os efeitos da ativagdo gabaérgica do NPBL sobre a pressao arterial e
excregao urinaria.

Para tanto, foram utilizados ratos Holtzman ou Sprague Dawley com cénulas
de aco inoxidavel implantadas bilateralmente no NPBL (volume de injegdo de 0,2 pl
em cada lado do NPBL). Outros grupos de ratos, além do implante de canulas no
NPBL também foram submetidos a leséo eletrolitica do NTSc e regido AV3V.

Em ratos saciados, inje¢des bilaterais de muscimol (0,5 nmol) e baclofen (0,5
nmol) no NPBL induziram ingestdo de NaCl 0,3 M acompanhada de um aumento na
ingestdo de agua, sendo que os efeitos do muscimol foram reduzidos pelo
tratamento prévio com bicuculina (1,6 nmol — antagonista de receptores GABA.),
mas nao pelo tratamento com CGP 35348 (50 nmol — antagonista de receptores
GABAg). Ja os efeitos do baclofen foram abolidos pelas injecées prévias de CGP
35348 e também pela bicuculina. Em ratos depletados de sodio por 24 h (tratamento
sc com o diurético furosemide + dieta deficiente de sodio e agua por 24 h), muscimol
e baclofen injetados bilateralmente no NPBL, promoveram uma reducéo inicial e
uma facilitagao tardia da ingestao de NaCl 0,3 M. Bicuculina, mas nao CGP 35348,
aboliu tanto o efeito inibitério quanto facilitatério do muscimol injetado no NPBL
sobre a ingestdo de sddio. Em relacdo aos animais depletados tratados com
baclofen, o CGP 35348 aboliu o efeito inibitdrio, enquanto que a bicuculina aboliu o
efeito facilitatorio do baclofen sobre a ingestao de sédio. Estes resultados sugerem
que tanto o efeito natriorexigénico em ratos saciados quanto o efeito dual sobre a
ingestdo de soddio em ratos depletados de sédio, do muscimol injetado no NPBL
dependem da ativagao de receptores GABAA. Em relagcdo ao baclofen, em ratos
saciados o efeito natriorexigénico do baclofen depende da ativagcao tanto de

receptores GABAA quanto receptores GABAg, ja em animais depletados, a inibigao
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inicial da ingestdo de sédio depende da ativagao de receptores GABAg, enquanto
que a facilitagao tardia depende dos receptores GABAAa.

Interessantemente, embora a ativagdo gabaérgica no NPBL promova uma
facilitagdo da ingestdo de NaCl 0,3 M, talvez ndo haja uma participagdo ténica de
mecanismos gabaérgicos nessa ingestdo induzida pela deplegao de sédio por 24 h,
uma vez que a inibicdo de receptores GABAA (bicuculina) e GABAg (CGP 35348)
ndo alterou a ingestdo de NaCl 0,3 M nem tampouco a de agua em animais
depletados. Todavia, em animais que foram treinados a ingerirem solugéo
hipertonica de NaCl 0,3 M, por apenas 2 h por dia, inje¢cdes bilaterais de CGP
35348, mas nao bicuculina, no NPBL, reduziram a ingestdo de NaCl 0,3 M,
sugerindo uma participagdo ténica dos receptores GABAg, mas ndo GABAa, no
NPBL sobre o controle da ingestdo de sédio no protocolo estudado.

Investigando-se a especificidade da ativagdo gabaérgica no NPBL para a
ingestao de solucao hiperténica de NaCl observou-se que: 1) em relagéo a ingestao
de agua: a) em ratos saciados quando os animais tinham apenas buretas de agua
disponiveis, muscimol, mas nao baclofen, injetado bilateralmente no NPBL, induziu
uma pequena ingestao de agua; b) ja em animais privados de agua por 24 h, tanto
muscimol quanto baclofen injetado no NPBL aumentaram a ingestao de agua no
final do experimento; 2) em relagdo a ingestado de alimento: a) em animais saciados,
injecées de muscimol no NPBL induziram ingestdo de NaCl 0,3 M e agua; e baclofen
induziu apenas ingestao de sddio, sendo que a de alimento permaneceu inalterada
apos ativagao gabaérgica; b) em animais privados de alimento por 24 h, muscimol e
baclofen induziram ingestado de sédio, porém muscimol ndo alterou as ingestdes de
alimento e agua, enquanto que baclofen reduziu tanto as ingestbes de alimento
quanto de agua; 3) em relacdo a ingestdo de sacarose 2%: quando animais
depletados de sodio tiveram além das buretas de agua e NaCl 0,3 M também
buretas de sacarose 2% disponiveis, observou-se apenas o efeito facilitatério do
muscimol sobre a ingestdo de sodio e agua, sendo que tanto os efeitos inibitdrio
quanto facilitatério do baclofen desapareceram. Em nenhum dos tratamentos
verificou-se alteragdo na ingestao de sacarose 2%. Estes resultados sugerem que a
ativacdo gabaeérgica no NPBL n&o promoveria uma ativacdo generalizada do
comportamento ingestivo, sendo que os efeitos do muscimol parecem ser mais
especificos para o sddio, enquanto que o baclofen, dependendo do protocolo e da

substancia ingerida estudados, pode promover uma facilitagdo ou inibigdo do
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comportamento ingestivo. Além disso, os resultados, em relagao a ingestao de agua,
sugerem que em ratos saciados a grande ingestao de agua que se observa, parece
ser decorrente da intensa ingestao de solugao hipertdnica de NaCl.

A ingestdo de NaCl 0,3 M e agua promovida pela ativagdo gabaérgica no
NPBL poderia ser secundaria a outros possiveis efeitos do muscimol ou baclofen,
como por exemplo, reducdo da PAM ou aumento da excregao urinaria. Todavia,
observou-se que injegdes de muscimol no NPBL promoveram um aumento
dependente de ativacdo simpatica, enquanto baclofen ndo alterou, a PAM. Nao
foram observadas alteragdes na frequéncia cardiaca (FC) em animais tratados com
muscimol ou baclofen no NPBL. Estes resultados sugerem que a ingestao de sédio
e agua decorrentes da ativagdo gabaérgica no NPBL n&o s&o secundarias a uma
reducdo da PAM que poderia simular uma situacao de hipovolemia.

Em relacdo a analise das respostas renais, observou-se que muscimol
injetado bilateralmente no NPBL induziu apenas um pequeno aumento no volume
urinario, que poderia ser secundario ao aumento da PAM, sem alteragbes na
excrecao urinaria de sodio e potassio; enquanto que o baclofen injetado no NPBL
nao alterou nenhum dos pardmetros renais analisados. Estes resultados sugerem
que a ingestdo de sbédio em ratos saciados induzida pela ativagdo gabaérgica no
NPBL n&o é secundaria a alteragdes na excregao urinaria. Quando foi permitido aos
animais ingerirem sodio, verificou-se um aumento do volume urinario e na excregao
urinaria de sodio e potassio, tanto para os animais que receberam muscimol quanto
para os animais que receberam baclofen no NPBL. Os mesmos animais foram
submetidos a um outro tratamento no qual ndo foram feitas injegdes centrais, mas
sim, sobrecarga intragastrica de NaCl 0,3 M e agua na mesma quantidade que os
animais ingeriram quando receberam as inje¢des de muscimol ou baclofen no NPBL,
e observou-se que os animais que receberam muscimol no NPBL apresentaram
uma maior excrecao de potassio, sem diferengcas em relagédo ao volume urinario e
excregao de soédio, quando comparados ao experimento em que receberam
sobrecarga intragastrica de NaCl, sugerindo que o volume ingerido decorrente da
injecdo de muscimol no NPBL estaria sendo excretado, ou seja, o muscimol no
NPBL ndo estaria afetando os parametros renais. Ja& em relacdo ao baclofen,
observou-se que embora o volume ingerido seja semelhante entre os animais que
receberam baclofen no NPBL e os animais que receberam sobrecarga intragastrica,

houve uma reducédo no volume urinario excretado e na excregao urinaria de sédio
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guando os animais receberam baclofen em comparag¢ao ao experimento no qual os
animais receberam sobrecarga, sugerindo que ao mesmo tempo em que o baclofen
injetado no NPBL induziria ingestdo de sodio, poderia estar reduzindo a excregao
urinaria.

Sabendo-se que a ativagao gabaérgica no NPBL induz ingestdo de agua
e sodio, é possivel que esse tratamento ative algumas das areas prosencefalicas, do
tronco e do bulbo que ja se sabe estarem envolvidas com o controle da ingestao de
agua e/ou sdédio. Portanto, utilizando-se da técnica de imumoistoquimica para a
marcacgao da proteina c-fos, foi investigado se alguma dessas areas poderia estar
sendo ativada apés injegdes bilaterais de muscimol ou baclofen no NPBL. Neurénios
serotoninérgicos em nucleos do sistema da rafe assim como neurbnios
ocitocinérgicos no nucleo paraventricular (NPV) e nucleo supra-éptico (NSO)
parecem também estarem envolvidos no controle da ingestdo de agua e sodio e eles
também foram analisados, porém apenas em ratos que tiveram livre acesso ao NaCl
0,3 M e agua durante o experimento, utilizando a técnica de dupla marcacéo para c-
fos e neurdnios serotoninérgicos ou ocitocinérgicos. Apenas a depleg¢ao de sodio por
24 h levou a uma reducdo na expressao da proteina c-fos no NSO, rafe dorsal
anterior (RDa), nucleo mediano da rafe anterior (RMna), nucleo pontino da rafe
(RPn) e rafe pallidus (RPa); bem como um aumento na atividade do orgéo
subfornicial (OSF), sugerindo uma possivel participacdo destas areas no
desencadeamento da ingestdo de sédio nos animais depletados. Por outro lado,
quando os animais, depletados de sddio por 24 h, tiveram acesso ao NaCl 0,3 M e
agua, foi observado um aumento na expressao da proteina c-fos no NPV, NSO,
nucleo medial da amigdala (NMA) e nucleo parabraquial medial (NPBM), bem como
na atividade de neurbnios ocitocinérgicos no NPV e NSO; e serotoninérgicos na
RPa. Estes resultados sugerem que estas areas poderiam estar sendo ativadas ou
pelo aumento da osmolaridade decorrente da ingestdo de NaCl hipertonico ou pela
expansao de volume ou ainda talvez elas poderiam participar da limitagdo do
processo ingestivo, impedindo uma ingestao excessiva de sédio e/ou agua. Ratos
saciados que nao tiveram acesso ao sodio e tratados com muscimol e baclofen no
NPBL apresentaram alteracdo de atividade apenas em duas areas cerebrais, um
aumento na expressdo da proteina c-fos no NTSc e uma redugdo no nucleo
predptico mediano ventral (NPOMv); porém quando os animais tiveram acesso ao

sodio, varias outras areas apresentaram um aumento de atividade como o nucleo
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predptico mediano dorsal (NPOMd), amigdala (Amg), AP e NTSc (considerando-se
apenas as areas que foram analisadas em comum nas duas situag¢des), além do fato
de que desapareceu a reducdo observada na atividade do NPOMv. Ja se
comparados ratos tratados com muscimol no NPBL que tiveram ou n&o acesso ao
sodio, observou-se que o0s animais com acesso ao sodio apresentaram maior
expressao da proteina c-fos no NPOMd, OVLT, NPV, NSO, Amg e AP, sugerindo
que a ativagcdo dessas areas possivelmente seja devido a ingestdo de solugéo
hipertdbnica de NaCl. Além disso, apesar de ingerirem sodio, o grupo de animais
saciados tratados com muscimol ndo apresentou o aumento esperado na atividade
de neurdnios ocitocinérgicos e de neurdnios serotoninérgicos na RPa, o que poderia
ser um efeito do muscimol, que ao retardar a ativagdo dos mecanismos inibitorios
ocitocinérgico e serotoninérgico poderia estar contribuindo para a ingestao de sédio.

O grupo de ratos depletados tratados com muscimol apresentou um aumento
da atividade no NSO (mas ndo em neurdnios ocitocinérgicos), NPOMd, NPBL, NTSc
e NTScl (NTSc lateral) quando comparado ao grupo de animais depletados tratados
com salina no NPBL, sugerindo que alteragbes na atividade dessas areas possam
estar envolvidas no efeito natriorexigénico do muscimol injetado no NPBL. Porém, é
importante mencionar, que a ingestao do grupo de animais depletados tratados com
muscimol € maior que do grupo de animais depletados tratados com salina, e o
efeito na expressdo da proteina c-fos também poderia estar sendo decorrente da
maior ingestao de solugao hipertbnica de sddio e agua.

Em resumo considerando-se os resultados obtidos em animais saciados que
tiveram ou n&o acesso ao sédio, pode-se considerar que 0 aumento na atividade do
NTSc independe do animal ingerir ou ndo sédio, embora este aumento possa estar
sendo influenciado pelo aumento da PAM basal. Todavia ndo houve mais uma
reducdo na atividade do NPOMv quando os animais tiveram acesso ao sodio,
sugerindo que uma redugédo na atividade do NPOMv poderia ser importante para
induzir a ingestdo de sodio, porém se os animais ingerissem sodio, a atividade

dessa area voltaria aos niveis basais, talvez com o intuito de limitar a ingestao.

Os estudos imunohistoquimicos com injecdes bilaterais de muscimol e
baclofen no NPBL mostraram um aumento de atividade no NTSc, sugerindo uma
possivel participagdo deste nucleo nos efeitos decorrentes da ativagdo gabaérgica

no NPBL, portanto foi investigado se a lesdo aguda do NTSc poderia afetar a
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ingestao de NaCl 0,3 M induzida pela ativagdo gabaérgica no NPBL. Os resultados
mostraram que lesdo do NTSc aumentou a ingestdo de sodio induzida pelas
injecoes de baclofen (1° dia apds lesdo) e muscimol (3° dia apds lesdo) no NPBL de
ratos saciados. Em relagdo a ingestdo de agua, a lesdo promoveu um aumento e
uma redugao da ingestdo de agua que acompanha a ingestdo de sodio induzida,
respectivamente, pelo baclofen e muscimol. Estes resultados sugerem que o NTSc
teria um papel inibitério importante sobre o efeito natriorexigénico decorrente da
ativacao gabaérgica no NPBL.

A regiao anteroventral do 3° ventriculo (AV3V) é uma regido importante para o
controle do equilibrio hidroeletrolitico, por isso, foram estudados os efeitos da lesédo
aguda da regido AV3V sobre o efeito natriorexigénico decorrente da ativagéo
gabaérgica no NPBL. Os resultados mostraram que lesdo aguda da regido AV3V
aboliu tanto a ingestdo de NaCl 0,3 M quanto a de agua promovidos por inje¢des
bilaterais de baclofen (1° dia de lesdo) e muscimol (3° dia de lesdo) no NPBL,
sugerindo que a integridade da regido AV3V seria importante para a completa
expressdo do comportamento ingestivo desencadeado pela ativagdo gabaérgica no
NPBL.

Varios mecanismos neuronais (por exemplo: gabaérgicos, opioides,
serotoninérgicos, adrenérgicos oy, entre outros) estdo envolvidos no controle da
ingestdo de NaCl e agua, sendo que eles poderiam interagir entre si para
desencadear o comportamento ingestivo final. Assim, foi investigada uma possivel
interacdo entre a ativagdo gabaérgica no NPBL com mecanismos adrenérgicos oy,
serotoninérgicos e opioides também no NPBL sobre a ingestdo de sédio e agua em
ratos saciados.

Em relacdo a interacdo de mecanismos gabaérgicos com mecanismos
adrenérgicos a,, observou-se que a administragéo prévia de RX 821002 (10 nmol -
antagonista de receptores adrenérgicos o), que promoveria uma inibigdo dos
mecanismos adrenérgicos oy, reduziu parcialmente o efeito natriorexigénico do
muscimol (ultimos 90 min de experimento) e do baclofen (ultimos 30 min de
experimento). Em relagcdo a ingestao de agua, RX 82110 aboliu a ingestdo de agua
em animais tratados com muscimol e ndo afetou a ingestdo de agua em animais
tratados com baclofen. Assim sendo, parece que a ativacdo de mecanismos

adrenérgicos a, no NPBL participa do efeito natriorexigénico desencadeado pela
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ativacdo gabaeérgica no NPBL, sendo mais evidente esta participacdo nos animais
tratados com muscimol em comparacgao aos tratados com baclofen.

Ja para a possivel interagdo entre mecanismos gabaérgicos e
serotoninérgicos no NPBL, observou-se que a ativagdo de mecanismos
serotoninérgicos através das injecdes bilaterais no NPBL do agonista de receptores
serotoninérgicos 5HToanc, (DOI - 5 ng), inibiu as ingestdées de NaCl 0,3 M e agua
induzidas pelas injegcbes de muscimol no NPBL, sugerindo que a ativagao
gabaérgica poderia estar inibindo o mecanismo serotoninérgico do NPBL, cuja
atividade seria restabelecida pelas injegbes de DOI no NPBL. Todavia, a
administracdo do agonista serotoninérgico n&o alterou o efeito natriorexigénico e a
ingestdao de agua, observados apdés a administracdo de baclofen no NPBL; o que
sugere dois mecanismos diferentes para a indugéo da ingestdo de agua e sodio pela
acao do muscimol e baclofen no NPBL.

Os resultados mostraram que inje¢des bilaterais de naloxona (antagonista de
receptores opidides) no NPBL reduziu de forma dose dependente, a ingestdo NaCl
0,3 M e agua induzida pelo muscimol ou baclofen no NPBL, sendo que a maior dose
da naloxona (60 ng) aboliu tanto o efeito natriorexigénico quanto a ingestao de agua,
observados apds as inje¢des de baclofen e muscimol no NPBL, confirmando o
envolvimento de mecanismos opidides na ingestao de sddio e agua desencadeada
pela ativagao gabaérgica no NPBL em ratos saciados.

Seria possivel que inje¢des de muscimol ou baclofen no NPBL promovessem
uma liberacdo de opidides que atuando em seus receptores induziriam a ingestédo de
sodio. Os resultados mostraram que a administracdo bilateral de B-endorfina
(agonista opidide) no NPBL de ratos saciados induziu ingestdo de solugao
hipertdbnica de NaCl e de agua de uma maneira temporalmente semelhante as
ingestdes promovidas pela ativagcdo gabaérgica no NPBL, sendo estes efeitos
abolidos apés a administragdo do antagonista opidide (naloxona), sugerindo que
tanto a ingestao de
NaCl 0,3 M quanto a de agua induzida pelas injegdes bilaterais de B endorfina no
NPBL, se deve a ativacdo de receptores opidides. Além disso, naloxona injetada
bilateralmente no NPBL foi capaz de reduzir a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pela
deplegao de sodio de 24 h, sugerindo a presenga de um mecanismo opidide ténico

no NPBL no controle da ingestdo de sédio na condigdo experimental estudada. Os



Resumo

efeitos da B-endorfina injetada no NPBL parecem ser especificos para a ingestao de
NaCl, uma vez que nao foram observadas alteragdes na ingestdo de sacarose 2%.
Além disso, a ingestdo de agua observada quando os animais ingerem NaCl 0,3 M
parece ser secundaria a ingestdo de sodio, uma vez que em animais saciados que

nao tiveram acesso ao sodio, ndo se observou alteragdes na ingestao de agua.
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ABSTRACT

The lateral parabrachial nucleus (LPBN) is a pontine structure located in the
dorsal portion of the cerebelar superior peduncle. LPBN receives afferent projections
from the area postrema (AP) and the medial portion of the nucleus of tractus
solitarius (mMNTS) and connects to prosencephalic areas related to hidroelectrolytic
control, such as specific nuclei of the hypothalamus and amygdala. So, an important
role of the LPBN could be integrating ascending information from AP and mNTS that
could affect the activity of prosencephalic areas involved in the hidroelectrolytic
control. Previous studies showed the presence of serotonergic, cholecystokininergic
and ap-adrenergic mechanisms in the LPBN to control water and sodium intake. The
y-aminobutiric acid (GABA) is an inhibitory neurotransmitter present in the whole
central nervous system and binding to two subtypes of receptors: GABAx and GABAg
receptors. Previously, it was shown the participation of gabaergic mechanisms to
control water, sodium and food intake. Gabaergic activation into the LPBN using
bilateral injections of muscimol (GABAa receptor agonist) and baclofen (GABAg
receptor agonist) induced a strong ingestion of sodium chloride (NaCl 0.3 M) in a
short period of time (3 h) in satiated and normovolemic rats. Besides the presence of
gabaergic mechanisms into the LPBN, it was already shown the presence of opioid
receptors into the LPBN and the involvement of opioid mechanisms in the control of
ingestive behavior. Therefore, the goals of this thesis were:

a) to investigate the participation of GABAA and GABAg receptors on NaCl and water
intake induced by gabaergic activation in the LPBN in satiated and sodium depleted
rats;

b) to study the effects of gabaergic activation into the LPBN on c-fos protein
expression in satiated and sodium depleted rats, with or without access to NaCl 0.3
M;

c) to test if acute lesion of the commissural NTS (cNTS — area with the greatest c-fos
protein expression in satiated rats not allowed to drink sodium or water and treated
with muscimol and baclofen into the LPBN) and anteroventral 3° ventricle region
(AV3V — an important area involved in the hidroelectrolytic control) could affect the
natriorexigenic and water intake induced by gabaergic activation into the LPBN in

satiated rats;
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d) to study the effects of inhibition of ay-adrenergic and opioid mechanisms and
activation of serotonergic mechanisms into the LPBN on NaCl and water intake-
induced by gabaergic activation in the same area in satiated rats;

e) to investigate the participation of opioid mechanisms in the LPBN on sodium and
water intake in satiated and sodium depleted rats;

f) to verify the effects of gabaergic activation in the LPBN on arterial pressure and
urinary excretion.

Male Holtzman or Sprague Dawley rats with bilateral stainless steel guide-
cannulas implanted into the LPBN (volume of injection: 0.2 ul) were used. Other
groups of rats, besides the cannulas implanted into the LPBN, they were also
submitted to electrolytic lesion in the cNTS or AV3V region.

In satiated rats, bilateral injections of muscimol (0.5 nmol) and baclofen (0.5
nmol) into the LPBN induced 0.3 M NaCl intake followed by an increase in water
intake. The effects on sodium and water intake produced by muscimol injected into
the LPBN were reduced by previous treatment with bicuculline (GABAa receptor
antagonist - 1.6 nmol), but not CGP 35348 (GABAg receptor antagonist - 50 nmol).
Pre treatment with bicuculline or CGP 35348 into the LPBN abolished the effects of
baclofen on sodium and water intake. In 24 h sodium depleted rats (treatment with sc
furosemide + sodium deficient diet and water for 24 h), muscimol and baclofen
bilaterally injected into the LPBN, produced an early inhibition and a late facilitation of
0.3 M NaCl. Bicuculline, but not CGP 35348, abolished the inhibitory and facilitatory
effects of muscimol injected into LPBN on sodium intake. In relation to sodium
depleted rats treated with baclofen into the LPBN, CGP 35348 abolished the
inhibitory effect, while bicuculline abolished the facilitatory effect of baclofen on
sodium intake. These results suggest that the natriorexigenic effect in satiated rats
and the dual effects on sodium intake in sodium depleted rats produced by muscimol
injected into the LPBN depend on GABAA\ receptors activation. In relation to baclofen,
in satiated rats the natriorexigenic effect of baclofen depends on activation of GABAa
and GABAg receptors, but in sodium depleted rats, the early inhibition of sodium
intake depends on GABAg receptors activation while the late facilitation depends on
activation of GABAA receptors.

Interestingly, although gabaergic activation promotes a facilitation of sodium
intake, maybe there is not tonic gabaergic participation on sodium depletion-induced
sodium intake, since inhibition of GABAa (bicuculline) and GABAg (CGP 35348)
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receptors into the LPBN did not affect 0.3 M NaCl and water intake in sodium
depleted rats. Otherwise, in rats trained to drink 0.3 M NaCl only 2 h per day, CGP
35348, but not bicuculline, injected into the LPBN reduced 0.3 M NaCl, suggesting a
tonic participation of GABAg, but not GABA,, receptors on sodium intake control in
the protocol studied.

When it was investigated the specificity of gabaergic activation into the LPBN
to sodium intake, it was observed the following results: 1) in relation to water intake:
a) in satiated rats, when the animals had only water burettes available, muscimol, but
not baclofen, bilaterally injected into LPBN, induced a slight water intake; b) in 24 h
water deprived rats, muscimol and baclofen injected into the LPBN increased water
intake at the end of the experiment; 2) in relation to food intake: a) in satiated rats,
neither muscimol nor baclofen injected into the LPBN affected food intake, but
muscimol induced sodium and water intake, while baclofen induced sodium, but not
water intake; b) in 24 h food deprived rats, muscimol induced sodium intake, with no
effects on water or food intake, on the other hand, while baclofen induced sodium
intake it also reduced water and food intake; 3) in relation to 2% sucrose intake:
when sodium depleted rats had 3 burettes available: water, 0.3 M NaCl and 2%
sucrose, it only remained the facilitatory effect of muscimol on sodium intake, while
both effects of baclofen (inhibition and facilitation) on sodium intake disappeared.
Muscimol or baclofen injected into the LPBN did not affect 2% sucrose intake in
sodium depleted rats. These results suggest that gabaergic activation into the LPBN
did not promote a non-specific activation of ingestive behavior. The effects of
muscimol seem to be specific to sodium intake, while, baclofen, depending on the
protocol or what is being ingested, it could facilitate or inhibit the ingestive behavior.
Besides, the results related to water intake, suggest that the great amount of water
that was ingested seems to be secondary to the strong hypertonic NaCl solution
intake.

One question that arouse was if water and 0.3 M NaCl intake induced by
gabaergic activation could be secondary to other possible effects of muscimol or
baclofen, such as, reduction on mean arterial pressure (MAP) or increased urinary
excretion. While muscimol injected into the LPBN promoted an increase on MAP
dependent of sympathetic activity, baclofen did not affect MAP. Muscimol or baclofen

injected into the LPBN did not change heart rate. These results suggest that sodium
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and water intake induced by gabaergic activation in the LPBN is not secondary to a
decrease in MAP that could simulate a hypovolemia situation.

In relation to urinary excretion, muscimol injected into the LPBN induced a slight
increase in urinary volume, which could be secondary to the increase on MAP, with
no effects on sodium and potassium excretion. Baclofen injected into the LPBN did
no affect any of the renal parameters analyzed. These results suggest that sodium
and water intake induced by gabaergic activation into the LPBN is not secondary to
changes in renal excretion. When the animals had 0.3 M NaCl and water available, it
was noted an increase on urinary volume and sodium and potassium urinary
excretion in animals treated with muscimol or baclofen into the LPBN. The same
animals were submitted to another treatment with no injections into the LPBN, but
they received intragastric loading of 0.3 M NaCl and water in a similar amount that
they ingested when they were treated with muscimol or baclofen into the LPBN. The
animals that received muscimol into the LPBN and were allowed to drink had a
greater potassium excretion, with no differences in urinary volume or sodium
excretion, when compared to animals that received the intragastric loading. So, it
seems that muscimol injected into the LPBN may not affect urinary volume or sodium
renal excretion independently if the animal were allowed or not to drink 0.3 M NaCl
and water. Animals allowed to ingest water and 0.3 M NaCl treated with baclofen into
the LPBN had a reduction on urinary volume and sodium urinary excretion when
compared to the animals that received intragastric loading, suggesting that while
baclofen induced sodium intake it could reduce urinary excretion.

Since gabaergic activation into the LPBN induced water and sodium intake it
could be possible that these activation into the LPBN could affect the activity of
prosencephalic and hindbrain areas that area already known to be involved in the
control of water and/or sodium intake. So, using the imunohistochemical technique to
detected c-fos protein, it was investigated if some of these areas could be affected
after bilateral injection of muscimol or baclofen into the LPBN. Serotonergic neurons
in the raphe system and oxytocinergic neurons in the supraoptic (SON) and
paraventricular (PVN) nucleus also seem to be involved in the control of water and
sodium intake and they were also analyzed using double labeling technique (c-fos +
serotonergic or oxytocinergic neurons) only in rats that had access to 0.3 M NaCl and
water during the experiment. Only 24 h sodium depletion promoted a reduction on c-

fos expression in the SON, anterior dorsal raphe (aDR), anterior median nucleus of
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raphe (aMnR), pontine nucleus of raphe (PnR) and raphe Pallidus (RPa), and an
increase in the activity of subfornical organ (SFO), suggesting a possible participation
of these areas in the promotion of sodium depletion-induced sodium intake. On the
other hand, when sodium depleted rats were allowed to drink 0.3 M NaCl and water,
there was an increase on c-fos expression in PVN, SON, medial nucleus of
amygdala (NMA) e medial parabrachial nucleus (MPBN), and also an increase on
oxytocinergic neurons in PVN and SON and serotonergic neurons in RPa. These
results suggest that these areas could be activated or by an increase of osmolarity
due to hypertonic NaCl intake or by volume expansion or maybe they could
participate in the limitation of the ingestive process, avoiding an excessive intake of
sodium and/or water.

In satiated rats not allowed to drink, gabaergic activation (muscimol and
baclofen) into the LPBN promoted an increase on c-fos expression in the cNTS and a
decrease in the ventral median preoptic nucleus (vMPON). When the animals were
allowed to drink, muscimol injected into the LPBN promoted activation of other areas,
such as: dorsal median preoptic nucleus (dMPON), amygdala, AP and cNTS
(considering only the areas analyzed that were common to both situations) and the
reduction in VMPON disappeared. When animals treated with muscimol into the
LPBN with and without access to sodium were compared, the animals that were
allowed to drink showed a greater expression of c-fos in the dMPON, organum
vasculosus of lamina terminalis (OVLT), PVN, SON, amygdala and AP, suggesting
that activation of these areas could be due to hypertonic NaCl intake. Besides,
although the animals had drunk sodium, the satiated animals treated with muscimol
did not show the expected increase on oxytocinergic neurons (PVN and SON) and
serotonergic neurons (RPa) activity. These could be an effect of muscimol that could
promote a delay in the activation of oxytocinergic and serotonergic inhibitory
mechanisms, therefore, facilitating sodium intake.

Sodium depleted rats treated with muscimol into the LPBN showed an increase
in the activity of SON (no int oxytocinergic neurons), dMPON, LPBN, cNTS and
lateral portion of cNTS (IcNTS) when compared to sodium depleted rats treated with
saline into the LPBN, suggesting that alterations in the activity of these areas could
be involved in the natriorexigenic effect of muscimol injected into the LPBN. Anyway,

it is important to mention that sodium depleted rats treated with muscimol had a
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greater ingestion than sodium depleted rats treated with saline, and the effect on c-
fos expression may also be a consequence of a greater sodium and water intake.

In summary considering the results in satiated animals with or without access to
sodium, it is possible to consider that the increase in cNTS activity is independent of
sodium intake, although this increase could also be a consequence of the increase
on basal MAP. Anyway, when the animals were allowed to drink the reduction on
VMPON disappeared, actually, the activity of this area come back to basal levels,
maybe as an attempt to inhibit sodium intake.

Based on the imunohistochemistry study that suggested a possible involvement
of the cNTS on the effects of muscimol and baclofen injected into the LPBN, it was
investigated if acute lesion of this area could affect 0.3 M NaCl and water intake
induced by gabaergic activation into the LPBN in satiated rats. Acute lesion of cNTS
increased sodium intake induced by baclofen (1% day after lesion) and muscimol (3™
day after lesion) injected into the LPBN in satiated rats. The cNTS lesion promoted
an increase and a reduction on water intake that follows hypertonic sodium intake,
respectively, for baclofen and muscimol treatment. These results suggest that cNTS
may have an inhibitory role on the natriorexigenic effect of gabaergic activation into
the LPBN.

The AV3V region is an important area involved in the hidroelectrolytic control,
so it was also studied if acute lesion of this region could affect sodium and water
intake induced by gabaergic activation into the LPBN. Acute lesion of AV3V region
abolished 0.3 M NaCl and water intake induced by bilateral injections of baclofen (1°
day after lesion) or muscimol (3" day after lesion) injected into the LPBN, suggesting
that the integrity of AV3V region may be important to the complete expression of the
ingestive behavior produced by gabaergic activation into the LPBN.

Many neuronal mechanisms (such as: gabaergics, opioids, serotonergics, oo-
adrenergics, and others) are involved in the control of water and sodium intake, and
they could interact to produce the final ingestive behavior. Therefore, it was
investigated a possible interaction between gabaergic mechanisms and op-
adrenergics or serotonergics or opioids mechanisms into the LPBN on sodium and
water intake.

Previous injection into the LPBN of the ay-adrenergic receptor antagonist, RX

821002 (10 nmol), that inhibits the ay-adrenergic mechanisms, partially reduced the
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natriorexigenic effect of muscimol (last 90 minutes of experiment) and baclofen (last
30 minutes of experiment). In relation to water intake, RX 821002 abolished and did
not affect water intake in satiated animals treated with muscimol and baclofen,
respectively. So, it seems that activation of a,-adrenergic mechanisms into the LPBN
participated in the natriorexigenic effect of gabaergic activation in the same area, and
this participation seems to be more evident in animals treated with muscimol than
animals treated with baclofen.

In satiated rats, activation of serotonergic mechanisms into the LPBN through
bilateral injections of the 5HT,a2c serotonergic receptor agonist, DOI (5 ug) inhibited
0.3 M NaCl and water intake induced by muscimol injected in the same area,
suggesting that gabaergic activation could be inhibiting serotonergic mechanisms
into the LPBN, and injection of the serotonergic agonist could restore the
serotonergic activity into the LPBN. On the other hand, previous injection of DOI did
not affect 0.3 M NaCl or water intake in rats treated with baclofen, suggesting that
muscimol and baclofen injected into the LPBN could induce sodium and water intake
by 2 different mechanisms.

Naloxone, opioid receptor antagonist, bilateral injected into the LPBN reduced,
in a dose dependent manner, 0.3 M NaCl and water intake induced by muscimol or
baclofen injected into the LPBN. The highest dose of naloxone (60 ng) abolished
sodium and water intake induced by muscimol and baclofen injected into the LPBN,
confirming an involvement of opioid mechanisms on these effects of gabaergic
activation into the LPBN in satiated rats.

Based on the fact that naloxone abolished the effects of gabaergic activation
into the LPBN on sodium intake, it could be possible that gabaergic activation may
promote release of endogenous opioids that acting in their receptors could induce
sodium intake. Bilateral administration of pB-endorphin (opioid receptor agonist - 2
nmol) into the LPBN induced 0.3 M NaCl and water intake similarly to water and
sodium intake induced by gabaergic activation. Sodium and water intake induced by
B-endorphin was abolished by previous treatment with naloxone (40 ng), suggesting
that these effects of B-endorphin is due to activation of opioid receptors. Besides,
bilateral injections of naloxone into the LPBN reduced sodium depletion-induced
sodium intake, suggesting the presence of a tonic opioid mechanism into the LPBN

to control sodium intake in the protocol studied. The effects of f-endorphin injected
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into the LPBN seems to be specific to sodium intake, since B-endorphin did not affect
2% sucrose intake (two-bottle test: water and 2% sucrose available) or water intake

(one-bottle test: only water available) in satiated rats.
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Figura 18: Marcacdo da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) no A)

NBLA; B) NCA; C) NMA; D) NPBL e E) NPBM em ratos saciados ou
depletados de sddio por 24 h que receberam ou nao inje¢des bilaterais de
salina ou muscimol no NPBL. Todos os animais, com exce¢gdo do grupo
depletado sem acesso ao NaCl, receberam injegcdes no NPBL e tiveram
livre acesso ao sodio e agua. Os resultados foram expressos como média
+ EPM; n = nimero de animais . . . . . . . 103
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B) NTSr; C) NTSc e D) NTScl em ratos saciados ou depletados de sodio
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Figura 20: Fotomicrografias de cortes histologicos do cérebro de ratos, ilustrando a

expressao da proteina c-fos no OSF (painel da esquerda) e AP-NTSc
(painel da direita) em ratos saciados (A e B) ou depletados de sodio (C, D
e E) por 24 h que receberam ou nao (C) injegbes bilaterais de salina (A e
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Figura 21: Marcacdo da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) no A) NPV

e C) NSO e da atividade de neurdnios ocitocinérgicos no B) NPV-OT e D)
NSO-OT em ratos saciados ou depletados de sédio por 24 h que
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resultados foram expressos como média + EPM; n = numero de animais
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Figura 22: Fotomicrografias de cortes histologicos do cérebro de ratos, ilustrando a

expressao da proteina c-fos no NSO (painel da esquerda) e NPV (painel
da direita) em ratos saciados (A e B) ou depletados de sédio (C, D e E)
por 24 h que receberam ou nao (C) injecdes bilaterais de salina (A e D) ou
muscimol (B e E) no NPBL. Todos os animais, com exce¢do do grupo
depletado sem acesso ao NaCl (C), receberam injecbes no NPBL e
tiveram livre acesso ao sédio e agua . . . . . 108

Figura 23: Marcagao da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) na A) RDa;

C) RDm e E) RDp e da atividade de neurbnios serotoninérgicos na B)
RDa-5HT; D) RDm-5HT e F) RDp-5HT em ratos saciados ou depletados
de sddio por 24 h que receberam ou ndo inje¢des bilaterais de salina ou
muscimol no NPBL. Todos os animais, com excec¢ao do grupo depletado
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Figura 24: Marcacdo da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) na A)

RMna e C) RMnm e da atividade de neurbnios serotoninérgicos na B)
RMna-5HT e D) RMm-5HT em ratos saciados ou depletados de sédio por
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24 h que receberam ou nao inje¢des bilaterais de salina ou muscimol no
NPBL. Todos os animais, com excegao do grupo depletado sem acesso
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RPn-5HT; D) RMg-5HT e F) RPa-5HT em ratos saciados ou depletados
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expressao da proteina c-fos na RDa (painel da esquerda) e RPa (painel
da direita) em ratos saciados (A e B) ou depletados de sédio (C, D e E)
por 24 h que receberam ou ndo (C) injegdes bilaterais de salina (A e D) ou
muscimol (B e E) no NPBL. Todos os animais, com excegdo do grupo
depletado sem acesso ao NaCl (C), receberam injecbes no NPBL e
tiveram livre acesso ao sédio e agua . . . . . 114

Figura 27: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados com
lesdo ficticia ou lesdo aguda do NTSc (1 dia) que receberam inje¢des
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Figura 28: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados com
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bilaterais de salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre
acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como meédia
+ EPM, n = numero de animais . : : : : : : 117
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Figura 32: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados que
receberam inje¢des bilaterais de veiculo ou RX 821002 (10 nmol/0,2 ul) +
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Figura 41: Ingestao cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos depletados de
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Introducéo

INTRODUGAO

E constante a perda para o ambiente de agua e eletrélitos, principalmente o
sodio, através da respiragao, suor e predominantemente pela excregcdo urinaria.
Todavia, a osmolaridade e o volume dos liquidos do organismo devem permanecer
dentro de uma pequena faixa de variagao para que haja um perfeito funcionamento
das células, manutencdo da pressao arterial e irrigacéo tecidual. A regulagdo da
osmolaridade e volume dos liquidos corporais exigem que a entrada de agua e
eletrdlitos seja igual a perda pelo corpo e, para tanto, a regulagdo envolve a agéo
integrada dos rins e dos centros da sede e secretores de horménio antidiurético do
hipotalamo. Os rins exercem um papel importante na regulagdo da osmolaridade e
do volume dos liquidos gracas a sua capacidade de variar a excregao de agua e
solutos durante o processo de formacgao de urina, podendo excretar uma urina hipo
ou hiperosmoética. A excregcdao de sodio € decorrente de uma acado dos rins,
influenciada pelo sistema nervoso simpatico e horménios. Assim, o0s sinais
hormonais e neurais modulam a excregao renal de sodio para que ela se iguale a
sua entrada (Berne e Levy, 2000).

Ha situagdes nas quais a agua e/ou sodio estdo em falta no organismo, e
consequentemente os rins sozinhos ndo séo capazes de normalizar a volemia e/ou a
osmolaridade. Nessas situacbes, a recuperacdo da normalidade s6 podera ser
obtida através da ingestdo de agua e de sddio que € regulada por mecanismos
ativados em situagcbes de hipovolemia ou alteracbes de osmolaridade. Nestas
situagdes, receptores localizados em diversas partes do organismo ou horménios
produzidos sinalizam para algumas regides especificas do cérebro, que uma vez
ativadas desencadeiam respostas renais e/ou o comportamento de busca pela agua
e sodio (Johnson e Edwards, 1990; Thunhorst e Johnson, 1994; Thunhorst e cols.,
1994). Durante a desidratagdo, por exemplo, uma série de mecanismos ativados
controla as ingestdes de agua e de sodio. Alguns destes, como a produgado de
angiotensina Il (ANG 1) e a diminuigdo das descargas dos receptores
cardiovasculares, ativam ou facilitam a ativacdo desses dois comportamentos. Por
outro lado, aumento da osmolaridade sanguinea ou da concentracdo de sodio
ativam apenas o comportamento de ingestao de agua e inibem a ingestdo de sdodio
(De Luca e Menani, 1997).
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No sistema nervoso central (SNC), mecanismos excitatérios e inibitorios
podem ser ativados para se controlar a ingestdo de agua e sodio. Dentre as
substancias que ativam a ingestdo de agua e sédio, uma das principais € o peptideo
ANG II, cuja producgao esta aumentada em situagdes de hipovolemia e hipotensdo. A
ANG Il atua tanto por suas agdes periféricas (controle da secreg¢do de aldosterona)
como pela agdo em algumas areas do cérebro como a regidao anteroventral do
terceiro ventriculo (AV3V) e o 6rgao subfornicial (OSF), que s&o as principais areas
do cérebro onde estdo localizados os receptores para essa substancia (Simpson e
Routtenberg, 1973; Brody e Johnson, 1980; Mangiapane e Simpson, 1980). Além da
ANG Il, ha outras substancias envolvidas no controle da ingestdo de agua e sodio,
exercendo um papel inibitério como o peptideo natriurético atrial (ANP), cuja injecéo
central inibe a ingestdo de sodio induzida tanto pela deplegdo de sddio como pela
ANG Il (Antunes-Rodrigues e cols., 1986). Além do ANP, noradrenalina, agonistas e
antagonistas de receptores adrenérgicos oy, mecanismos opidides, serotoninérgicos,
gabaérgicos, colecistocinérgicos e ocitocinérgicos também participam do controle da
ingestdo de agua e solugdo de NaCl (Brown e cols., 1981; Siviy e cols., 1981,
Rowland, 1982; Ohman e Johnson, 1989; Ferrari e cols., 1990; Edwards e Johnson
1991; Ferrari e cols., 1991; Blackburn e cols., 1992; De Luca e cols., 1994; Barbosa
e cols., 1995; Blackburn e cols., 1995; Menani e cols., 1995; Ohman e Johnson,
1995; Verbalis e cols., 1995; De Paula e cols., 1996; Menani e cols., 1996; Stricker e
Verbalis, 1996; De Luca e Menani, 1997; Sato e cols., 1997; Yada e cols., 19973;
Yada e cols., 1997b; Yu e cols., 1997; Menani e cols., 1998; Menani e Johnson,
1998; De Gobbi e cols., 2000; Menani e cols., 2000; Fitts e cols., 2003; Rigatto e
cols., 2003; Callera e cols., 2005).

As influéncias excitatorias de areas prosencefalicas do cérebro no equilibrio
hidroeletrolitico tém sido bem estudadas, enquanto que os mecanismos centrais
inibitérios ndo sdao bem compreendidos e tém sido demonstrados tanto em areas
prosencefalicas quanto em areas do tronco cerebral (Ferrari e cols., 1990; Johnson e
Edwards, 1990; Ferrari e cols., 1991; Edwards e cols., 1993; Menani e Johnson,
1995; Menani e cols., 1996; De Paula e cols., 1996; De Luca Jr. e Menani, 1997).
Importantes mecanismos envolvidos no controle da ingestdo de agua e sédio foram
descobertos no nucleo parabraquial lateral (NPBL), area postrema (AP) e nucleo do
trato solitario (NTS) (Contreras e Stetson, 1981; Hyde e Miselis, 1984; Watson, 1985,
Ohman e Johnson, 1989; Edwards e Johnson 1991; Edwards e cols., 1993; Menani
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e cols., 1995; Ohman e Johnson, 1995; Menani e cols., 1996; Houpt e cols., 1998;
Menani e cols., 1998; Menani e Johnson, 1998; De Gobbi e cols., 2000; Menani e
cols., 2000; Schreihofer e cols., 2000), aléem de estudos imunohistoquimicos
sugerirem um possivel aumento de atividade do NTS e NPBL frente a um aumento
na concentracdo de sédio (Hochstenbach e cols, 1993; Kobashi e cols., 1993;
Carlson e cols., 1997; 1998).

Percebe-se, portanto, que a regulacdo da ingestdo de agua e sodio é
complexa, podendo envolver uma série de areas (por exemplo, o NPBL, regido
AV3V e NTS), além de diversos neurotransmissores (como exemplos: acido gama-
aminobutirico, serotonina, opidides e mecanismos ay-adrenérgicos) que podem

interagir entre si para desencadear o comportamento ingestivo final.

1. Acido gama-aminobutirico - GABA

O GABA ¢ um neurotransmissor inibitério distribuido ao longo de todo SNC e
se ligando basicamente em dois subtipos de receptores: os receptores GABA4 e
GABAg (Bowery, 1987; Christie e North, 1988; Bowery e cols., 1989; Meeley e cols.,
1989; Araki e cols., 1992), sendo que o muscimol € um agonista de receptores
GABA\ e o baclofen, agonista de receptores GABAg.

Estudos eletrofisiolégicos mostraram que o efeito pds-sinaptico do GABA
seria mediado principalmente pelos receptores GABAa (bicuculina-sensiveis) que
estdo acoplados diretamente aos canais de anion e cuja ativagdo promove um
aumento na permeabilidade ao cloreto da membrana pods-sinaptica e
consequentemente reduz a despolarizagdo produzida pela agdo do
neurotransmissor excitatério (Bormann, 1988). Estudos também mostraram uma
possivel modulagdo pré-sinaptica da liberacdo de GABA mediada por auto-
receptores do tipo GABAA (Hashimoto e Kuriyama, 1997). Os receptores GABAg, por
sua vez, estdo localizados principalmente nos terminais pré-sinapticos, porém
também podem ter acbes pds-sinapticas, e pertencem a familia dos receptores
acoplados a proteina G e atuam através de segundos mensageiros levando no final
a um aumento na condutadncia do potassio (hiperpolarizagdo de membrana) e
inibicdo dos canais de calcio voltagem-sensiveis, acarretando a inibi¢ao da liberagao
do neurotransmissor (Bormann, 1988; Zhang e Mifflin, 1998). Estes dois subtipos de
receptores podem interagir entre si, sendo que a ativagcdo de receptores GABAg
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pode reduzir os sitios de ligacao para os receptores GABAA (Kardos e Kovacs,
1991), podendo exercer um efeito modulatério negativo nas respostas mediadas

pelos receptores GABAA (Hahner e cols., 1991; Si e cols., 1997).

1.1 GABA e comportamento ingestivo

Em ovelhas depletadas de sddio ha uma liberacdo de GABA na zona incerta
evocada pela visdo e ingestdo de solugdes de sal, sendo que 0 mesmo ocorre
quando animais privados de alimento véem e ingerem alimento (Kendrick e cols.,
1991). Injegbes intracerebroventricular (icv) de muscimol e/ou GABA reduzem a
resposta dipsogénica induzida pela ANG Il e carbacol (Unger e cols., 1993; Abe e
cols., 1988) e inibem as ingestdes de sodio e agua induzidas pela renina injetada na
area preoptica (Abe e cols., 1988). Injecéo sistémica de baclofen inibe a ingestao de
agua induzida por privagdo hidrica, sem alterar a ingestdo de agua em ratos
saciados (Ebenezer e cols, 1992).

Em relagdo a ingestdo de alimento, observou-se que muscimol e baclofen
injetados no nucleo accumbens induziram ingestdo de alimento sem alterar a
ingestao de agua em ratos saciados (Stratford e Kelley, 1997; Soderpalm e Berridge,
2000). Muscimol, mas n&o baclofen, injetado na amigdala reduziu ingestdao de
alimento em ratos saciados e privados (Minano e cols., 1992), porém quando
injetado no nucleo mediano e dorsal da rafe, bem como na area tegmental ventral,
muscimol induziu intensa ingestao de alimento e liquido de forma dose dependente
(Klitenick e Wirtshafter, 1988). Baclofen, administrado sistemicamente, aumentou a
ingestdo de alimento em ratos saciados (Ebenezer e Pringle, 1992), bem como a
ingestdo de dietas liquida e sélida (Ebenezer, 1995) e quando injetado no nucleo
mediano da rafe, baclofen, induziu ingestdo de alimento e agua em animais nao
privados (Wirtshafter e cols., 1993). Bicuculina (antagonista de receptores GABAA)
quando injetada no nucleo pallidus induziu ingestdo de alimento em ratos saciados
(Stratford e cols., 1999).

Ativagdo gabaérgica também parece estar envolvida em outros
comportamentos ingestivos, como por exemplo, a ingestdo de sacarose. Muscimol
injetado na porgdo medial do nucleo accumbens induziu uma intensa ingestao de
sacarose sem alterar ingestado de agua, salina ou sacarina (Basso e Kelley, 1999) e

injetado na area tegmental ventral aumentou o niumero de respostas de reforco a
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sacarose (Hodge e cols., 1996). Ja a administracao sistémica de baclofen reduziu o
comportamento de auto-ingestao de sacarose (Anstrom e cols., 2003).

Em resumo, estes estudos mostraram que os efeitos da ativagdo gabaérgica
sob o comportamento ingestivo dependem da area cerebral, do tipo de ingestdo e da

condicao experimental estudada.

2. Peptideos opidides

Dois pentapeptideos com agdes farmacoldgicas muito parecidas as da morfina
e que competiam com ela pelos mesmos receptores foram isolados do cérebro,
sugerindo que as agdes da morfina eram decorrentes da sua capacidade de simular
as acbes de uma familia de mediadores enddgenos, que foram denominados de
peptideos opidides. Os principais peptideos enddgenos sao as encefalinas,
endorfinas e dinorfinas que podem atuar como neurotransmissores ou
neuromoduladores. Os trés principais tipos de receptores opidides sao p (mu), K
(Kappa) e 5 (delta) (Goodman e Gilman, 1996; Rang e cols., 1997).

A afinidade pelos diferentes receptores varia de acordo com os opidides
endogenos estudados: derivados da proencefalina (por exemplo, meta-encefalina)
apresentam afinidade para os receptores p e 8, enquanto os peptideos derivados da
prodinorfina (por exemplo, a-neoendorfina) se ligam predominantemente aos
receptores do tipo k e os derivados da proopiomelanocortina (-endorfina) se ligam
tanto aos receptores pu quanto & (Goodman e Gilman, 1996; Rang e cols., 1997).

Embora sejam entidades moleculares distintas, as trés classes de receptores
opidides citadas anteriormente compartilham algumas caracteristicas comuns:
frequentemente s&o encontradas nas terminagdes nervosas pré-sinapticas cuja agéao
resulta em diminuir a liberagcdo de neurotransmissores excitatérios, ou seja,
exerceriam uma modulagao inibitéria sob a transmissdo sinaptica; e seriam
receptores acoplados a proteina G, podendo regular o sistema de sinalizagdo
transmembrana (como exemplos: regulacdo da adenil ciclase, canais ibnicos e
fosfolipases). A ativagdo de receptores u e 6 pode promover hiperpolarizagdo de
membrana (através da ativagao de canais de potassio) ou inibir a adenil ciclase. Ja a
ativacdo de receptores « altera a atividade de canais de calcio e pode promover

inibicdo voltagem-dependente (Goodman e Gilman, 1996; Rang e cols., 1997).
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2.1 Opidides e comportamento ingestivo

Antagonistas opidides, como naloxona e naltrexona, administrados sistémica
ou centralmente reduzem a ingestdo de agua induzida por injegcdo central ou
periférica de ANG Il (Brown e cols., 1981; Siviy e cols., 1981; Summy-Long e cols.,
1981; Rowland, 1982; Izumi, 1991; Yu e cols., 1997). Injecao sistémica de naloxona
reduziu de forma dose dependente a ingestao de salina hipo e hipertdnica (Cooper e
Gilbert, 1984), enquanto que a administracdo central de naltrexona reduziu a
ingestao de salina hipoténica, mas ndo a ingestao de salina hiperténica induzida por
privagao hidrica (Bodnar e cols., 1995).

Em relacdo a ingestdo de alimento, observou-se que morfina injetada no
nucleo accumbens aumenta a ingestdo de alimento (Soderpalm e Berridge, 2000),
porém de acordo com a condic¢édo fisiolégica do animal, a ativacdo de mecanismos
opioides pode ter efeitos diferentes, sendo que a administracido de morfina reduziu e
aumentou a ingestao de alimento e agua em animais, respectivamente, privados de
alimento e saciados (Sanger e McCarthy, 1980). Injecéo icv crbnica de B-endorfina
promoveu um aumento, embora de curta duragdo, na ingestdo de alimento e agua
(Hill e cols., 2002). Em ratos privados de alimento, B-endorfina estimula ingestao de
agua quando injetada nos nucleos paraventricular e ventromedial do hipotalamo e
globus pallidus, enquanto que inje¢cées de naloxona nestas mesmas areas reduzem
a ingestao de alimento (Gosnell e cols., 1986).

Portanto, nota-se um envolvimento de mecanismos opidides no controle do

comportamento ingestivo.

3. Nucleo parabraquial lateral (NPBL)

O NPBL é uma estrutura pontina localizada na por¢cdo dorsolateral do
peduculo cerebelar superior, sendo que este nucleo possui conexdes com areas
prosencefalicas envolvidas no controle do balanco hidroeletrolitico, como nucleos
especificos do hipotalamo (ventromedial, dorsomedial, parventricular e nucleo
supraodptico) e amigdala, além de receber projegbes aferentes da area postrema
(AP) e da porcado medial do nucleo do trato solitario (NTSm) (Ciriello e cols., 1984,
Shapiro e Miselis, 1985; Herbert e cols., 1990; Krukoff e cols., 1993; Jhamandas e

cols., 1996). Assim, um papel importante do NPBL seria integrar as informagodes
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ascendentes do NTSm e AP que por sua vez poderiam influenciar a atividade das

areas prosencefalicas envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico.

3.1 NPBL e comportamento ingestivo

Ao longo do nucleo parabraquial (NPB) desde areas rostrais tipicamente
consideradas como sendo viscerais até areas mais caudais associadas a funcao
gustatéria ha neurbnios responsivos a distensdo gastrica, sugerindo um
envolvimento do NPB na integragdo de sinais tanto de sabor quanto viscerais
relacionados ao controle da ingestao (Baird e cols., 2001).

O papel inibitério do NPBL sobre a ingestdo de agua e sodio tem sido
demonstrado em varios estudos. Lesdes eletroliticas ou quimicas (acido iboténico) e
injecao de lidocaina no NPBL aumentaram a ingestdo de agua induzida por injegao
central ou periférica de ANG Il, bem como por outros estimulos relacionados com a
formagao de ANG Il (Ohman e Johnson, 1989; Menani e cols., 1995; Ohman e
Johnson, 1995), sugerindo um papel inibitério do NPBL sobre o controle da ingestéo
de agua. Lesao da porgao gustatoria do NPB aboliu a expressdo comportamental do
apetite ao sddio (Flynn e cols., 1991) e promoveu um maior consumo de quinino,
sacarose e NaCl (Flynn e cols., 1991a), sugerindo um papel do NPB também para o
controle da ingestdo de sodio e sacarose. Além disso, a administracdo de
antagonista de receptor serotoninérgico (metisergida) no NPBL aumentou a ingestéao
de agua e de solucéo hipertdnica de cloreto de sédio induzidas por deplecédo de
sodio, tratamento com injecbes subcutaneas do diurético furosemide + captopril
(inibidor da enzima conversora de angiotensina, em baixas doses) e tratamento com
deoxicorticosterona (DOCA - composto esteréide com propriedades semelhantes a
aldosterona), enquanto que inje¢cdes bilaterais do agonista serotoninérgico DOI
promoveu reducao dessa ingestdo (Menani e cols., 1996; Menani e cols., 1998; De
Gobbi e cols., 2000). Esses resultados sugerem a presenga de um mecanismo
serotoninérgico inibitério da ingestdo de agua e sddio no NPBL. Ha ainda no NPBL,
0 mecanismo colecistocinérgico que também exerce um papel inibitério sobre a
ingestao de agua e sodio (Menani e Johnson, 1998) e a ativacdo de mecanismos
gabérgicos no NPBL foi capaz de induzir ingestdo de sodio e agua em animais
saciados (Callera e cols., 2005). Além disso, ativacdo de receptores adrenérgicos o,
no NPBL promoveu um aumento da ingestdo de NaCl hipertdnico e agua em ratos
submetidos ao tratamento com furosemide + captopril (Andrade e cols, 2004).
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O NPBL nao participa apenas do controle da ingestao de sodio e de agua,
mas também da ingestdo de alimento. Administracdo de midazolam no NPBL
promoveu um aumento da ingestado alimentar (Soderpalm e Berridge, 2000) e no
NPB aumentou o consumo de dieta pastosa em animais saciados (Higgs e Cooper,
1996). Ativacao direta ou indireta de receptores 5HT1g no NPBL reduziu a consumo
de alimento, sugerindo uma participagcdo desse nucleo pontino na regulagao
serotoninérgica da alimentagcdo e saciedade (Lee e cols., 1998; Simansky e
Nicklous, 2002).

O NPB também esta envolvido no controle da ingestdo de sacarose, sendo
que a ingestao voluntaria de sacarose induziu expressao da proteina c-fos na parte
medial e lateral do NPB (Streefland e cols., 1996), assim como infusdes intraorais e
intragastricas de sacarose, mas n&o sacarina, induzem forte expressao de c-fos nos
subnucleos externo-laterais do NPB rostral (Yamamoto e Sawa, 2000).
Administracdo de midazolam no NPB promoveu um aumento da ingestdo de

sacarose 3% em ratos saciados (Higgs e Cooper, 1996).

3.2 NPBL e regulagao cardiovascular

Estudos sugerem que o NPBL receberia aferéncias da AP/NTSm que
poderiam conduzir informacdes da atividade de pressorreceptores arteriais e/ou
cardiopulmonares as quais poderiam modular a ingestdo de agua e soédio e
sugerindo um envolvimento do NPBL no controle cardiovascular (Johnson e
Edwards, 1990, Thunhorst e Johnson, 1994, Thunhorst e cols, 1994).

Estimulacao elétrica ou inje¢cdo de glutamato nas regides lateral e medial do
NPB, bem como administragao de lidocaina no NPBL, promoveram um aumento da
pressao arterial média - PAM (Paton e cols., 1990; Menani e cols., 1995). Além
disso, ja foi observada uma influéncia modulatéria do NPB no processamento das
informagdes cardiovasculares aferentes do NTS (Felder e Mifflin, 1988). Alteracdes
de pressao sanguinea ou volume promoveram expressdao da proteina c-fos nos
subnucleos centro, dorso e externo lateral, mas ndo nas porcdes externo medial,
interno ou ventrolateral do NPB (Rocha e Herbert, 1996). Em situagcbes de
hipotensdo hemorragica, o NPB ventrolateral é essencial para a restauracdo da PA
normal, enquanto que o NPBL ¢é essencial para a expressdo completa da bradicardia

que acompanha a hipotensao (Blair e cols., 2001). Estes resultados sugerem um

46



Introducéo

envolvimento do nucleo parabraquial tanto para a regulagcédo cardiovascular quanto

volume sanguineo.

3.3 NPBL e GABA

Estudo de Guthmann e cols. (1998) demonstrou a presenga de um denso
plexo de varicosidades imunorreativas para o GABA ao longo do complexo
parabraquial/Kolliker-Fuse, sendo que o processamento neural nessa regido estaria
sob forte inibigdo gabaérgica. Tanto receptores GABAa quanto GABAg estédo
presentes no NPBL (Christie e North, 1988; Araki e cols., 1992), sendo que o GABA
atuaria como um neurotransmissor inibitério tanto na parte gustatéria quanto visceral
do NPB, sendo seus efeitos mediados em parte por receptores GABAA (Kobashi e
Bradley, 1998).

Estudo anterior mostrou um envolvimento de mecanismos gabaérgicos no
NPBL no controle da ingestdo de agua e sodio, sendo que injegdes bilaterais de
muscimol no NPBL induz intensa ingestdo de solugéao hiperténica de NaCl (0,3 M)
acompanhada de um aumento na ingestdo de agua, sem alterar a ingestdo de

alimento, em ratos saciados (Callera e cols., 2005).

3.4 NPBL e opidides

Estudos neuroanatémicos mostraram que neurbnios do NPBL expressam
receptores opioides do tipo u (Christie e North, 1988) e no NPB ja foram encontrados
além dos receptores p também receptores o6 (Xia e Haddad, 1991).
Imunorreatividade para encefalina foi observada na regido dorsolateral do NPB
(Milner e cols, 1984), sendo que o NPB recebe projecées do NTS de neurbnios
imunorreativos para encefalina (Maley e Pannenton, 1988).

Ja um estudo funcional mostrou um possivel envolvimento de mecanismos
opidides no NPBL para o comportamento ingestivo, sendo que inje¢cées de agonista
de receptor opidide do tipo un no NPBL aumentaram a ingestado de alimento em ratos
saciados, sendo este efeito abolido pela administragao prévia de naloxona (Wilson e
cols., 2003).
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4. Marcadores de atividade celular: proteina c-fos

O estudo da expressao da proteina c-fos tem sido utilizado como uma
ferramenta para se estudar a ativagdo neuronal e a ativagdo deste proto-oncogene
pode ser considerada como a ponte de ligagdo entre estimulos externos e alteragdes
fenotipicas em células cerebrais (Herrera e Robertson, 1996).

Diferentes estimulos podem modular a fung¢ao celular de diferentes maneiras
podendo, por exemplo, afetar o funcionamento celular por meio da regulagéo da
expressao génica (Sheng e Greenberg, 1990; Herrera e Robertson, 1996). Genes
que sao ativados rapidamente apods a estimulagao celular e que nao sao inibidos por
inibidores de sintese proteica s&o denominados de genes de expressédo imediata
(IEGs: imediate early genes) (Morgan e Curran, 1989; Sheng e Greenberg, 1990) e
as proteinas codificadas por eles podem atuar como fatores de transcricdo que se
ligam em sequéncias especificas de genes alvos, modulando sua transcri¢cdo, e
consequentemente a expressdo destes genes alvos (Tsay e cols., 1988; Beato,
1989; Sheng e Greenberg, 1990), podendo promover altera¢gdes bioquimicas de
longa duragdo envolvendo a sintese de novas proteinas. Assim, os genes alvos
alterariam o fenoétipo da célula e, portanto, estimulos externos poderiam alterar a
expressao proteica da célula (Sheng e Greenberg, 1990; Shen e cols., 1995; Herrera
e Robertson, 1996). Dentre os IEGs conhecidos, os mais estudados sdo os proto-
oncogenes c-fos e c-jun.

Assim sendo, estimulos que promovem alteragbes do volume e/ou
osmolaridade plasmatica, ativacdo dos receptores de neurotransmissores, incluindo
os envolvidos no controle do equilibrio hidroeletrolitico, podem levar a expressao da
proteina c-fos e fornecer informagdes importantes sobre as possiveis areas

envolvidas no comportamento estudado.
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OBJETIVOS

Sabendo-se da presencga de diferentes mecanismos neurais, entre eles os
mecanismos gabaérgicos e opiodides, no NPBL envolvidos no controle do equilibrio

hidroeletrolitico, foram objetivos deste trabalho:

1. estudar a participacdo dos receptores GABAx e GABAg nos efeitos
natriorexigénicos e dipsogénicos decorrentes da ativacdo gabaérgica no

NPBL em ratos saciados e depletados de sodio;

2. os efeitos da ativagdo gabaérgica no NPBL na expressdo da proteina c-fos
em ratos saciados ou depletados de sédio, com e sem acesso a solugao de
NacCl,

3. investigar os efeitos da lesdo aguda do nucleo do trato solitario comissural
(NTSc - area que apresentou maior expressao da proteina c-fos em ratos
saciados sem acesso ao sédio) e da regiao AV3V (importante area envolvida
no controle do equilibrio hidroeletrolitico) sobre o efeito natriorexigénico e a
ingestdo de agua induzidos pela ativagdo gabaérgica no NPBL em ratos

saciados;

4. verificar os efeitos da inibigdo de receptores adrenérgicos o, e opidides, bem
como a ativagao de mecanismos serotoninérgicos, no NPBL sobre os efeitos
da ativagdo gabaérgica no NPBL na ingestdo de NaCl e agua em ratos

saciados;

5. estudar a participagao de mecanismos opidides do NPBL sobre a ingestao de

sodio e agua em ratos saciados ou depletados de sodio;

6. verificar os efeitos da ativagdo gabaérgica do NPBL sobre a pressao arterial e

excregao urinaria.
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METODOS

1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, UNESP ou ratos Sprague Dawley da Companhia

Charles River (Australia) com pesos em torno de 300 g.

2. Cirurgia cerebral

Para o implante de canulas cerebrais ou lesdes eletroliticas, os ratos foram
anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (7 mg/kg de peso
corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900). O lambda e
bregma foram utilizados como referéncia para nivelar as cabegas dos ratos.
Utilizando-se o bregma foram determinados os pontos de introdu¢ao das canulas de
aco inoxidavel nas cabecgas dos ratos. Nestes pontos foi feita uma trepanacéao do
0sso do cranio com uma broca esférica, abrindo um orificio de aproximadamente 1,5
mm de didmetro. No NPBL foram implantadas céanulas de ago inoxidavel de 12 x 0,5
mm d.i. bilateralmente, orientadas de acordo com as seguintes coordenadas: 9,4
mm caudal ao bregma, 2,2 mm lateral a linha mediana e 4,3 mm abaixo da dura-
mater. As canulas foram fixadas nas cabecas dos ratos com parafusos e resina
acrilica.

Para a leséo eletrolitica da regido AV3V, os animais também foram fixados
em um aparelho estereotaxico (Kopf Instruments). O cranio dos animais foi nivelado
no plano horizontal ajustando-se a altura da sutura bregmatica e lambdoide. Apos o
posicionamento da cabega foi feita uma incisdo longitudinal da pele da cabeca e do
tecido subcutaneo. Determinado os pontos de introdu¢cdo do eletrodo, foi feita a
trepanacgao do cranio com o auxilio de uma broca odontoldgica. Por esse orificio foi
introduzido um eletrodo de acgo inoxidavel de 0,4 mm de didmetro com 0,5 mm de
ponta livre. Para a lesdo da regido AV3V o eletrodo foi posicionado na linha média,
sobre o bregma e introduzido a 6,8 mm abaixo da dura mater. A corrente elétrica
utilizada foi de 2 mA por 10 segundos.

Para lesdo do NTSc, os animais foram adaptados a um aparelho
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estereotaxico e a cabega dos animais foi posicionada em angulo de
aproximadamente 45°. A musculatura da nuca foi cuidadosamente rebatida expondo
o occipital e a membrana atlanto-occipital. Apds a separacédo da dura-mater do osso
occipital, este foi parcialmente removido utilizando-se um osteétomo. A membrana
atlanto-occipital foi perfurada e a dura-mater rebatida, expondo-se assim, o calamus
scriptorius, que foi entdo utilizado como ponto de referéncia para as seguintes
coordenadas estereotaxicas: 0,0 mm e 0,5 mm caudal e 0.0 mm lateral ao calamus
scriptorius € 0,3 e 0,2 mm ventral a superficie dorsal do bulbo no 1° e 2° pontos de
lesdo, respectivamente. Em cada ponto de lesao eletrolitica, foram passadas duas
correntes elétricas de 1 mA por 5 segundos, com intervalo de 30 segundos entre
elas. Apds a lesdo, o musculo e a pele foram suturados.

Outros animais foram submetidos aos mesmos procedimentos de cirurgia
cerebral a que foram expostos os animais lesados, exceto que nao foram submetidos
a passagem de corrente elétrica (lesao ficticia).

Os animais com lesdo ou com lesdo ficticia tiveram também canulas
implantadas no NPBL de acordo a técnica descrita acima.

Apods a cirurgia cerebral, os ratos receberam uma injegao intramuscular (0,2
ml/rato) de Pentabidtico Veterinario — Pequeno Porte (Fort Dodge Saude Animal
Ltda.) e permaneceram em recuperagdo em suas gaiolas por, pelo menos, 5 dias
antes de serem iniciados os experimentos. Excecéao feita para os animais com lesao
do NTSc ou regidao AV3V, sendo que os experimentos foram realizados 1 e 3 dias

apods as cirurgias cerebrais.

3. Inje¢oes das drogas no cérebro

As drogas dissolvidas em salina fisioldgica (muscimol, baclofen, CGP 35348,
DOI, B-endorfina) ou propilenoglicol/agua 2:1 (bicuculina, RX 821002 e naloxona)
foram injetadas no cérebro dos ratos num volume de 0,2 ul. Para tanto, foi utilizada
seringa Hamilton (5 ul) conectada com um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha
injetora que foi introduzida no cérebro pela canula guia previamente fixada no
cérebro. A canula injetora (0,3 mm didmetro) foi 2 mm mais longa do que a canula

guia.
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4. Drogas injetadas

Foram utilizadas as seguintes drogas:

- hidrobrometo de muscimol (RBI - Sigma, 0,5 nmol/0,2 pl);

- bicuculina (Tocris, 1,6 nmol/0,2 pl);

- baclofen (RBI - Sigma, 0,5 nmol/0,2 pl);
- acido 3-aminopropil(dietoximetil) fosfénico - CGP 35348 (Tocris, 20 e
50 nmol/0,2 pl);
- hidrobrometo de 2,5-dimetoxi-4-iodoanfetamina - DOI (RBI, 5 ug/0,2
ul);
- hidrocloreto 2[2(2-metoxi-1,4-benzodioxanil-imidazol] - RX 821002
(RBI, 10 nmol/0,2 ul);
- hidrocloreto de naloxona (Tocris, 20, 40 e 60 ug/0,2 ul);
- B endorfina (Sigma, 2 nmol/0,2 pl);
- furosemide (Sigma, 20 mg/kg de peso corporal) sc;

As doses utilizadas foram retiradas de dados da literatura, bem como de
estudos realizados no laboratorio (Menani e cols., 1996; Menani e cols., 1998;
Andrade e cols., 2004; Callera e cols., 2005).

Salina fisiologica ou propilenoglicol/agua (2:1) foi injetada nos experimentos

controles.

5. Medida da ingestao de agua e de NaCl 0,3 M

5.1 Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos saciados e normovolémicos

Apds a cirurgia, os animais tiveram cinco dias de recuperagao, tendo a
disposi¢cédo ragao, agua e NaCl 0,3 M. No dia do experimento buretas graduadas
contendo agua e NaCl 0,3 M estiveram a disposi¢gao dos animais. Quinze minutos
apos as injecdes no NPBL foram iniciadas as medidas da ingestdo de agua e NaCl
0,3 M. A ingestdo de agua e sodio foi medida a cada 30 minutos durante 4 h.

Foi guardado sempre um intervalo de, no minimo, 48 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais. Durante o periodo de registro da ingestdo de

agua e de NaCl 0,3 M os ratos nao tiveram acesso a ragao.
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5.2 Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos submetidos a deplegdo de sodio por 24
h

A deplegao de sodio foi feita pelo tratamento com o diurético furosemide (20
mg/kg de peso corporal) subcutaneamente (sc), seguido de manutencado dos ratos
por 24 h com alimento deficiente em sodio (fubd) e agua ad libitum antes de se
iniciarem as medidas de ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M. Para o registro da
ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M foram utilizados tubos graduados (divisdo de 0,1
ml). Quinze minutos apos as inje¢des bilaterais no NPBL, agua e NaCl 0,3 M foram
oferecidos aos animais e as ingestées foram medidas nos tempos de 15, 30, 60, 90,
120, 150 e 180 min.

Foi guardado sempre um intervalo de, no minimo, 72 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais. Durante o periodo de registro da ingestdo de
agua e de NaCl 0,3 M, os ratos nao tiveram acesso a ragao.

Os animais que foram utilizados para o estudo da ingestdao de NaCl, além de agua,
tiveram a disposigdo NaCl 0,3 M, desde, pelo menos, 5 dias antes do inicio dos

experimentos.

5.3 Ingestdo néo regulatoria de NaCl 0,3 M em ratos saciados e normovolémicos

Os animais foram colocados em gaiolas individuais com agua e ragao
disponiveis por 24 h, sendo que durante duas horas por dia (entre 12 — 14 h), os
animais também tiveram acesso a buretas graduadas com NaCl 0,3 M disponivel
para condiciona-los a ingerir sddio. Aproximadamente 3 dias apds o inicio do
condicionamento, os animais foram submetidos a primeira deplegcéo de sodio por 24
h (furosemide sc + dieta deficiente de sddio e agua por 24 h), sendo que apds 3
dias, foram submetidos a segunda deplecédo de sddio. Aproximadamente 1 semana
apos a segunda deplecao, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica
para implante de cénulas no NPBL, sendo aguardado um periodo de
aproximadamente 7 dias (periodo necessario para obtengdo de uma ingestao de
NaCl 0,3 M/2 h mais uniforme) para o inicio dos experimentos.

As injecOes bilaterais no NPBL foram realizadas quinze minutos antes do
oferecimento das buretas contendo NaCl 0,3 M. A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi

medida nos tempos de 15, 30, 60 e 120 min.
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Foi guardado sempre um intervalo de, no minimo, 48 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais. Durante o periodo de registro da ingestdo de

agua e de NaCl 0,3 M, os ratos ndo tiveram acesso a ragao.

6. Medida da ingestao de agua, sacarose 2% e/ou NaCl 0,3 M

6.1 Ingestdo de agua e sacarose 2% em ratos saciados e normovolémicos

Durante o periodo de aproximadamente cinco dias de recuperagao da cirurgia
estereotaxica, os animais tiveram a disposi¢ao ragédo, agua e sacarose 2%. No dia
do experimento buretas graduadas contendo agua e sacarose 2% estiveram a
disposigcdo dos animais. Quinze minutos apds as inje¢ées no NPBL foram iniciadas
as medidas da ingestdo de agua e sacarose 2%, feitas a cada 30 minutos durante 4
h.

Foi guardado sempre um intervalo de, no minimo, 48 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais. Durante o periodo de registro da ingestdo de

agua e de sacarose 2% os ratos nao tiveram acesso a ragao.

6.2 Ingestdo de agua, NaCl 0,3 M e sacarose 2% em ratos submetidos a deplegcdo
de soédio por 24 h

A ingestdo de agua, NaCl 0,3 M e sacarose 2% foi registrada nos tempos de
15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min em animais depletados de sédio. O protocolo
experimental foi semelhante ao item 5.2, com a diferenga que os ratos tinham 3
buretas disponiveis: agua, NaCl 0,3 M e sacarose 2%.

Foi guardado sempre um intervalo de, no minimo, 72 horas entre dois
experimentos nos mesmos animais. Durante o periodo de registro da ingestao de
agua, NaCl 0,3 M e sacarose 2%, os ratos nao tiveram acesso a ragao.

Os animais que foram utilizados para o estudo da ingestdo de sacarose e
NaCl, além de agua, tiveram a disposi¢dao NaCl 0,3 M e sacarose 2%, desde, pelo

menos, 5 dias antes do inicio dos experimentos.
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7. Medida da ingestao de agua

Durante o periodo de registro da ingestdo de agua os ratos nao tiveram
acesso a ragao. Foi guardado sempre um intervalo de, no minimo, 48 horas entre

dois experimentos nos mesmos animais.

7.1 Ratos saciados e normovolémicos

Apos a cirurgia, os animais tiveram cinco dias de recuperagdo, tendo a
disposicéo ragao e agua. No dia do experimento buretas graduadas contendo agua
estiveram a disposicao dos animais. Quinze minutos apds as injecoes no NPBL
foram iniciadas as medidas da ingestdo de agua. A ingestado de agua foi medida a

cada 30 minutos durante 4 h.

7.2 Ratos privados de agua por 24 h

Agua, mas nZo ragdo, foi retirada dos animais. Vinte e quatro h apés a
retirada da agua, foi removida a ragao e feitas as injegdes no NPBL. Quinze minutos
apos as injegcdbes no NPBL, foram iniciadas as medidas de ingestdo de agua. A
ingestdo de agua foi medida a cada 30 minutos durante 4 h, excegao feita para a

primeira medida que ocorreu aos 15 min.

8. Medida da ingestao de agua, NaCl 0,3 M e alimento

8.1 Ratos saciados e nhormovolémicos

O protocolo experimental foi semelhante ao descrito no item 5.1. No dia do
experimento buretas graduadas contendo agua e NaCl 0,3 M e recipientes contendo
ragcao previamente pesada foram oferecidos aos animais. Quinze minutos apds as
injecdes no NPBL foram iniciadas as medidas da ingestdo de agua, NaCl 0,3 M e

racao. A ingestdo de agua, sédio e ragéo foi medida a cada 30 minutos durante 4 h.
8.2 Ratos privados de alimento por 24 h

O protocolo experimental foi semelhante ao descrito anteriormente, com a

diferenca de que os animais ficaram 24 h privados de ragéo.
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9. Medida do volume urinario e excregio de sédio (Na*) e potassio (K*) urinario

Ratos saciados e normovolémicos foram mantidos em gaiolas metabdlicas

tendo agua, NaCl 0,3 M e racao disponiveis.

9.1 Ratos sem acesso a agua e NaCl 0,3 M durante o experimento

Agua, NaCl 0,3 M e ragdo foram removidas e as gaiolas foram lavadas
apenas com agua para eliminar residuos de urina e fezes. Os animais receberam
injecoes bilaterais no NPBL e, imediatamente apds as inje¢des no NPBL, iniciou-se
a coleta de urina. A medida do volume urinario foi realizada a cada 30 min durante 4
h.

As amostras de urina foram analisadas no analisador de Na*/K" Nova 1 (Nova

Biomedical).

9.2 Ratos com acesso a agua e NaCl 0,3 M durante o experimento

Foi realizado um protocolo experimental semelhante ao do item 9.1, com a
diferengca de que neste protocolo, imediatamente apds as injecbes no NPBL, os
animais tiveram acesso a buretas graduadas contendo agua e NaCl 0,3 M.

Os mesmos animais também foram submetidos a um outro experimento no
qual receberam 8 sobrecargas intragastricas com intervalos de 30 min, contendo
agua e NaCl 0,3 M no mesmo volume que eles ingeriram durante os experimentos

com injec¢oes bilaterais no NPBL.

Durante os experimentos tanto para o item 9.1 quanto para o item 9.2, os
animais nao tiveram acesso a ragao. Foi aguardado sempre um intervalo de, no

minimo, 48 horas entre dois experimentos nos mesmos animais.

10. Medida da pressao arterial e frequiéncia cardiaca

A pressao arterial média (PAM) foi registrada em ratos nédo anestesiados
submetidos a canulagéo prévia (1 dia) da artéria femoral com um tubo de polietileno
PE 10, o qual foi conectado a um tubo de polietilieno PE 50 que, conduzido
subcutaneamente, foi exteriorizado pelo dorso do animal. O tubo de PE 50 foi

conectado a um transdutor de pressao (Stathan P 23 Db) acoplado a um poligrafo

56



Métodos

de registro (Narcotrace 40, Narco Bio Systems). A frequéncia foi registrada por um
biotacdmetro (Narco Bio Systems) acionado pelos pulsos da pressao arterial. O
registro da PA e FC foi realizado através de um sistema computadorizado de

aquisicao de dados PowerlLab.

11. Histologia cerebral para localizagado das areas cerebrais estudadas

Terminados os experimentos, os ratos foram profundamente anestesiados e
submetidos a uma perfusdo cerebral por meio de injegcdo no coragdo de solugéao
salina tamponada (50 ml), seguida de solugéo de formalina 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 injegdo com auxilio de
um criostato (Leica). Os cortes histoldgicos, montados em lamina foram corados pelo
método Giemsa e analisados para se localizar os pontos das injegdes no NPBL e as

areas de lesdo no NTSc e regido AV3V.

12. Imumoistoquimica

Ao término dos experimentos abaixo relacionados, os animais foram
anestesiados com tiopental sédico e em seguida perfundidos com salina em tampéo
fosfato 0,1 M (pH = 7,4) seguida da perfusdo com paraformaldeido (PFA) 4% cada
um num volume final de aproximadamente 300 ml. O cérebro foi removido e mantido
numa solucdo de PFA 4% em temperatura ambiente. A seguir, o cérebro foi
transferido para uma solugédo de sacarose 20% (diluida em tampéao fosfato) onde foi
mantido por no minimo 12 h na geladeira. Apos a execucgao de todas estas etapas,
os cérebros foram cortados transversalmente (60 um de espessura) em criostato. A

seguir foram executados dois procedimentos imunohistoquimicos:

12.1 Determinagéo apenas da expressao da proteina c-fos:

Este procedimento foi realizado em ratos Holtzman que foram sacrificados 2 h
apos terem recebido ou né&o inje¢des bilaterais de salina, muscimol ou baclofen no
NPBL. Durante as 2 h, os animais nao tiveram acesso a agua, NaCl 0,3 M ou ragao.

Os cortes obtidos foram lavados uma vez com tampao fosfato-salina (PBS)

0,1 M, durando 5 min a lavagem. Foram transportados para uma solugdo contendo o
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soro bloqueador (Vector Laboratories), PBS 0,1 M e o anticorpo c-fos (Santa Cruz
Biotechnology) na diluicdo de 1:4000, ficando sob agitacdo por um periodo de 22
horas na temperatura ambiente. Os cortes foram entéo lavados trés vezes com PBS
0,1 M. Em seguida, foram transportados para outra solugdo contendo soro
bloqueador, PBS 0,1 M e o anticorpo secundario anti-coelho biotinilado (Vectastain
Elite — ABC Kit, PK 6101, Vector Laboratories) na diluigdo de 1:400. Ficaram sob
agitacédo branda por 1 h na temperatura ambiente. Foi feita nova lavagem dos cortes
(3 vezes) com PBS 0,1 M. Apds a lavagem, os cortes foram transferidos para a
solugdo ABC (Vectastain Elite — ABC Kit, PK 6101, Vector Laboratories) ficando sob
agitacdo suave por 1 h na temperatura ambiente. Apés 1 h, os cortes foram
novamente lavados em PBS (3 vezes). Os cortes foram colocados na solugdo de
diaminobenzidina (DAB - 45 mg/100 ml) + perdxido de hidrogénio (Merck — 30% p/p;
90 /100 ml) por um periodo de 10 min e entdo lavados 2 vezes em PBS 0,1 M para
parar a reacao de cor.

Os cortes foram montados em laminas e deixados para secar por 12 h.
Foram, ent&o, desidratados e cobertos com laminulas.

Apdés a montagem, as laminas foram analisadas em microscopio, com
subsequente captura das imagens e contagem das células com resposta positiva
para a proteina c-fos utilizando o programa Image Pro Plus. Foram analisadas as
seguintes areas centrais: orgdo vasculoso da lédmina terminal (OVLT), nucleo
predptico mediano dorsal (NPOMd), nucleo predptico mediano ventral (NPOMv),
orgao subfornicial (OSF), nucleo paraventricular (NPV), nucleo supradptico (NSO),
amigdala (Amg), nucleo parabraquial lateral (NPBL), area postrema (AP), nucleo do
trato solitario comissural (NTSc). Os resultados das areas bilaterais NPV, NSO, Amg
e NPBL foram representados como a somatéria de células positivas para a proteina

c-fos presentes nos dois lados da area analisada.

12.2 Determinagdo da expressdo da proteina c-fos + marcacdo de neurbnios
ocitocinérgicos ou serotoninérgicos:

Segundo o protocolo experimental foi caracterizado o fenétipo neuroquimico
dos neurdnios imunorreativos para c-fos (Fos) por meio da técnica de localizagéo
imunoldgica nuclear de Fos (Fos) em combinagdo com a técnica de localizagao
imunoldgica citoplasmatica dos neuromoduladores como ocitocina (OT) e serotonina
(5HT). Este procedimento foi realizado em ratos Sprague Dawley (Companhia
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Charles River da Australia) saciados ou depletados de sodio que foram sacrificados
3 h apds terem recebido ou nao injegdes bilaterais de salina ou muscimol no NPBL.
Durante as 3 h, os animais tiveram acesso a agua e NaCl 0,3 M, mas nao a ragao.
Apenas um dos grupos de animais depletados teve acesso a agua, mas néo ao
NaCl 0,3 M ou ragao.
Os cortes obtidos foram lavados uma vez com tampao fosfato (PB)
0,1 M, durando 5 min a lavagem. Foi, entdo, feito o bloqueio das ligagdes
inespecificas com soro de cavalo (10%) em PB 0,1 M sob agitagdo por um periodo
de no minimo 1 h. Os cortes foram entdo lavados em PB 0,1 M por 3 vezes durando
5 min cada. Os cortes foram incubados a temperatura ambiente durante toda a noite
numa solucao contendo PB 0,1 M + Triton X + soro bloqueador + anticorpo primario
anti c-fos (Santa Cruz Biotechnology) na diluigdo de 1:50000. No dia seguinte, os
cortes foram novamente lavados 3 vezes em PB, e entdo foram colocados numa
solugdo contendo PB 0,1 M + soro bloqueador + anticorpo secundario (Kit
Vecstastain — PK 4001, Vector Laboratories) na diluigdo de 1:200, na qual ficaram
sob agitagdo durante 1 h. Apdés 1 h, os cortes foram novamente lavados e entéo
transferidos para a solugdo ABC (Kit Vecstastain — PK 4001, Vector Laboratories)
ficando sob agitacdo suave por mais 1 h na temperatura ambiente. Com o objetivo
de diferenciar a coloragdo da marcagdo imunoldgica nuclear da citoplasmatica, na
reacao para marcacao da proteina c-fos foi adicionado sulfato de niquel que deu ao
produto da reagao nuclear uma coloracao violeta escuro. Para tanto, 1 h apds os
cortes terem sido colocados na solugdao ABC, eles foram novamente lavados em PB
(2 vezes) e depois foram lavados 3 vezes em tampao TRIS (12,12 g de acido
cloridrico + 2,8 g de base + 2 | de agua destilada), para sé entdo serem transferidos
para a solugdo contendo tampao TRIS + sulfato de niquel (40 mg/100 ml) +
diaminobenzidina (DAB — 50 mg/100 ml) onde ficaram sob agitagdo por 10 min.
Apos os 10 min, foi entdo adicionado a solug&o, peroxido de hidrogénio (Sigma — 15
ul/100 ml), e aguardados mais 6 min. Os cortes foram entdo primeiramente lavados
2 vezes em tampao TRIS e em seguida 3 vezes em PB 0,1 M (lavagens sob
agitacédo com duracéo de 5 min cada).

Para os cortes destinados apenas a marcagao da proteina c-fos, apods a
ultima lavagem em PB, eles foram montados em laminas e deixados para secar por
no minimo 12 h, para entdo serem desidratados e cobertos com laminulas. Para os
cortes destinados a dupla marcagao Fos + OT e Fos + 5HT, apds a ultima lavagem
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em PB, eles foram colocados numa solugdo contendo PB 0,1 M + Triton X +
anticorpo anti OT (Chemicon, 1:5000) ou anti 5HT (Biogenesis, 1:3000) no qual
permaneceram sob agitagdo branda durante toda a noite a temperatura ambiente.
No dia seguinte, os cortes foram lavados 3 vezes em PB e entdo seguiu-se o
procedimento ja descrito anteriormente para a ligagdo do anticorpo secundario
seguida da reacao na solugdao ABC. Apds a solugao ABC, os cortes foram lavados 3
vezes em PB e entdo adicionados numa solugdo contendo PB 0,1 M + DAB (50
mg/100 ml) na qual ficaram sob agitagao por 10 min, sendo adicionado em seguida a
solugéo, peroxido de hidrogénio (Sigma — 30 ul/100 ml), e aguardou-se mais 6 min.
Os cortes foram entdo primeiramente lavados 3 vezes em PB e entdo as laminas
foram montadas para posterior desidratagao e colocagao da laminula.

Apds a montagem das laminas elas foram analisadas em microscopio, com
subsequente captura das imagens e contagem manual das células marcadas.

As areas analisadas para a dupla marcacao Fos + OT foram o NPV e NSO.
Em relagdo a marcagao Fos + S5HT foram analisadas as seguintes areas: rafe dorsal
anterior (RDa), mediana (RDm) e posterior (RDp); nucleo mediano da rafe porgéo
anterior (RMna) e medial (RMnm); rafe pontina (RPn); rafe magnus (RMg) e rafe
palidus (RPa). As areas analisadas para a contagem das células com resposta
positiva apenas para a proteina c-fos foram, além das ja mencionadas no item 11.1,
0 nucleo da estria terminal ventral (BNSTv) e dorsal (BNSTd), nucleo central (NCA),
basolateral (NBLA) e medial (NMA) da amigdala, nucleo parabraquial medial
(NPBM), nucleo do trato solitario comissural lateral (NTScl), nucleo do trato solitario
rostral (NTSr). Os resultados das areas bilaterais BNSTv, BNSTd, NPV, NSO,
amigdala, NPBL, NPBM, NTSr e NTScl foram representados como a somatéria de
células positivas para a proteina c-fos ou c-fos + OT presentes nos dois lados da

area analisada.
13. Apresentacgao dos resultados e analise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média foram
representados em graficos. Analise de variancia e o teste de Newman Keuls ou
Fisher's LSD foram utilizados para as comparagdes entre diferentes tratamentos.

Diferencas foram consideradas significantes para p < 0,05.
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PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

1. Efeitos da administragao de bicuculina ou CGP 35348 + muscimol no NPBL
sobre a ingestdao de agua e de NaCl hipertdonico em ratos saciados e
normovolémicos.

Objetivo: verificar a participagdo dos receptores GABAA e GABAg no efeito do
muscimol injetado bilateralmente no NPBL sobre a ingestdo de sdédio em ratos
saciados.

As ingestbes de agua e de NaCl 0,3 M foram estudadas em ratos com
canulas implantadas bilateralmente no NPBL saciados e normovolémicos. Os ratos
receberam inje¢cdes de veiculo (propilenoglicol/agua 2:1) ou salina ou CGP 35348
(antagonista de receptores GABAg - 50 nmol/0,2 ul) ou bicuculina (antagonista de
receptores GABAa - 1,6 nmol/0,2 pul) bilateralmente no NPBL. Qinze minutos apds a
primeira injegcao no NPBL, os ratos receberam injecbes bilaterais no NPBL de
muscimol (agonista de receptores GABAAa - 0,5 nmol/0,2 pl) e passados mais quinze
minutos, tiveram acesso a agua e a solugao de NaCl 0,3 M. As ingestdes de NaCl
0,3 M e agua foram medidas a cada 30 min durante 4 h.

Foram utilizados grupos de ratos diferentes para o estudo da participagdo dos
receptores GABAA € GABAg nos efeitos do muscimol. Cada grupo de ratos foi
submetido a 4 tratamentos. Para o estudo do envolvimento dos receptores GABAa
os tratamentos foram os seguintes: veiculo + salina; veiculo + muscimol; bicuculina +
salina; bicuculina + muscimol. Para o estudo do envolvimento dos receptores GABAg
os tratamentos foram: salina + salina; salina + muscimol; CGP 35348 + salina; CGP
35348 + muscimol.

Uma vez que a ingestdo de sodio induzida pelas injegbes bilaterais de
muscimol no NPBL ocorre aproximadamente entre 90-120 min apds as inje¢gdes no
NPBL, foi investigado se ainda haveria uma participagao direta de receptores GABAa
durante este efeito. Para tanto, em um outro grupo de animais, bicuculina (1,6
nmol/0,2 ul) foi injetada 1 h apds as inje¢des de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL.
Os animais foram submetidos a 4 tratamentos: salina + veiculo; muscimol + veiculo;
salina + bicuculina; muscimol + bicuculina.

Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do

grupo recebeu um tratamento. A sequéncia de tratamentos foi aleatoria.
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2. Efeitos da administracao de CGP 35348 ou bicuculina + baclofen no NPBL
sobre a ingestao de agua e de NaCl hipertonico em ratos saciados e
normovolémicos.
Objetivo: verificar a participagcdo dos receptores GABAA € GABAg no efeito do
baclofen injetado bilateralmente no NPBL sobre a ingestdo de sodio em ratos
saciados.

Foi realizado um protocolo experimental semelhante ao descrito no item
anterior, exceto que foi utilizado baclofen (agonista de receptores GABAg - 0,5

nmol/0,2 ul) ao invés de muscimol no NPBL.

3. Participagdao de mecanismos gabaérgicos sobre a ingestao de NaCl 0,3 M
induzida pela deplegao de sédio por 24 h:

3.1 Efeitos da administragdo de bicuculina ou CGP 35348 + muscimol no NPBL
sobre a ingestao de agua e de NaCl hiperténico em ratos com depleg¢do de sodio.
Objetivo: verificar a participacao dos receptores GABAx ou GABAg do NPBL nos
efeitos do muscimol na ingestao de sédio induzida por depleg¢ao de sodio.

As ingestbes de agua e de NaCl 0,3 M foram estudadas em ratos com
canulas implantadas bilateralmente no NPBL submetidos a 24 h de deplecado de
sodio. Apos as 24 h, os ratos receberam injegdes de veiculo (propilenoglicol/agua
2:1) ou salina ou CGP 35348 (50 nmol/0,2 ul) ou bicuculina (1,6 nmol/0,2 nl)
bilateralmente no NPBL. Quinze minutos apos as injegbes dos antagonistas
gabaérgicos, os ratos receberam injecdes bilaterais no NPBL de muscimol (0,5
nmol/0,2 pl) e passados mais quinze minutos, tiveram acesso a agua e a solucéo de
NaCl 0,3 M.

Cada grupo de ratos foi submetido a 4 tratamentos: veiculo ou salina + salina;
veiculo ou salina + muscimol; bicuculina ou CGP + salina; bicuculina ou CGP +
muscimol; bicuculina ou CGP + salina.

Foram utilizados grupos de ratos diferentes para o estudo da participagao dos
receptores GABAA (grupo bicuculina) e GABAg (grupo CGP) nos efeitos do muscimol
sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pela deplecdo de sodio. Em cada
experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do grupo recebeu

um tratamento. A sequéncia de tratamentos foi aleatdria.
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3.2 Efeitos da administracdo de CGP 35348 ou bicuculina + baclofen no NPBL sobre
a ingestao de agua e de NaCl hipertébnico em ratos com deplegdo de sodio.
Objetivo: verificar a participacao dos receptores GABAx ou GABAg do NPBL nos
efeitos do baclofen na ingestao de sddio induzida por depleg¢ao de sddio.

O protocolo é semelhante ao descrito anteriormente, exceto que foi injetado

baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) ao invés de muscimol no NPBL.

3.3 Efeitos da administragdo de muscimol ou baclofen no NPBL sobre a ingestdo de
agua, NaCl hipertbnico e sacarose 2% em ratos com deplegédo de sodio.

Objetivo: verificar a especificidade da ativagao gabaérgica no NPBL para a ingestao
de NaCl 0,3 M em ratos depletados de sédio.

As ingestdes de agua, NaCl 0,3 M e sacarose 2% foram estudadas em ratos
com canulas implantadas bilateralmente no NPBL submetidos a 24 h de deplecao de
sédio. Apds as 24 h, os ratos receberam injegcbes de salina ou muscimol (0,5
nmol/0,2 ul) ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) bilateralmente no NPBL. Quinze minutos
apos as injegdes no NPBL, os animais tiveram acesso a agua, a solugao de NaCl
0,3 M e de sacarose 2%. As ingestdes de NaCl 0,3 M, sacarose 2% e agua foram
medidas nos tempos de 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min.

Cada grupo de ratos foi submetido a 3 tratamentos: salina; muscimol e
baclofen injetados bilateralmente no NPBL. Em cada experimento o grupo de ratos
foi dividido em dois e cada metade do grupo recebeu um tratamento. A seqiéncia de

tratamentos foi aleatoria.

4. Participagcao de mecanismos gabaérgicos no NPBL sobre a ingestdo nao
regulatéria de NaCl 0,3 M.

Objetivo: verificar se a inibicdo de mecanismos gabaérgicos no NPBL afetaria a
ingestédo nao regulatéria de NaCl 0,3 M.

Ratos bilateralmente implantados no NPBL tiveram agua e ragao ad libitum.
Diariamente, entre 12 e 14 h, a ragao dos animais era retirada, e buretas graduadas
contendo agua e NaCl 0,3 M eram oferecidas para os animais. No dia do
experimento, a ragao era retirada, e os animais receberam inje¢des bilaterais de
salina ou CGP 35348; veiculo ou bicuculina. Quinze minutos apds as inje¢des
centrais, buretas contendo agua e sédio foram oferecidas aos animais e as medidas

da ingestao de agua e NaCl 0,3 M foram feitas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 min.
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Os animais foram submetidos a quatro tratamentos: salina; CGP 35348 (50 nmol/0,2
ul); veiculo; bicuculina (1,6 nmol/0,2 ul).
Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do

grupo recebeu um tratamento. A sequéncia de tratamentos foi aleatoria.

5. Alteracao da atividade de areas cerebrais apés a administragcao bilateral de
muscimol ou baclofen no NPBL.

Objetivo: verificar se alguma area prosencefalica (principalmente aquelas em que ja
se sabe que participam do controle da ingestdo de agua e sodio), da ponte ou do
bulbo, poderia estar sendo ativada apds injegcbes dos agonistas gabaérgicos no

NPBL em condi¢des experimentais diferentes.

5.1 Expressdo da proteina c-fos apds ativagdo gabaérgica no NPBL em ratos
saciados e normovolémicos que néo tiveram acesso a agua e a solugdo de NaCl 0,3
M (ratos Holtzman).

A expressao da proteina c-fos em areas prosencefalicas, da ponte e do bulbo
foi estudada em ratos normotensos e saciados que receberam injecoes bilaterais de
salina, muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL. Apds as
inje¢des no NPBL, aguardou-se cerca de 2 h (periodo no qual os animais néo
tiveram acesso a agua ou NaCl 0,3 M), para entdo se anestesiar os animais,
perfundi-los, retirar os cérebros e realizar os procedimentos de imuno-histoquimica,

segundo a metodologia descrita no item 11.1.

5.2 Expressao da proteina c-fos apds ativagdo gabaérgica (muscimol) no NPBL em
ratos saciados e normovolémicos ou depletados de sodio por 24 h que tiveram
acesso a agua e a solugdo de NaCl 0,3 M (ratos Sprague-Dawley — Companhia
Charles River).

A expressao da proteina c-fos, bem como a dupla marcagao para c-fos e
neurénios ocitocinérgicos (c-fos + OT) ou serotoninérgicos (c-fos + 5HT), em
diferentes areas, foi estudada em ratos normotensos e saciados que receberam
injecées de salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL. Imediatamente apés as
injegdes no NPBL, agua e NaCl 0,3 M, mas n&o racdo, foram oferecidas aos animais

e permaneceram disponiveis até o momento dos animais serem anestesiados (3 h).
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Outros animais foram submetidos a duas deple¢des de sddio obtidas pelo
tratamento com o diurético LASIX — furosemide (20 mg/kg de peso corporal) seguido
de manutencédo dos ratos por 24 h com alimento deficiente em sodio e agua ad
libitum. Aproximadamente 3 dias apos a primeira deplecao, foi realizada a segunda
deplecédo de sodio, sendo que apds as 24 h, os ratos receberam ou nao inje¢des
bilaterais de salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e imediatamente apés as
injecdes centrais tiveram acesso a agua e a solugcao de NaCl 0,3 M até o momento
dos animais serem anestesiados (3 h).

Foram estudados os seguintes grupos experimentais:

1) ratos depletados de sddio sem acesso a NaCl 0,3 M e sem injecdes

centrais;

2) ratos depletados de sédio que receberam injecées no NPBL de salina ou

muscimol — todos os animais tiveram acesso ao NaCl 0,3 M,;
3) ratos saciados e normovolémicos que receberam inje¢des no NPBL de
salina ou muscimol — todos os animais tiveram acesso ao NaCl 0,3 M.

Em todos os grupos, os animais tiveram livre acesso a agua, mas nao a
racao. A expressao de c-fos, c-fos + OT ou c-fos + SHT foi estudada em ratos
saciados ou depletados de soédio que foram anestesiados e perfundidos
imediatamente apds o término do registro da ingestao de agua ou sodio (3 h apds as
injecbes centrais no NPBL). Os cérebros foram retirados e realizou-se os
procedimentos de imuno-histoquimica, segundo a metodologia descrita no item 11.2.

6. Efeitos da lesao do NTSc sobre a ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M
induzidas pela administragao prévia de muscimol ou baclofen no NPBL em
ratos normovolémicos.
Objetivo: estudar a participacédo da regido do NTS que apresentou maior expressao
da proteina c-fos sobre as ingestbes de agua e sddio induzidas pela ativagéo
gabaeérgica no NPBL em ratos saciados.

Um dia apds a lesao eletrolitica do NTSc ou leséo ficticia (lesdo aguda), a
racdo dos animais foi removida e estes receberam injegcbes bilaterais de salina e
foram medidas as ingestbes de agua e de sodio por 4 h. Apds o término destas 4 h,
baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) foi injetado bilateralmente no NPBL, e mediu-se
novamente as ingestdes de agua e de sodio por 4h. As ingestées de NaCl 0,3 M e

agua foram medidas a cada 30 min durante 4 h.
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No mesmo grupo de animais 0 mesmo protocolo descrito acima foi repetido
no terceiro dia apos a lesdo do NTSc ou leséo ficticia, com a diferenca de que, ao

invés do baclofen, foi injetado muscimol (0,5 nmol/0,2 pul) bilateralmente no NPBL.

7. Efeitos da lesao da regiao anteroventral do 3° ventriculo (AV3V) sobre as
ingestoes de agua e de NaCl 0,3 M induzidas pela administragdao prévia de
muscimol ou baclofen no NPBL em ratos normovolémicos.
Objetivo: estudar a participacdo da regido AV3V nas ingestbes de agua e sdédio
induzidas pela ativagao gabaérgica no NPBL em ratos saciados.

O protocolo é semelhante ao descrito no item 6.

8. Efeitos da associagao de RX 821002 ou DOI e muscimol injetados no NPBL
sobre a ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e
normovolémicos.

Objetivo: estudar uma possivel interacdo entre a ativagdo dos receptores
gabaérgicos - GABAA e 0os mecanismos adrenérgicos a, e serotoninérgicos no NPBL
sobre a ingestao de agua e sédio.

O protocolo é semelhante ao descrito no item 1, sendo que logo apos a
remogao da ragéo, ratos normovolémicos receberam inje¢des bilaterais no NPBL de
veiculo ou RX 821002 (10 nmol/0,2 ul) seguidas 15 min apds, por outra injecéo de
salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL. Quinze minutos apds a injegdo de
muscimol (ou salina), se iniciou a medida da ingestdo de agua e solu¢do de NaCl 0,3
M. As ingestdes de NaCl 0,3 M e agua foram medidas a cada 30 min durante 4 h.

Um protocolo semelhante aquele em que se utilizou o RX 821002 foi utilizado
para se estudar os efeitos do DOI (5 ng/0,2 pl) associado com muscimol (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL sobre ingestao de agua e de sodio.

Foram utilizados grupos de ratos diferentes para cada uma das associagoes
realizadas: RX821002 + muscimol ou DOI + muscimol. Para o estudo do antagonista
de receptores adrenérgicos a, (RX821002), cada grupo de ratos foi submetido a
quatro tratamentos: veiculo + salina; veiculo + muscimol; RX 821002 + salina; RX
821002 + muscimol.

Para o estudo da interacdo de mecanismos gabaérgicos com 0s mecanismos

serotoninérgicos (DOl — agonista de receptores serotoninérgicos 5HT,apc) 0s
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animais foram submetidos a 4 tratamentos: salina + salina; salina + muscimol; DOI +
salina; DOI + muscimol.

Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do
grupo recebeu um tratamento. A sequUéncia de tratamentos nos diferentes
experimentos foi aleatéria, de tal forma que no final dos experimentos, todos os

animais receberam todos os possiveis tratamentos.

9. Efeitos da associagdao de RX 821002 ou DOI e baclofen injetados no NPBL
sobre a ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e
normovolémicos.
Objetivo: estudar uma possivel interacdo entre a ativacdo dos receptores
gabaérgicos — GABAg e 0s mecanismos adrenérgicos oy € serotoninérgicos no
NPBL sobre a ingestao de agua e sodio.

O procedimento experimental foi definido como descrito no item anterior, com
a diferenga de que, ao invés de muscimol, os animais receberam injecdes bilaterais
de baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL.

10. Efeitos da associagdo de naloxona e muscimol ou baclofen injetados no
NPBL sobre a ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e
normovolémicos.
Objetivo: estudar uma possivel interacdo entre a ativagdo dos receptores
gabaérgicos e os mecanismos opioides no NPBL sobre a ingestdo de agua e sédio.

O protocolo é semelhante ao descrito no item 1, sendo que logo apos a
remogao da ragao, ratos normovolémicos receberam inje¢des bilaterais no NPBL de
veiculo ou do antagonista de receptores opidide (naloxona) em diferentes doses,
seguidas 15 min apds, por outra injegdo de salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no
NPBL. Quinze minutos apds a injecdo de muscimol (ou salina), se iniciou a medida
da ingestdo de agua e solugdo de NaCl 0,3 M. As ingestdes de NaCl 0,3 M e agua
foram medidas a cada 30 min durante 4 h.

Para naloxona nas doses de 20 e 60 ng/0,2 ul, cada grupo de ratos foi
submetido a seis tratamentos: veiculo + salina; veiculo + muscimol; naloxona 20 ug
+ muscimol; naloxona 20 ug + salina; naloxona 60 ug + muscimol; naloxona 60 ug +

salina. Para o estudo da naloxona na dose de 40 pg foi utilizado um outro grupo de
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animais que foi submetido a quatro tratamentos: veiculo + salina; veiculo +
muscimol; naloxona 40 ug + muscimol; naloxona 40 ug + salina. Para o grupo da
naloxona nas doses de 20 e 60 ug, a analise estatistica e a representacao grafica
dos resultados foi feita comparando-se apenas 4 tratamentos, a saber: para
naloxona na dose de 20 ug/ 0,2 ul: veiculo + salina, veiculo + muscimol, naloxona 20
+ salina e naloxona 20 + muscimol; para naloxona na dose de 60 ug/ 0,2 ul: veiculo
+ salina, veiculo + muscimol, naloxona 60 + salina e naloxona 60 + muscimol.

Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do
grupo recebeu um tratamento. A sequUéncia de tratamentos nos diferentes
experimentos foi aleatéria, de tal forma que no final dos experimentos, todos os
animais receberam todos os possiveis tratamentos.

O procedimento experimental para o estudo da interacdo dos receptores
GABAgs com os receptores opidides foi definido como descrito acima, com a
diferenca de que, ao invés de muscimol, os animais receberam inje¢des bilaterais de

baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL.

11. Estudo da administragdo de B endorfina associada ou ndo a naloxona no
NPBL sobre a ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e
normovolémicos.

Objetivo: uma vez que injegcbes prévias do antagonista opidide aboliram o efeito
natriorexigénico decorrente da ativagdo gabaérgica no NPBL, investigaram-se os
efeitos da ativagéo opioidérgica no NPBL sobre a ingestao de agua e sodio em ratos
saciados.

Em ratos normovolémicos e saciados, retirou-se a ragdo e 0s animais
receberam injecdes bilaterais no NPBL de salina ou do agonista de receptores
opidides, B endorfina (2 nmol/0,2 ul). Em outro grupo de ratos, naloxona (antagonista
de receptores opidides - 40 ug/0,2 pl) ou veiculo (propilenoglicol/agua 2:1) foi
injetado bilateralmente no NPBL seguido 15 min apds, por outra injecdo de salina ou
B endorfina (2 nmol/0,2 ul) no NPBL. Quinze minutos apds a inje¢cao de  endorfina
(ou salina), se iniciou a medida da ingestdo de agua e solugéo de NaCl 0,3 M. As
ingestdes de NaCl 0,3 M e agua foram medidas a cada 30 min durante 4 h.

O primeiro grupo de ratos foi submetido a apenas 2 tratamentos: salina ou 3

endorfina, enquanto que o segundo grupo, foi submetido a 4 tratamentos: veiculo +
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salina; veiculo + B endorfina; naloxona + salina; naloxona + B endorfina. Em cada
experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do grupo recebeu
um tratamento. A sequéncia de tratamentos nos diferentes experimentos foi

aleatoria.

12. Efeitos da administragao de § endorfina no NPBL sobre a ingestao de agua
em ratos saciados e normovolémicos.

Objetivo: verificar a especificidade da ativagao opioidérgica no NPBL para a ingestao
de solugao hiperténica de NaCl em ratos saciados.

A ingestdo de agua foi estudada em ratos saciados e normovolémicos com
canulas bilateralmente implantadas no NPBL que receberam inje¢des bilaterais de
salina ou B endorfina (2 nmol/0,2 ul) e 15 min apds as inje¢des no NPBL, os animais
tiveram acesso a buretas graduadas contendo agua. As medidas de ingestao de
agua foram feitas a cada 30 min durante 4 h.

Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do
grupo recebeu um tratamento. A sequéncia de tratamentos nos diferentes

experimentos foi aleatoria.

13. Efeitos da administragao de 3 endorfina no NPBL sobre a ingestao de agua
e sacarose 2% em ratos saciados e normovolémicos.
Objetivo: verificar a especificidade da ativagao opioidérgica no NPBL para a ingestao
de solucédo hipertdnica de NaCl em ratos saciados.

Realizou-se um protocolo experimental semelhante ao descrito anteriormente,
com a diferenga de que os animais além de agua, também tiveram buretas contendo

solugéo de sacarose 2% disponiveis.

14. Efeitos da administracao de naloxona no NPBL sobre a ingestao de agua e
NaCl 0,3 M em ratos depletados de sédio por 24 h.
Objetivo: uma vez que a ativagao opioidérgica no NPBL induz ingestdo de sodio em
ratos saciados, foi estudado se a inibicdo de mecanismos opioidérgicos no NPBL
poderia afetar a ingestao de NaCl 0,3 M induzida pela deplecéo de sédio.

As ingestdes de agua e de NaCl 0,3 M foram estudadas em ratos com cénulas
implantadas bilateralmente no NPBL submetidos a 24 h de deplecao de sédio. Apds

as 24 h, os ratos receberam injecbes de veiculo (propilenoglicol/agua 2:1) ou
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naloxona nas doses de 20, 40 e 60 ug/0,2 ul bilateralmente no NPBL. Quinze
minutos apos as inje¢des no NPBL, os animais tiveram acesso a agua e a solugao
de NaCl 0,3 M. As ingestdes de NaCl 0,3 M e agua foram medidas nos tempos de
15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min.

Cada grupo de ratos foi submetido a 4 tratamentos: veiculo; naloxona 20;
naloxona 40; naloxona 60. Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em
dois e cada metade do grupo recebeu um tratamento. A sequéncia de tratamentos

foi aleatdria, sendo que no final os animais receberam todos os tratamentos.

15. Efeitos da administragcdo de muscimol ou baclofen no NPBL sobre a
ingestao de agua em ratos saciados e normovolémicos ou privados de agua
por 24 h.

Objetivo: verificar se a ativagao gabaérgica no NPBL alteraria a ingestdo de agua em
diferentes protocolos experimentais, bem como verificar a especificidade da ativagao
gabaérgica no NPBL para a ingestao de sddio.

A ingestdo de agua foi estudada em ratos com cénulas bilateralmente
implantadas no NPBL em duas condicbes experimentais: ratos saciados e
normovolémicos e ratos privados de agua por 24 h. Para cada condigao
experimental foram utilizados diferentes grupos de animais.

Ratos saciados e normovolémicos receberam inje¢des bilaterais de salina ou
muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) e 15 min apds as injegdes no NPBL, os animais tiveram
acesso a buretas graduadas contendo agua. As medidas de ingestdo de agua foram
feitas a cada 30 min durante 4 h.

Nos animais privados de agua, 24 h apds a retirada da agua, salina ou
muscimol (0,5 nmol/0,2 nl) foram bilateralmente injetados no NPBL, sendo que 15
min apds as injegdes no NPBL os animais tiveram acesso a agua. As medidas de
ingestao de agua foram feitas aos 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 min.

Os mesmos protocolos experimentais foram repetidos em outros grupos de
animais, com a diferenga que ao invés de muscimol, foi injetado baclofen (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL.

Durante a medida da ingestdo de agua, os animais n&o tiveram acesso a

racdo. Em cada experimento o grupo de ratos foi dividido em dois e cada metade do
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grupo recebeu um tratamento. A sequiéncia de tratamentos foi aleatéria, sendo que

no final, todos os animais receberam os dois tratamentos.

16. Efeitos da administragcdo de muscimol ou baclofen no NPBL sobre a
ingestao de agua, NaCl 0,3 M e alimento em ratos saciados e normovolémicos
ou privados de ragao por 24 h.

Objetivo: verificar um eventual efeito da ativagdo gabaérgica na ingestéo de alimento
e também a especificidade do efeito da ativagcdo gabaérgica sobre a ingestéo de
sédio em ratos saciados.

Ratos normovolémicos receberam inje¢des bilaterais de salina ou muscimol
(0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL. Quinze minutos apds a injegdo de muscimol (ou salina),
se iniciou a medida da ingestdo de agua, solugdo de NaCl 0,3 M e ragdo. As
ingestdes de NaCl 0,3 M, agua e ragao foram medidas a cada 30 min durante 4 h. A
quantidade de racao oferecida aos animais durante o teste foi previamente pesada,
sendo que para cada medida de ingestdo de alimento foi também considerada a
ragao que se espalhou por debaixo da gaiola.

Um procedimento experimental semelhante foi realizado em outro grupo de
ratos, com a diferenga de que ragdo, mas nao as buretas de agua e NaCl 0,3 M, foi
retirada 24 h antes das injecdes bilaterais de muscimol ou salina no NPBL.

Os mesmos testes feitos com injegao de muscimol no NPBL foram feitos em
outros grupos de ratos injetando-se baclofen no NPBL.

Cada grupo de ratos saciados e normovolémicos foi submetido a dois
tratamentos: salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul); salina ou baclofen (0,5 nmol/0,2
ul). J& o mesmo grupo de animais foi utilizado para se testar os efeitos do muscimol
(0,5 nmol/0,2 ul) e baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) injetados no NPBL apés a privagao de
alimento por 24 h. Nesse caso, cada grupo de ratos foi submetido a trés
tratamentos: salina; muscimol ou baclofen. Em cada experimento o grupo de ratos
foi dividido em dois e cada metade do grupo recebeu um tratamento. A seqiéncia de

tratamentos foi aleatdria e, no final, todos os ratos receberam todos os tratamentos.
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17. Estudo dos efeitos do muscimol ou baclofen injetados no NPBL sobre a

pressao arterial e frequéncia cardiaca.

17.1 Estudo dos efeitos do muscimol ou baclofen injetados no NPBL sobre a
pressao arterial e freqliéncia cardiaca.

Objetivo: verificar se ativacao de receptores gabaérgicos (GABAaA € GABAg) no
NPBL promoveria alteragdes da pressao arterial média e frequéncia cardiaca.

Ratos normotensos foram submetidos a canulagao prévia da artéria e veia
femorais. No dia seguinte a canulagao, foi realizado o registro da PAM e FC. Apds
um periodo controle de registro da PAM e FC, salina, muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) ou
baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) foram injetados bilateralmente no NPBL. As medidas da
PAM e FC foram feitas aos 5, 15, 60 e 120 minutos apds as injegdes no NPBL.

Em cada grupo de animais, o registro da pressado arterial e freqliéncia
cardiaca foi feito em dois periodos diferentes com um intervalo de 1 dia entre eles.
No primeiro periodo de registro, 1/3 do grupo dos animais recebeu inje¢do de salina,
o outro 1/3 recebeu muscimol e o restante recebeu baclofen. O mesmo protocolo foi

repetido no dia seguinte modificando-se os tratamentos no NPBL.

17.2 Estudo dos efeitos da associagdo prazosin iv + muscimol injetado no NPBL
Sobre a presséo arterial e freqliéncia cardiaca.

Objetivo: verificar se 0 aumento da pressao arterial média decorrente da injecao de
muscimol no NPBL seria devido a um aumento da atividade simpatica.

Ratos normotensos foram submetidos a canulagcédo prévia da artéria e veia
femorais. No dia seguinte a canulagao, foi realizado o registro da PAM e FC. Apds
um periodo controle de registro da PAM e FC, salina ou prazosin (1 mg/kg) foi
injetado intravenosamente (iv). Aguardou-se 10 min, e entdo salina ou muscimol (0,5
nmol/0,2 ul) foram injetados bilateralmente no NPBL e continuou-se o registro da
PAM por mais 1 h. As medidas de PAM e FC foram feitas nos tempos de 5, 15, 30 e
60 minutos apds as injecbes no NPBL.

Em cada grupo de animais, o registro da pressado arterial e frequéncia
cardiaca foi feito em dois periodos diferentes com um intervalo de 1 dia entre eles.
Foram realizados 4 tratamentos: salina iv + salina NPBL; prazosin iv + salina NPBL;

salina iv + muscimol NPBL ou prazosin iv + muscimol NPBL. No primeiro periodo de
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registro, os animais foram divididos em 4 grupos, sendo que cada grupo recebeu um
dos 4 tratamentos. O mesmo protocolo foi repetido no dia seguinte alterando-se os

tratamentos.

18. Efeitos da administracdo de muscimol ou baclofen no NPBL sobre a
excrecgao urinaria de sodio e potassio em ratos saciados e normovolémicos.
Objetivo: verificar se o efeito da ativagdo gabaérgica no NPBL sobre a ingestao de
sodio poderia ser secundario a alteracdes na excregao renal.

Os animais bilateralmente implantados no NPBL foram colocados para
adaptacdo em gaiolas metabdlicas, tendo agua, NaCl 0,3 M e racao a disposicao.
No dia do experimento, agua, NaCl 0,3 M e ragéo foram retirados dos animais, que
entdo receberam injegdes bilaterais de salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) ou
baclofen (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL. Imediatamente apos as inje¢des no NPBL,
iniciou-se a coleta urinaria, cujas medidas foram feitas a cada 30 min durante 4 h.
Durante as 4 h de experimento, os animais ndo tiveram acesso a agua, NaCl 0,3 M
ou ragao. Foram utilizados grupos de animais diferentes para o estudo com
muscimol e baclofen injetados no NPBL, sendo que em cada experimento o grupo
de ratos foi dividido em dois e cada metade do grupo recebeu um tratamento, sendo
que a sequéncia de tratamentos foi aleatdria.

Num outro grupo de animais, foi realizado um protocolo semelhante ao
anterior, com a diferenca que os animais tiveram acesso a agua e NaCl 0,3 M
durante as 4 h de experimento. Além dos 3 tratamentos com injecdes bilaterais no
NPBL (salina, muscimol ou baclofen), os animais também foram submetidos a mais
um tratamento, no qual eles nao receberam inje¢gdes no NPBL, mas sim sobrecargas
intragastricas de NaCl 0,3 M e agua a cada 30 min na mesma quantidade que eles

ingeriram quando houve ativagao gabaérgica no NPBL.
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RESULTADOS

1. Andlise histolégica
As figuras 1, 2 e 3 apresentam cortes histologicos das areas cerebrais
estudadas num animal representativo dos grupos.

Semelhante a estudos anteriores (Colombari e cols., 1996; Menani e cols.,
1996; Menani e cols., 1998, De Gobbi e cols., 2000), os pontos de inje¢gdes no
NPBL (Figura 1) ficaram centrados na porgcdo centro e dorsolateral do NPBL.
Injecbes que atingiram as porgdes ventro e externo lateral do NPBL, assim como o
nucleo Kolliker-Fuse (KF) também foram observadas em alguns ratos e esses
resultados também foram incluidos na analise.

A lesdo da regiao AV3V (Figura 2) foi parecida a descrita em estudos
anteriores (Colombari e cols., 1992; Gongalves e cols., 1992; Menani e cols., 1990),
sendo que os animais lesados exibiram uma area comum de destruicdo do tecido
periventricular entre o recesso Optico e a comissura anterior, compreendendo a
porcdo ventral do nudcleo predptico mediano, o OVLT e o tecido rostral
periventricular, assim como, os nucleos pertencentes a por¢do medial da area
predptica medial.

Como mostrado na Figura 3, lesbes do NTSc foram localizadas na regido da
linha média acima do canal central e se estendeu do nivel do obex a
aproximadamente 1 mm caudal a ele. As lesdes destruiram completamente o NTSc,
sem atingir a area postrema. Em alguns dos animais a lesao foi capaz de atingir as
regides laterais adjacentes ao NTSc, e esses animais também foram incluidos na
analise. O nucleo hipoglossal manteve-se sempre intacto. A extensdo da lesdo do
NTSc foi semelhante a descrita em estudos anteriores (Colombari e cols., 1996;
Sato e cols., 1999; 2000).
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Figura 1: Fotomicrografia de um corte histoldégico transversal do cérebro de um
animal representativo dos grupos, indicando (setas) os pontos de inje¢gdes no nucleo
parabraquial lateral (NPBL).
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Figura 2: Fotomicrografia de um corte histoldgico transversal do cérebro de um
animal representativo dos grupos, indicando (seta) o ponto de lesédo da regido
anteroventral do 3° ventriculo (AV3V).

Figura 3: Fotomicrografias de cortes histolégicos transversais do cérebro de um

animal representativo dos grupos, indicando (seta) a lesdo do nucleo do trato
solitario comissural (NTSc). A) a D) cortes no sentido antero-posterior.
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2. Efeitos da administracao de bicuculina + muscimol no NPBL sobre a
ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e normovolémicos.

Muscimol (0,5 nmol/0,2 nl) injetado bilateralmente no NPBL induziu ingestao de
NaCl 0,3 M [F(3,12) = 12,6, p < 0,05] (Figura 4A) e agua [F(3,12) = 23,5; p < 0,05]
(Figura 4B), sendo que ambos efeitos foram reduzidos pelo tratamento prévio com o
antagonista de receptores GABAA, bicuculina (1,6 nmol/0,2 pl).

Uma vez que a ingestdo de sodio induzida pelo muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) se
inicia por volta de 90-120 min apds as inje¢des no NPBL, para se investigar se ainda
haveria ativacdo de receptores GABAa por volta deste periodo, em um grupo
experimental, bicuculina (1,6 nmol/0,2 ul) foi injetada 1 h apds as inje¢des bilaterais
de muscimol. Verificou-se que mesmo sendo injetada 1 h apés o muscimol, o
tratamento com bicuculina foi capaz de reduzir o efeito natriorexigénico [F(3,12) =
5,4, p < 0,05] (Figura 5A), decorrente da inje¢gdo de muscimol no NPBL, sem alterar
o aumento na ingestdo de agua observada apds a administragdo de muscimol no
NPBL como mostrado pela ANOVA através da interagdo significativa entre
tratamento e tempo [F(21,84) = 2,5, p < 0,05] (Figura 5B).
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Figura 4: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados e
normovolémicos que receberam injecdes bilaterais de veiculo ou bicuculina (1,6
nmol/0,2 pl) + salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a
agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n=numero

de animais.
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Figura 5: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados e
normovolémicos que receberam injecoes bilaterais de salina ou muscimol (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL e apds 1 h receberam injegcbes, também no NPBL, de veiculo
ou bicuculina (1,6 nmol/0,2 nl) e tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os

resultados foram expressos como média + EPM, n=numero de animais.
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3. Efeitos da administracao de CGP 35348 + muscimol no NPBL sobre a
ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e normovolémicos.
Muscimol (0,5 nmol/0,2 nl) injetado bilateralmente no NPBL induziu ingestao de
NaCl 0,3 M [F(3,15) = 5,6, p < 0,05] (Figura 6A) e agua [F(21,105) = 4,7; p < 0,05]
(Figura 6B), como mostrado pela RMANOVA (ANOVA — medidas repetidas) através
da diferenga significativa entre tratamentos e da interagdo entre tratamento-tempo,
respectivamente, para a ingestdo de sédio e agua. O tratamento prévio com o
antagonista de receptores GABAg, CGP 35348 (50 nmol/0,2 pl), ndo alterou os

efeitos do muscimol.
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Figura 6: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados e
normovolémicos que receberam injecdes bilaterais de salina ou CGP 35348 (50
nmol/0,2 pl) + salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a
agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n=numero

de animais.
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4. Efeitos da administracao de CGP 35348 + baclofen no NPBL sobre a
ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e normovolémicos.

Baclofen (0,5 nmol/0,2 pl) injetado bilateralmente no NPBL de ratos
saciados induziu ingestdo de NaCl 0,3 M F(4,24) = 8,0; p < 0,05 (Figura 7A) e de
agua F(4,24) = 6,0, p < 0,05 (Figura 7B). Inje¢cdes prévias de CGP na dose de 50
nmol/0,2 ul, mas n&o na dose de 20 nmol/0,2 ul, aboliram o efeito natriorexigénico e
a ingestdo de agua que acompanha a ingestdo de sodio induzidos pelo baclofen
(Figura 7).

Assim como ocorre com o0 muscimol, ha uma laténcia em torno de 90-120 min
para que se inicie a ingestdo de sddio induzida pelo baclofen (0,5 nmol/0,2 ul),
portanto, para se investigar se ainda haveria ativagao de receptores GABAg por volta
deste periodo, em um grupo experimental, CGP 35348 (50 nmol/0,2 pl) foi injetado 1
h apds as injegdes bilaterais de baclofen. Verificou-se que mesmo sendo injetado 1
h ap6s o baclofen, o tratamento com CGP foi capaz de reduzir tanto efeito
natriorexigénico [F(3,12) = 5,4; p < 0,05] (Figura 8A), quanto a ingestdo de agua
[F(3,12) = 8,7; p < 0,05] (Figura 8B), induzidos pela inje¢cao de baclofen no NPBL.
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Figura 7: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados e

normovolémicos que receberam injecdes bilaterais de salina ou CGP 35348 (50
nmol/0,2 ul) + salina ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a
agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n=numero

de animais.
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Figura 8: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados e
normovolémicos que receberam inje¢des bilaterais de salina ou baclofen (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL e apds 1 h receberam injegcbes, também no NPBL, de salina
ou CGP 35348 (50 nmol/0,2 ul) e tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os

resultados foram expressos como média + EPM, n=numero de animais.
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Resultados

5. Efeitos da administragao de bicuculina + baclofen no NPBL sobre a ingestao
de agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e normovolémicos.

Baclofen (0,5 nmol/0,2 pl) injetado bilateralmente no NPBL de ratos saciados
induziu ingestdo de NaCl 0,3 M F(3,12) = 4,4, p < 0,05 (Figura 9A), sem alterar a
ingestdo de agua F(3,72) = 2,4, p > 0,05 (Figura 9B). Inje¢des prévias de bicuculina

(1,6 nmol/0,2 ul) aboliram o efeito natriorexigénico do baclofen (Figura 9A).
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Figura 9: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados e
normovolémicos que receberam injecdes bilaterais de veiculo ou bicuculina (1,6
nmol/0,2 ul) + salina ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a

agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n=numero

de animais.
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Resultados

6. Efeitos da administragcao de bicuculina ou CGP 35348 + muscimol no NPBL
sobre a ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em ratos com deplecao de sédio.

Em ratos submetidos a deplecdo de sodio por 24 h, inje¢cdes bilaterais de
muscimol (0,5 nmol/0,2 nl) promoveram uma inibic&o inicial e uma facilitagao tardia
da ingestdo de sodio, sendo estes efeitos abolidos pela prévia administracdo de
bicuculina (1,6 nmol/0,2 pl), como mostrados pela interagdo significativa entre
tratamento-tempo pela ANOVA [F(3,175) = 5,5, p < 0,05] (Figura 10A).

Em relacédo a ingestdao de agua, muscimol apenas aumentou a ingestao de
agua nos ultimos 90 min de experimento, sendo que este efeito nao foi alterado pela
injecdo prévia de bicuculina [F(3,175) = 20,4, p < 0,05] (Figura 10B). Embora, a
associacao bicuculina + muscimol ndo tenha sido diferente de veiculo + muscimol,
também nao foi diferente de veiculo + salina para a ingestao de agua (Figura 10B).

Para o estudo do envolvimento dos receptores GABAg nos efeitos do
muscimol sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M, em animais depletados de sodio por 24 h,
injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL promoveram uma inibigao
inicial e um aumento tardio da ingestéo de sddio [F(18,144) = 12,1; p < 0,05] (Figura
11A), sendo que a administragao prévia do antagonista de receptores GABAg, CGP
35348 (50 nmol/0,2 nl), prolongou o efeito inibitério do muscimol, sem alterar seu
efeito facilitatorio (Figura 11A). Em relagcdo a ingestdao de agua, ANOVA mostrou
diferenca significativa na interacdo tratamento-tempo [F(18,144) = 2,3; p < 0,05],
sendo que a associagao salina + muscimol no foi diferente do grupo salina + salina,
porém a associacdo CGP + muscimol foi diferente de salina + salina e salina +

muscimol (Figura 11B).
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Figura 10: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos depletados de
sédio por 24 h que receberam inje¢cdes bilaterais de veiculo ou bicuculina (1,6
nmol/0,2 pl) + salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a

agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n=numero

de animais.
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Figura 11: Ingestao cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos depletados de
sédio por 24 h que receberam injecdes bilaterais de salina ou CGP 35348 (50
nmol/0,2 pl) + salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a

agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n=numero

de animais.
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Resultados

7. Efeitos da administracao de CGP 35348 ou bicuculina + baclofen no NPBL
sobre a ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em ratos com deplecao de sédio.

Em ratos depletados de sédio por 24 h, inje¢cdes bilaterais de baclofen (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL promoveram uma inibigao inicial (primeira 1/2 hora) e uma
facilitagdo tardia (ultima hora) da ingestdo de NaCl 0,3 M [F(3,259) = 41,6; p < 0,05]
no teste de apetite ao sédio de duracdo de 3 h, como indicado pela interacao
significativa entre tratamento-tempo pela ANOVA. Para a ingestao de agua, ANOVA
mostrou diferencga significativa entre os tratamentos [F(3,259) = 6,0; p < 0,05], porém
0 pos teste ndo mostrou diferencas entre os tratamentos salina + salina e salina +
baclofen (Figura 12).

Injecbes prévias do antagonista de receptores GABAg, CGP 35348 (50
nmol/0,2 ul), aboliu o efeito inibitério e antecipou o efeito facilitatério do baclofen
sobre a ingestdo de sédio em ratos depletados de sodio (Figura 12A). Para a
ingestado de agua que acompanha a ingestao de sodio, em relagdo ao tratamento, o
pos-teste mostrou que a curva CGP + baclofen foi diferente da curva veiculo +
baclofen e de veiculo + salina (Figura 12B).

A prévia administracdo do antagonista de receptores GABA,, bicuculina (1,6
nmol/0,2 ul), prolongou o efeito inibitério e aboliu o efeito facilitatério do baclofen (0,5
nmol/0,2 ul) na ingestdo de sddio, como mostrado pela interacao significativa entre
tratamento-tempo pela ANOVA [F(3,245) = 21,1; p < 0,05], (Figura 13A).

Em relag&o a ingestdo de agua, ANOVA mostrou diferenga significativa entre
alguns dos tratamentos [F(3,245) = 6,7; p < 0,05] (Figura 13B), sendo que a curva do
tratamento bicuculina + baclofen foi diferente das curvas dos tratamentos veiculo +

salina e veiculo + baclofen.
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Figura 12: Ingestao cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos depletados de
sédio por 24 h que receberam injecdes bilaterais de salina ou CGP 35348 (50
nmol/0,2 ul) + salina ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a

agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n=numero

de animais.
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Figura 13: Ingestao cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos depletados de
sédio por 24 h que receberam inje¢cdes bilaterais de veiculo ou bicuculina (1,6
nmol/0,2 ul) + salina ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a
agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n=numero

de animais.
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Resultados

8. Efeitos da administragao de muscimol e baclofen no NPBL sobre a ingestao
de agua, NaCl 0,3 M e sacarose 2% em ratos com deplegao de sédio.

Em ratos depletados de sodio por 24 h que tiveram acesso a 3 buretas (agua,
NaCl 0,3 M e sacarose 2%), muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) injetado bilateralmente no
NPBL aumentou a ingestdo de NaCl 0,3 M [F(12,72) = 5,5; p < 0,05] e agua
[F(12,72) = 2,0; p < 0,05] nos tempos finais do experimento sem alterar a ingestéao
de sacarose 2% [F(12,72) = 0,6, p > 0,05] (Tabela 1), como indicado pela interagéo
entre tratamento-tempo pela ANOVA. Injecdes bilaterais de baclofen no NPBL n&o
alteraram nenhuma das ingestdes estudadas (Tabela 1). Em relagdo a ingestéo de
sédio, embora baclofen injetado no NPBL tenha promovido uma tendéncia em
aumentar a ingestdo de sédio no final do experimento, essa nao foi diferente do
grupo que recebeu salina, mas foi menor que a ingestdo do grupo que recebeu

injecées de muscimol no NPBL (Tabela 1).

Tabela 1: Ingestdo cumulativa (ml) de NaCl 0,3 M, agua e sacarose 2% em ratos depletados de
sédio por 24 h que receberam injecdes bilaterais de salina, muscimol ou baclofen no NPBL.
t

15 30 60 90 120 150 180
trat

NaCl 0,3 M
SAL  11,6+2,0 16,1¢1,9 18,0£1,7 18,2+1,7 18,3+1,7 18,4+1,7 18,4+1,7
MUSC 4,0£821  92+45 19,8+7,2 27,9+7,2 32,4+6,8 33,646,5 36,5t4,9
BAC  6,2+2,7 11,049 159+75 17,5¢7,6 20,6+7,7 22,4+7,9* 26,2+7,0*

agua
SAL 0,210,1 1,2+0,5 2,5+0,9 3,1£1,2 3,241,2 3,241,2 3,241,3
MUSC  0,31%0,1 0,3+0,1 1,310,7 2,441,2 45+1,8 7,843,3* 8,5+3,5*
BAC 0,210,1 0,2+0,1 0,7+£0,3 1,5+0,8 1,6+0,8 1,6+0,8 3,211,4

sacarose 2%
SAL 1,6£1,0 2,6+1,2 5,0+2,5 5,5+2,8 7,2+4.3 8,315,3 8,315,3
MUSC  0,310,2 0,9+0,6 6,4+3,7 11,2¢6,3 14,3t7,8 16,6+8,8 17,4187
BAC 0,5+0,3 1,1£0,7 4,1+3,4 7,846,5 9,2¢7,8 10,749,1 13,048,8
SAL = salina (0,2 ul), MUSC = muscimol (0,5 nmol/0,2 ul), BAC = baclofen (0,5 nmol/0,2 pnl), t =
tempo (min), trat = tratamento no NPBL. Os resultados foram expressos como média + EPM. *
diferente de salina, * diferente de muscimol, n=7.

93



Resultados

9. Efeitos da inibicao gabaérgica no NPBL sobre a ingestdao nao regulatéria de
NaCl 0,3 M em ratos.

No protocolo de ingestdo ndo regulatoria de sodio, nos quais os animais foram
treinados a ingerirem sédio apenas 2 h por dia (ingestdo média de NaCl 0,3 M: 4-5
ml/2h), injecbes bilaterais do antagonista de receptores GABAa, bicuculina (1,6
nmol/0,2 ul), ndo alterou nem a ingestao de sodio [F(1,70) = 0,0; p > 0,05] (Figura
14A), nem a ingestao de agua [F(1,10) = 0,3; p > 0,05] (Figura 14B).

CGP 35348 (50 nmol/0,2 pl), antagonista de receptores GABAg, reduziu a
ingestao nao regulatéria de NaCl 0,3 M [F(1,20) = 4,84; p < 0,05] (Figura 15A) ao
longo de todo o experimento, sem alterar a ingestdo de agua [F(1,20) = 0,39; p >
0,05] (Figura 15B).
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Figura 14: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados que
tiveram solugcédo de NaCl 0,3 M disponivel apenas 2 h/dia (ingestdo nao regulatéria)
que receberam injecdes bilaterais de veiculo ou bicuculina (1,6 nmol/0,2 ul) no NPBL

e tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como

média = EPM, n=nUmero de animais.
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Figura 15: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados que
tiveram solugcédo de NaCl 0,3 M disponivel apenas 2 h/dia (ingestdo néo regulatéria)
que receberam injecdes bilaterais de salina ou CGP 35348 (50 nmol/0,2 ul) no NPBL

e tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como

média = EPM, n=nUmero de animais.
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Resultados

10. Estudo da expressao da proteina c-fos apos ativagao gabaérgica no NPBL
em ratos saciados e normovolémicos que nao tiveram acesso a agua e a
solucao de NaCl 0,3 M (ratos Holtzman).

Analisando as areas prosencefalicas, da ponte e do bulbo foram comparados
os ratos que receberam os seguintes tratamentos: sem inje¢des no NPBL (controle);
salina NPBL; muscimol NPBL (0,5 nmol/0,2 ul) e baclofen NPBL (0,5 nmol/0,2 pnl).
ANOVA mostrou diferengas significativas entre o grupo salina e os grupos do
muscimol e/ou baclofen para as seguintes areas: NTSc /F (3,22) = 4,2, p < 0,05] e
NPOMv [F (3,22) = 4,4, p < 0,05/ (Tabela 2). Em relagdo ao NPBL, tanto o
tratamento com salina, quanto com muscimol ou baclofen, foi diferente do controle
(sem injegdes) [F (3,22) = 9,4, p < 0,05] (Tabela 2). Para o OSF, a expressao da
proteina c-fos produzida pelo baclofen foi estatisticamente diferente do grupo
controle, mas nao do grupo salina /F (3,22) = 3,8, p < 0,05/ (Tabela 2).

N&o foram observadas diferengas significativas entre os grupos estudados
nas demais areas analisadas: OVLT /F (3,20) = 2,4; p > 0,05}, NPOMd /F (3,22) =
2,2, p>0,05} NPV [F (3,22) = 1,9; p > 0,05}, NSO /F (3,21) = 0,8; p > 0,05}, Amg [F
(3,22) =1,3; p > 0,05]e AP [F (3,14) = 3,2; p > 0,05/ (Tabela 2).
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Resultados

Tabela 2: Expressdo da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) sem
injecdes no NPBL ou apds o tratamento com salina, muscimol ou baclofen no NPBL

em ratos saciados e normovolémicos que nao tiveram acesso a agua ou ao NaCl 0,3
M.

ratamento saciado saciado saciado saciado
(sem injecéo + + +
area no NPBL) salina muscimol baclofen NPBL
NPBL NPBL
OVLT 76,5£20,0 146,6+22,1 118,2+20,9 115,0£22,5
NPOMd 73,2+18,5 118,1£17,6 67,616,0 83,0+11,9
NPOMv 471,2+118,6 605,0+178,2 171,1+47,6* 111,1+£30,3*
OSF 182,3+65,8 136,5+34,6 63,3+17,4 12,0+4,4*
NPV 130,7+38,8 449,0+126,6 287,9+47.9 375,8+111,6
NSO 174,5+30,0 152,7+38,5 217,5+39,7 136,8+39,2
Amg 4,2+1,9 11,3%4,2 3,9+1,3 7,212 9
NPBL 18,1157 171,1+£27,0" 139,3+25,1" 193,8+25,2"
AP 482,9+213,7 117,1£104,8 282,1+191,0 300£103,9
NTSc 58,6+3,2 117,3+46,5 873,0+322,0*" 1134,9+223,1*"

Salina — 0,2 pul, muscimol - 0,5 nmol/0,2 pul, baclofen - 0,5 nmol/0,2 ul. Os resultados

foram expressos como média + EPM. * diferente de saciado + salina NPBL; +
diferente de saciado sem injegdes no NPBL; n=4-7.
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Resultados

NPOMv NTSc

A) CONTROLE

B) SALINA

C) MUSCIMOL

D) BACLOFEN

Figura 16: Fotomicrografias de cortes histolégicos do cérebro de ratos, ilustrando a
expressado da proteina c-fos no NPOMv (painel da esquerda) e NTSc (painel da
direita) em ratos saciados que receberam ou nao (A) injegdes bilaterais de salina
(B), muscimol (C) ou baclofen (D) no NPBL. Os animais n&o tiveram acesso ao sédio
e agua apos as injecdes no NPBL.
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Resultados

11. Estudo da expressdao da proteina c-fos apdés injegcoes bilaterais de
muscimol no NPBL em ratos saciados e depletados de sédio que tiveram livre
acesso a agua e a solugao de NaCl 0,3 M (ratos Sprague-Dawley — Australia).

Foram estudados ratos saciados e depletados de sédio por 24 h (injegdo sc
do diurético furosemide + dieta deficiente de sddio e agua ad libitum por 24 h) com
acesso a solucao de NaCl 0,3 M e a agua que receberam injecdes bilaterais de
salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e ratos depletados de sédio que néo
tiveram acesso ao NaCl e agua e que nao receberam injegdes no NPBL.

Em ratos saciados, as injegcdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no
NPBL aumentaram a expressao da proteina c-fos no BNSTv /F (4, 22) = 3,29; p <
0,05], NPOMd [F (4, 22) = 5,0; p < 0,05], NBLA [F (4, 22) = 10,1, p < 0,05], NCA [F
(4, 22) = 6,2; p < 0,05}, NMA [F (4, 22) = 6,9; p < 0,05], NPBM [F (4,20) = 8,6, p <
0,05], AP [F (4, 22) = 5,9; p < 0,05], NTSr [F (4, 20) = 6,4, p < 0,05], NTSc /F (4, 23)
= 3,5, p < 0,05], NTScl /F (4, 23) = 13,2; p < 0,05] (Figuras 17, 18, 19 e 20). Nao
houve aumento da expressao da proteina c-fos no BNSTd /F (4, 22) = 1,5; p > 0,05),
NPOMv [F (4, 22) = 2,7; p > 0,05], OVLT [F (4, 21) = 2,7; p > 0,05/ e NPBL (Figuras
17 e 18).

Em ratos depletados de sodio por 24 h, as injegdes bilaterais de muscimol
(0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL aumentaram a expressao da proteina c-fos no NPOMd,
NPBL /F (4, 20) = 14,1, p < 0,05], NTSc e NTScl (Figuras 17, 18, 19 e 20).

A expressao da proteina c-fos apds as inje¢des bilaterais de muscimol no
NPBL foi menor nos ratos depletados de sodio do que nos ratos saciados nas
seguintes areas: BNSTv, NBLA e NCA (Figuras 17 e 18), enquanto que a expressao
de c-fos apos as injegdes bilaterais de muscimol no NPBL foi maior nos ratos
depletados de sédio do que nos ratos saciados no OSF (Figura 17 e 20). O aumento
da expressdo da proteina c-fos apds injegcdes de muscimol no NPBL em ratos
saciados e depletados de sodio foi semelhante nas seguintes areas: NPOMd, NMA,
NPBM, AP, NTSr, NTSc e NTScl (Figuras 17, 18, 19 e 20).

Em comparagdo com os ratos saciados tratados com salina no NPBL, os
ratos com deplecdo de sddio de 24 h que receberam injecdo de salina no NPBL
apresentaram aumento da expressao da proteina c-fos no OSF /F (4, 23) = 9,3; p <

0,05/e no NTScl (Figuras 17, 19 e 20).
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Em comparacado com os ratos depletados que nao tiveram acesso ao NaCl,
os ratos com deplecao de sddio por 24 h que receberam injecao de salina no NPBL
e tiveram acesso ao NaCl apresentaram aumento da expressao da proteina c-fos no
NPBL, NPBM e AP (Figuras 18 e 19).
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Figura 17: Marcacdo da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) no A)
BNSTd; B) BNSTv; C) NPOMd; D) NPOMyv; E) OVLT e F) OSF em ratos saciados ou
depletados de sodio por 24 h que receberam ou néo injegdes bilaterais de salina ou
muscimol no NPBL. Todos os animais, com excegao do grupo depletado sem
acesso ao NaCl, receberam injegdes no NPBL e tiveram livre acesso ao sodio e
agua. Os resultados foram expressos como média + EPM; n = nUmero de animais.
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Figura 18: Marcacdo da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) no A)
NBLA; B) NCA; C) NMA; D) NPBL e E) NPBM em ratos saciados ou depletados de
sodio por 24 h que receberam ou nao inje¢des bilaterais de salina ou muscimol no
NPBL. Todos os animais, com excegado do grupo depletado sem acesso ao NacCl,
receberam inje¢cdes no NPBL e tiveram livre acesso ao sodio e agua. Os resultados

foram expressos como média + EPM; n = numero de animais.
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Figura 19: Marcagdo da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) no A) AP;
B) NTSr; C) NTSc e D) NTScl em ratos saciados ou depletados de sodio por 24 h
que receberam ou nao injegdes bilaterais de salina ou muscimol no NPBL. Todos os
animais, com excec¢ao do grupo depletado sem acesso ao NaCl, receberam inje¢des
no NPBL e tiveram livre acesso ao sédio e agua. Os resultados foram expressos

como média £+ EPM; n = nUmero de animais.
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AP-NTSc

A) SACIADO
+ SALINA

B) SACIADO
+ MUSCIMOL

C) DEPLETADO
(SEM NacCl)

D) DEPLETADO
+ SALINA

E) DEPLETADO
+ MUSCIMOL

Figura 20: Fotomicrografias de cortes histolégicos do cérebro de ratos, ilustrando a
expressao da proteina c-fos no OSF (painel da esquerda) e AP-NTSc (painel da
direita) em ratos saciados (A e B) ou depletados de sddio (C, D e E) por 24 h que
receberam ou nao (C) injecdes bilaterais de salina (A e D) ou muscimol (B e E) no
NPBL. Todos os animais, com exceg¢ao do grupo depletado sem acesso ao NaCl

(C), receberam injegdes no NPBL e tiveram livre acesso ao sodio e agua.
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12. Estudo da expressdao da proteina c-fos em neurdnios ocitocinérgicos
(dupla marcagao — cfos-OT) apéds inje¢oes bilaterais de muscimol no NPBL em
ratos saciados e depletados de sédio que tiveram livre acesso a agua e a
solucao de NaCl 0,3 M (ratos Sprague-Dawley — Australia).

O estudo de dupla marcagao (cfos-OT) foi realizado em ratos saciados e
depletados de sddio por 24 h com livre acesso a solugao de NaCl 0,3 M e agua que
receberam inje¢des bilaterais de salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL, além
de um grupo controle depletado de sodio por 24 h que ndo teve acesso a agua e
NaCl 0,3 M.

Em animais saciados tratados com muscimol no NPBL observou-se um
aumento da expressao da proteina c-fos no NPV [F (4,23) = 5,9; p < 0,05] (Figuras
21 e 22) e NSO [F (4,23) = 14,8; p < 0,05] (Figuras 21 e 22), porém n&o na atividade
de neurdnios ocitocinérgicos (Figura 21).

Ratos depletados de sddio por 24 h que receberam muscimol no NPBL nao
apresentaram alteragdo na atividade de neurdnios ocitocinérgicos, embora tenha
havido um aumento na expressido da proteina c-fos no NSO, quando comparados
aos animais depletados tratados com salina no NPBL.

A atividade de neurbnios ocitocinérgicos apos inje¢des bilaterais de muscimol
no NPBL foi maior nos ratos depletados de sédio do que nos ratos saciados tanto no
NPV quanto no NSO (Figura 21).

Comparados aos ratos depletados que nao tiveram acesso ao NaCl, os ratos
com deplecao de sddio por 24 h que tiveram acesso ao NaCl apresentaram aumento
da atividade de neurbnios ocitocinérgicos no NPV e NSO (Figura 21). Quando
comparados aos animais saciados tratados com salina no NPBL, os animais
depletados de sddio sem acesso ao NaCl apresentaram uma reducao na expressao

da proteina c-fos no NSO, mas ndo no NPV.
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Figura 21: Marcacdo da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) no A) NPV
e C) NSO e da atividade de neurénios ocitocinérgicos no B) NPV-OT e D) NSO-OT
em ratos saciados ou depletados de sodio por 24 h que receberam ou n&o injegcoes
bilaterais de salina ou muscimol no NPBL. Todos os animais, com exce¢éo do grupo
depletado sem acesso ao NaCl, receberam injegcdes no NPBL e tiveram livre acesso
ao sodio e agua. Os resultados foram expressos como média + EPM; n = numero de

animais.
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A) SACIADO
+ SALINA

B) SACIADO
+ MUSCIMOL

C) DEPLETADO
(SEM NaCl)

D) DEPLETADO &
+ SALINA

E) DEPLETADO
+ MUSCIMOL

Figura 22: Fotomicrografias de cortes histolégicos do cérebro de ratos, ilustrando a
expressao da proteina c-fos no NSO (painel da esquerda) e NPV (painel da direita)
em ratos saciados (A e B) ou depletados de sddio (C, D e E) por 24 h que
receberam ou nao (C) injegdes bilaterais de salina (A e D) ou muscimol (B e E) no
NPBL. Todos os animais, com exceg¢ao do grupo depletado sem acesso ao NaCl

(C), receberam injegdes no NPBL e tiveram livre acesso ao sodio e agua.
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13. Estudo da expressdao da proteina c-fos em neurdnios serotoninérgicos
(dupla marcacao — cfos-5HT) apés injecdes bilaterais de muscimol no NPBL
em ratos saciados e depletados de sédio que tiveram livre acesso a agua e a
solucao de NaCl 0,3 M (ratos Sprague-Dawley — Australia).

Em ratos saciados ou depletados de sodio por 24 h com livre acesso a
solucdo de NaCl 0,3 M e agua que receberam injegdes bilaterais de salina ou
muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL foi feito o estudo imunohistoquimico de dupla
marcagao (cfos-5HT). Isso também foi feito em um grupo controle depletado de
sédio por 24 h que nao teve acesso a agua e NaCl 0,3 M.

Injecdes bilaterais de muscimol no NPBL em ratos saciados nao alteraram a
expressao da proteina c-fos em nenhuma das areas do sistema da rafe analisadas
(Figuras 23, 24 e 25). Algo semelhante ocorreu em relag&o a atividade de neurdnios
serotoninérgicos, com excegdo de que animais saciados tratados com muscimol
apresentaram maior atividade de neurdnios serotoninérgicos na RPn /F (4, 22) = 5,4;
p < 0,05/ (Figura 25). Para os animais depletados de sodio também n&o foram
observadas diferengcas na expressdo de c-fos e na atividade de neurbnios
serotoninérgicos entre os animais tratados com salina e os animais tratados com
muscimol no NPBL (Figuras 23, 24 e 25).

Em comparacg&o ao grupo de animais saciados tratados com salina no NPBL,
apenas a deplecao de sdédio promoveu uma redugao na expressao da proteina c-fos
na RDa /F (4, 21) = 6,6; p < 0,05/ (Figuras 23 e 26), RMna /F (4, 21) = 5,9, p < 0,05]
(Figura 24), RPn /F (4, 22) = 3,5; p < 0,05] (Figura 25) e RPa [F (4, 23) = 4,4; p <
0,05/ (Figuras 25 e 26), sem alterar a atividade de neurdnios serotoninérgicos.

Apos as injegdes bilaterais de muscimol no NPBL, ratos depletados de sodio
por 24 h apresentaram menor atividade na RDa (Figuras 23 e 26), RMna (Figura 24)
e RPn (Figura 25) quando comparados aos animais saciados tratados com muscimol
no NPBL. Ja em relagao a atividade de neurbnios serotoninérgicos, ratos depletados
tratados com muscimol apresentaram maior atividade na RDa /F (4, 21) = 3,1, p <
0,05/ (Figuras 23 e 26) e RPn (Figura 25) e menor atividade na RPa /F (4, 23) = 4,8;
p < 0,05] (Figuras 25 e 26) do que os ratos saciados que receberam injecoes
bilaterais de muscimol no NPBL.

Para as outras areas do sistema da rafe analisadas ANOVA ndo mostrou

alteragdes na expressao da proteina c-fos [RDm /F (4, 22) = 2,0; p > 0,05/ (Figura
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23); RDp [F (4, 22) = 1,1, p > 0,05/ (Figura 23); RMnm /F (4, 22) = 2,5; p > 0,05]
(Figura 24); RMg [F (4, 21) = 1,9; p > 0,05] (Figura 25)], nem na atividade de
neurénios serotoninérgicos [RDm /F (4, 22) = 1,3; p > 0,05/ (Figura 23); RDp /F (4,
22) = 0,8, p > 0,05/ (Figura 23); RMna /F (4, 21) = 2,1; p > 0,05/ (Figura 24); RMnm
[F (4, 22) = 1,6, p > 0,05] (Figura 24); RMg /F (4, 21) = 1,0; p > 0,05/ (Figura 25)].
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Figura 23: Marcagao da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) na A) RDa;
C) RDm e E) RDp e da atividade de neurdnios serotoninérgicos na B) RDa-5HT; D)
RDm-5HT e F) RDp-5HT em ratos saciados ou depletados de sédio por 24 h que
receberam ou nao injegdes bilaterais de salina ou muscimol no NPBL. Todos os
animais, com excegéo do grupo depletado sem acesso ao NaCl, receberam inje¢des
no NPBL e tiveram livre acesso ao sédio e agua. Os resultados foram expressos

como média £+ EPM; n = nUmero de animais.
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Figura 24: Marcacdo da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) na A)
RMna e C) RMnm e da atividade de neurénios serotoninérgicos na B) RMna-5HT e
D) RMm-5HT em ratos saciados ou depletados de sédio por 24 h que receberam ou
nao injecdes bilaterais de salina ou muscimol no NPBL. Todos os animais, com
excegao do grupo depletado sem acesso ao NaCl, receberam injegdes no NPBL e
tiveram livre acesso ao sédio e agua. Os resultados foram expressos como média +

EPM; n = numero de animais.
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Figura 25: Marcagao da proteina c-fos (células positivas para c-fos/mm?) na A) RPn;
C) RMg e E) RPa e da atividade de neurénios serotoninérgicos na B) RPn-5HT; D)
RMg-5HT e F) RPa-5HT em ratos saciados ou depletados de sédio por 24 h que
receberam ou nao inje¢des bilaterais de salina ou muscimol no NPBL. Todos os
animais, com excegéo do grupo depletado sem acesso ao NaCl, receberam inje¢des
no NPBL e tiveram livre acesso ao sédio e agua. Os resultados foram expressos

como média £+ EPM; n = nUmero de animais.
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A) SACIADO
+ SALINA

B) SACIADO
+ MUSCIMOL

C) DEPLETADO
(SEM NacCl)

D) DEPLETADO
+ SALINA

E) DEPLETADO
+ MUSCIMOL

Figura 26: Fotomicrografias de cortes histologicos do cérebro de ratos, ilustrando a
expressao da proteina c-fos na RDa (painel da esquerda) e RPa (painel da direita)
em ratos saciados (A e B) ou depletados de sddio (C, D e E) por 24 h que
receberam ou nao (C) injecdes bilaterais de salina (A e D) ou muscimol (B e E) no
NPBL. Todos os animais, com exceg¢ao do grupo depletado sem acesso ao NaCl

(C), receberam injegdes no NPBL e tiveram livre acesso ao sodio e agua.
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14. Efeitos da lesdo do NTSc sobre a ingestdao de NaCl 0,3 M e agua induzida
pela ativagao gabaérgica no NPBL em ratos normovolémicos.

A lesdo aguda do NTSc (1 dia) promoveu um aumento tanto da ingestao de
NaCl 0,3 M [F(3,224) = 45,3; p < 0,05] (Figura 27A) quanto de agua [F(3,224) = 11,5;
p < 0,05] (Figura 27B) induzidas pelas inje¢gdes bilaterais de baclofen (0,5 nmol/0,2
ul) no NPBL.

A lesdo aguda do NTSc (3 dias) aumentou também a ingestdo de sdédio
[F(3,192) = 37,6, p < 0,05] (Figura 28A) induzida pelo muscimol injetado
bilateralmente no NPBL, ao mesmo tempo, que reduziu aos 180 e 210 min de teste,
a ingestao de agua [F(3,192) = 18,4; p < 0,05] (Figura 28B).
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Figura 27: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados com
lesao ficticia ou lesdo aguda do NTSc (1 dia) que receberam injecbes bilaterais de
salina ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a agua e NaCl

0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n = numero de animais.
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Figura 28: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados com
lesao ficticia ou lesdo aguda do NTSc (3 dias) que receberam injecdes bilaterais de
salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a agua e NaCl

0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n = numero de animais.
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15. Efeitos da lesdao da regiao AV3V sobre a ingestdao de NaCl 0,3 M e agua
induzida pela ativagdo gabaérgica no NPBL em ratos saciados e
normovolémicos.

A lesdo aguda da regido AV3V (1 dia) aboliu tanto a ingestdo de NaCl 0,3 M
[F(3,278) = 64,7; p < 0,05] (Figura 29A) quanto a de agua [F(3,278) = 12,6, p < 0,05]
(Figura 29B) induzidas pelas injegdes bilaterais de baclofen (0,5 nmol/0,2 nl) no
NPBL.

Em relacdo ao muscimol, a lesdo aguda da regido AV3V (3 dias) também
aboliu tanto a ingestao de sodio [F(3,272) = 27,1; p < 0,05] (Figura 30A) quanto a de
agua [F(3,272) = 17,4; p < 0,05] (Figura 30B) induzidas pelo muscimol injetado
bilateralmente no NPBL em ratos saciados. O grupo com lesédo da regidao AV3V +
salina apresentou em relagdo ao seu controle (leséo ficticia + salina) uma tendéncia
em aumentar a ingestdo de NaCl 0,3 M e aumentou significativamente a ingestao de

agua (Figura 30).
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Figura 29: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados com
lesdo ficticia ou lesdo aguda da regido AV3V (1 dia) que receberam injecdes
bilaterais de salina ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a
agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n = numero

de animais.
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Figura 30: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados com
lesdo ficticia ou lesdao aguda da regiao AV3V (3 dias) que receberam injecdes
bilaterais de salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a
agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n = numero

de animais.
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Resultados

16. Efeitos da associagao de RX 821002 e muscimol ou baclofen injetados no
NPBL sobre a ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e
normovolémicos.

Injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul)
no NPBL induziram ingestdo de NaCl 0,3 M [F(3,15) = 8,2, p < 0,05] (Figura 31A) e
[F(3,18) = 3,7, p < 0,05) (Figura 32A), respectivamente. RX 821002 (10 nmol/0,2 ul)
reduziu o efeito natriorexigénico do muscimol nos ultimos 90 minutos de experimento
e do baclofen nos ultimos 30 minutos de experimento (Figuras 31A e 32A,
respectivamente). Todavia é importante mencionar que a associacdao RX 821002 +
baclofen ndo foi diferente da associacdo veiculo + salina ao longo de todo
experimento.

Em relacéo a ingestdo de agua, muscimol, mas nao baclofen, induziu ingestao
de agua [F(3,15) = 9,9, p < 0,05] (Figura 31B); [F(3,18) = 1,9, p > 0,05) (Figura 32B),
respectivamente. ANOVA mostrou significancia para a interagao tratamento-tempo
tanto para o grupo do muscimol quanto para o grupo do baclofen [F(21,105 = 8,7, p
< 0,05] (Figura 31B); [F(21,126) = 1,9, p < 0,05) (Figura 32B), respectivamente. A
injecao prévia de RX 10 nmol praticamente aboliu a ingestdo de agua induzida pelo
muscimol (Figura 31B), porém nao alterou a ingestdo de agua quando comparada
ao grupo veiculo + baclofen (Figura 32B). Na verdade, observou-se uma maior
ingestdao de agua nos animais apds a associagdo RX + baclofen em comparagao

com a associacgao veiculo + salina (Figura 32B).
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Figura 31: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados que
receberam inje¢des bilaterais de veiculo ou RX 821002 (10 nmol/0,2 ul) + salina ou
muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os

resultados foram expressos como média + EPM, n = numero de animais.
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Figura 32: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados que
receberam inje¢des bilaterais de veiculo ou RX 821002 (10 nmol/0,2 ul) + salina ou
baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os

resultados foram expressos como média + EPM, n = numero de animais.
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Resultados

17. Efeitos da associacao de DOI e muscimol ou baclofen no NPBL sobre a
ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e normovolémicos.

Muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) injetado bilateralmente no NPBL em ratos saciados
induziu ingestdo de NaCl 0,3 M [F(3,176) = 26,6, p < 0,05] (Figura 33A) e de agua
[F(3,176) = 9,1; p < 0,05] (Figura 33B), sendo a ingestdo de sddio induzida pelo
muscimol abolida pela injecédo prévia do agonista serotoninérgico dos receptores
5HT2a12¢, DOI (5 ng/0,2 wl) (Figura 33A).

Em relagdo a ingestdo de agua, a associagdao DOl + muscimol n&o foi
estatisticamente diferente das combinacbes salina + salina ou salina + muscimol
(Figura 33B).

Injecdes bilaterais de DOI (5 ng/0,2 pl) no NPBL ndo afetaram a ingestdo de
NaCl 0,3 M [F(3,24) = 8,4; p < 0,05] (Figura 34A) e agua [F(3,24) = 4,9; p < 0,05]
(Figura 34B) induzidas pela inje¢do de baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) também no NPBL.
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Figura 33: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados que
receberam inje¢des bilaterais de salina ou DOI (5 pg/0,2 ul) + salina ou muscimol
(0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados

foram expressos como média + EPM, n = numero de animais.
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Figura 34: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados que
receberam injegdes bilaterais de salina ou DOI (5 ug/0,2 ul) + salina ou baclofen (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados

foram expressos como média + EPM, n = numero de animais.
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Resultados

18. Efeitos da associagdo de naloxona e muscimol ou baclofen injetados no
NPBL sobre a ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em ratos normovolémicos.

Em ratos saciados, injegdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL
induziram ingestdo de NaCl 0,3 M [F(3,224) = 61,8; p < 0,05] (Figura 35A); [F(3,184)
= 40,1; p < 0,05] (Figura 35B); [F(3,232) = 126,9; p < 0,05] (Figura 35C), para os
grupos de naloxona nas doses de 20, 40 e 60 ug/0,2 pl, respectivamente. Enquanto
a injecéo prévia de naloxona na dose de 60 ug/0,2 ul, aboliu, na dose de 40 ng/0,2
ul naloxona foi capaz apenas de reduzir parcialmente, ao longo de todo experimento,
o efeito natriorexigénico do muscimol. Ja na dose de 20 nug/0,2 ul, naloxona foi capaz
apenas de reduzir por 90 minutos a ingestdo de sdédio induzida pelo muscimol
injetado bilateralmente no NPBL. Para a ingestdo de agua, observou-se que as
doses de 40 e 60 ug/0,2 ul de naloxona foram capazes de abolirem, enquanto a
dose de 20 ug/0,2 pl, apenas reduziu, a ingestdao de agua induzida pelo muscimol
[F(3,224) = 53,9; p < 0,05] (Figura 36A); [F(3,184) = 9,8, p < 0,05] (Figura 36B);
[F(3,232) = 82,6; p < 0,05] (Figura 36C).

Em relagdo ao agonista de receptores GABAg, injecdes bilaterais de baclofen
(0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL induziram ingestdo de NaCl 0,3 M [F(3,200) = 22,7; p <
0,05] (Figura 37A); [F(3,200) = 21,1, p < 0,05] (Figura 37B); [F(3,192) = 30,7, p <
0,05] (Figura 37C), para os grupos de naloxona nas doses de 20, 40 e 60 pg/0,2 ul,
respectivamente. Enquanto naloxona, nas doses de 40 e 60 ng/0,2 ul aboliu,
naloxona na dose de 20 ug/0,2 ul ndo alterou, o efeito natriorexigénico do baclofen
injetado bilateralmente no NPBL (Figura 37). O antagonista opidide naloxona na
dose de 20 ug/0,2 ul aumentou nos ultimos 30 minutos de experimento a ingestao de
agua (Figura 38A) que acompanha a ingestdo de sodio induzida pelo baclofen
injetado no NPBL. Ja naloxona nas doses de 40 e 60 ug/0,2 ul reduziu parcialmente
ou aboliu, respectivamente, ao longo de todo experimento, a ingestdo de agua
induzida pelo baclofen no NPBL (Figuras 38B e 38C, respectivamente).

No grupo do baclofen, a associagdo naloxona 40 ug + salina promoveu uma
reducao da ingestdo de agua quando comparada ao grupo controle (veiculo + salina)
(Figura 38B).
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Figura 35: Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M em ratos saciados que receberam

injecdes bilaterais de veiculo ou A) naloxona 20 ug/0,2 ul; B) naloxona 40 pg/0,2 ul;

C) naloxona 60 ug/0,2 ul + salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram

livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média +

EPM, n = ndmero de animais.
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Figura 36: Ingestdo cumulativa de agua em ratos saciados que receberam injecdes
bilaterais de veiculo ou A) naloxona 20 ug/0,2 pl; B) naloxona 40 ng/0,2 ul; C)
naloxona 60 pg/0,2 ul + salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre
acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n

= nUmero de animais.

129



Resultados

—QO— veiculo + salina —/— naloxona + salina
—@— veiculo + baclofen —A— naloxona + baclofen

* diferente de veiculo + salina

+ diferente de veiculo + baclofen

30 1 B) naloxona 40
(n=5-8) %

w
o

7] A) naloxona 20
=F. L % %
(n=5-8) . %
*

N
o
(]
N
o
(]

-
o
(]
-
o
(]

Ingestao cumulativa
de NaCl 0,3 M (ml)

Ingestao cumulativa
de NaCl 0,3 M (ml)

0 30 60 90 120150180210240 0 30 60 90 120150180210240

Tempo (min) Tempo (min)

30 7C) naloxona 60

(n=6-8) ¥ X %

*

N
o
(]

Ingestdao cumulativa
de NaCl 0,3 M (ml)
S
(]

0 30 60 90 120150180210240
Tempo (min)

Figura 37: Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M em ratos saciados que receberam
injecdes bilaterais de veiculo ou A) naloxona 20 ug/0,2 ul; B) naloxona 40 pg/0,2 ul;
C) naloxona 60 ug/0,2 ul + salina ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram
livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média +

EPM, n = nidmero de animais.
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Figura 38: Ingestdo cumulativa de agua em ratos saciados que receberam injegcdes
bilaterais de veiculo ou A) naloxona 20 pg/0,2 pl; B) naloxona 40 ng/0,2 ul; C)
naloxona 60 ug/0,2 ul + salina ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre
acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como média + EPM, n

= nUmero de animais.
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Resultados

19. Efeitos da ativagcao de mecanismos opidides no NPBL sobre a ingestao de
agua e de NaCl 0,3 M em ratos saciados e normovolémicos.

Injecdes bilaterais do agonista de receptores opidides, B endorfina (2 nmol/0,2
ul), no NPBL induziu ingestéo de NaCl 0,3 M [F(7,42) = 3,5; p < 0,05] e agua [F(7,42)
= 9,2, p < 0,05] em ratos saciados (Figura 39) como indicado pela ANOVA atraves
da interagao significante entre tratamento e tempo.

Em um outro grupo de ratos foi feita a associagao naloxona (40 ug/0,2 ul) +
endorfina (2 nmol/0,2 ul), sendo que injegbes prévias de naloxona aboliram os
efeitos da B endorfina sobre as ingestdes de NaCl 0,3 M [F(3,18) = 7,4; p < 0,05] e
agua [F(3,18) = 5,9; p < 0,05] (Figura 40) em ratos saciados.
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Figura 39: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados que
receberam injecdes bilaterais de salina ou B endorfina (2 nmol/0,2 pl) no NPBL e
tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram expressos como

média = EPM, n = nidmero de animais.
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Figura 40: Ingestdo cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos saciados que
receberam inje¢cdes bilaterais de veiculo ou naloxona (40 ug/0,2 ul) + salina ou B
endorfina (2 nmol/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os

resultados foram expressos como média + EPM, n = numero de ratos.
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Resultados

20. Efeitos da administragdo de 3 endorfina no NPBL sobre a ingestdao de agua
elou sacarose 2% em ratos saciados e normovolémicos.

Injecdes bilaterais de B endorfina (2 nmol/0,2 ul) no NPBL n&o induziu ingestao
de agua em ratos saciados e normovolémicos, quando apenas agua estava
disponivel para os animais [F(1,7) = 2,1; p > 0,05] (Tabela 3).

Quando foram oferecidas duas buretas para os animais: agua e solugédo de
sacarose 2%, inje¢des de B endorfina no NPBL também n&o alteraram nem a
ingestdo de agua [F(1,12) = 0,04, p > 0,05] (Tabela 4) nem a de sacarose 2%
[F(1,12) = 0,4; p > 0,05] (Tabela 4).
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Resultados

Tabela 3: Ingestdao cumulativa (ml) de agua em ratos saciados e normovolémicos
que receberam injecdes bilaterais de salina ou B-endorfina no NPBL.

tratamento
salina B-endorfina
tempo (min)
agua
30 0,3+0,1 0,510,2
60 0,4+0,1 1,3+0,8
90 0,4+0,1 2,2+1,3
120 0,6+0,2 3,3+1,4
150 0,9+0,3 3,9+1,9
180 1,210,4 4,1£1,9
210 1,610,4 4,2+1,9
240 1,740,4 4,241,

Salina - 0,2 ul; B-endorfina - 2 nmol/0,2 ul. Os resultados foram expressos como
média £ EPM, n= 8.

Tabela 4: Ingestdo cumulativa (ml) de agua e sacarose 2% em ratos saciados e

normovolémicos que receberam injegcdes bilaterais de salina ou B-endorfina no
NPBL.

tratamento
salina B-endorfina
tempo (min)
agua
30 0,3+0,2 0,1+0,0
60 0,4+0,3 0,2+0,1
90 0,5+0,3 0,4+0,2
120 0,5+0,3 0,7+0,3
150 0,5+0,3 0,8+0,3
180 0,5+0,3 0,8+0,3
210 0,6+0,3 0,8+0,3
240 0,6+0,3 0,8+0,3
sacarose 2%

30 1,1£0,4 0,4+0,2
60 1,41£0,5 0,5+0,3
90 1,7£0,6 1,5£0,6
120 2,310,8 3,5%1,3
150 2,4+0,8 4,3+1,4
180 2,840,8 4,5+1,4
210 2,840,8 4,5+1,4
240 2,8+0,8 4,6+1,4

Salina - 0,2 pl; B-endorfina - 2 nmol/0,2 ul. Os resultados foram expressos como
média = EPM, n= 13.
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Resultados

21. Efeitos da administragcdo de naloxona no NPBL sobre a ingestao de agua e
NaCl 0,3 M em ratos com deplegao de sédio.

Injecdes bilaterais no NPBL do antagonista opidide, naloxona, na dose de 40
ug/0,2 ul reduziu a ingestao de NaCl 0,3 M [F(3,154) = 34,0, p < 0,05] (Figura 41A)
induzida pela deplecao de sodio por 24 h ao longo de todo experimento (180 min).
Naloxona nas doses de 20 e 60 ug promoveu uma reducédo que durou até os 150
min de experimento (Figura 41A).

Em relacdo a ingestdo de agua, apenas naloxona na dose 20 pug promoveu um
pequeno aumento na ingestdo de agua que acompanha a ingestdao de sédio no
tempo de 150 min [F(3,154) = 8,3; p < 0,05] (Figura 41B).
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Figura 41: Ingestao cumulativa de: A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos depletados de
sodio por 24 h que receberam injecdes bilaterais de veiculo, naloxona (20, 40 e 60

1g/0,2 ul) no NPBL e tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Os resultados foram

expressos como média + EPM, n = nUmero de animais.
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22. Efeitos da administracao de muscimol ou baclofen no NPBL sobre a
ingestao de agua (apenas agua disponivel) em ratos saciados ou privados de
agua por 24 h.

Em ratos saciados, inje¢des bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL
induziram uma pequena ingestdo de agua [F(7,70) = 2,6; p < 0,05] (Figura 42A),
enquanto que injegdes bilaterais de baclofen (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL né&o
alteraram a ingestao de agua [F(1,5) = 0,6; p > 0,05] (Figura 38B) em ratos saciados
e normovolémicos.

Em animais privados de agua por 24 h, muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) injetado no
NPBL aumentou a ingestdo de agua apds 150 min de ingestao [F(8,64) = 5,7, p <
0,05] (Figura 42C) e o baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) promoveu um aumento na ingestao
de agua apoés 180 min [F(8,72) = 25,7; p < 0,05] (Figura 42D) como mostrado pela

ANOVA através da interacao significativa entre tratamento-tempo.
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Figura 42: Ingestdo cumulativa de agua em ratos saciados (lado esquerdo) e
privados de agua por 24 h (lado direito) que receberam injegdes bilaterais de salina,
A) e C) muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) ou B) e D) baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e
tiveram livre acesso a agua. Os resultados foram expressos como média + EPM, n =

numero de animais.
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23. Efeitos da administracado de muscimol ou baclofen no NPBL sobre a
ingestao de agua, NaCl 0,3 M e alimento em ratos normovolémicos e saciados
ou privados de alimento por 24 h.

Em ratos saciados, inje¢des bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL
induziram ingestdo de NaCl 0,3 M [F(7,56) = 7,5; p < 0,05] e de agua [F(7,56) = 2,3;
p < 0,05] (Figura 43), sem afetar a ingestao de alimento [F(7,56) = 0,56; p > 0,05]
(Figura 43). Baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) injetado bilateralmente no NPBL também
induziu ingestdo de NaCl 0,3 M [F(7,35) = 3,5; p < 0,05] (Figura 44), porém nao
alterou a ingestdo nem de agua [F(1,5) = 0,01; p > 0,05] nem de racéao [F(1,5) = 0,1;
p > 0,05] (Figura 44).

Injecbes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL induziu ingestao de
NaCl 0,3 M [F(7,35) = 2,9; p < 0,05], sem alterar as ingestdes de agua [F(1,5) = 1,1;
p > 0,05] e de racédo [F(1,5) = 4,8; p > 0,05] (Figura 43) em animais privados de
alimento. Por sua vez, em animais privados de ragao, baclofen (0,5 nmol/0,2 pul)
injetado bilateralmente no NPBL, também induziu ingestdo de NaCl 0,3 M [F(7,35) =
2,56, p < 0,05], ao mesmo tempo que reduziu as ingestdes de agua [F(1,5) = 34,4; p <
0,05] e de alimento [F(1,5) = 12,4; p < 0,05] (Figura 44).
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Figura 43: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M; B) agua e C) alimento em ratos
saciados (painel da esquerda) e privados de alimento por 24 h (painel da direita) que
receberam injegdes bilaterais de salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e
tiveram livre acesso ao NaCl 0,3 M, agua e alimento. Os resultados foram expressos

como média £ EPM, n = nUmero de animais.
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Figura 44: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M; B) agua e C) alimento em ratos

saciados (painel da esquerda) e privados de alimento por 24 h (painel da direita) que

receberam injegcdes bilaterais de salina ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e

tiveram livre acesso ao NaCl 0,3 M, agua e alimento. Os resultados foram expressos

como média £ EPM, n = nUmero de animais.
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24. Efeitos da administragdao de muscimol e baclofen no NPBL sobre a pressao
arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC) basais em ratos saciados e

normovolémicos.

Os dados referentes aos efeitos de inje¢cdes bilaterais de muscimol (0,5
nmol/0,2 ul) e baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL em relagdo a PAM e FC basais
foram analisados em ratos normotensos (PAM basal 120+2,6 mmHg; FC basal =
391422 bpm).

Muscimol, mas nao baclofen, bilateralmente injetado no NPBL promoveu um
aumento da PAM [F (2,64) = 22,3; p < 0,05] (Figura 45A). A FC néao foi modificada
por nenhum dos tratamentos /F (2,64) = 4,9; p > 0,05/, (Figura 45B).
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Figura 45: Variagdo da PAM (mmHg) e FC (bpm) apds as inje¢des de salina,
muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) ou baclofen (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL de ratos saciados

e normovolémicos. Os resultados foram expressos como média + EPM, n = numero
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25. Efeitos da administragdao de prazosin iv + muscimol no NPBL sobre a
pressao arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC).

Os experimentos foram realizados em animais normotensos (PAM basal
112+1,6 mmHg; FC basal = 352+16 bpm). Apenas a injecédo de prazosin (1 mg/ kg)
promoveu uma hipotensao (97,6+1,6 vs salina iv: 107,9+1,9 mmHg) [F (1,19) = 65,6;
p < 0,05/ e uma taquicardia (436,1+£16,8 vs salina iv: 3590+17,2 mmHg) [F (1,19) =
31,8; p <0,05].

Muscimol (0,5 nmol/0,2 nl), injetado bilateralmente no NPBL, promoveu uma
aumento da PAM [F (3,80) = 38,2; p < 0,05] (Figura 46A) que foi abolido pelo
tratamento prévio iv com o antagonista de receptores adrenérgicos o, prazosin. Em
relacdo a FC, ndo foram observadas alteragcbes significativas [F (3,80) = 0,6; p >
0,05] (Figura 46B).
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Figura 46: Variacdo da PAM (mmHg) e FC (bpm) apds as inje¢cdes de salina ou

prazosin iv +

salina ou muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL. Os resultados foram

expressos como média + EPM, n = numero de animais.
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26. Efeitos da administracao de muscimol ou baclofen sobre a excregao
urinaria em ratos saciados e normovolémicos.

Em animais que nao tiveram acesso a agua, NaCl 0,3 M ou ragdo durante o
experimento, muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) injetado bilateralmente no NPBL promoveu
um pequeno aumento no volume urinario [F(7,63) = 3,2; p < 0,05] (Figura 47A), sem
alterar a excregao renal de sodio [F(1,9) = 1,6; p > 0,05] (Figura 47B) e potassio
[F(1,9) = 1,8; p > 0,05] (Figura 47C). Injecbes bilaterais de baclofen no NPBL, nao
alteraram os parametros renais analisados [F(1,4) = 1,9; p > 0,05] (Figura 48A);
[F(1,4) = 1,3; p > 0,05] (Figura 48B); [F(1,4) = 0,7; p > 0,05] (Figura 48C),
respectivamente, volume urinario, excre¢ao urinaria de sodio e potassio.

Quando os animais receberam injegdes bilaterais no NPBL e tiveram acesso a
agua e a solugédo de NaCl 0,3 M, mas n&o ragao, observou-se que animais que
receberam inje¢des bilaterais de muscimol no NPBL (0,5 nmol/0,2 ul) apresentaram
um aumento no volume urinario [F(2,8) = 10,2; p < 0,05] (Figura 47D) e na excregao
de sodio [F(2,8) = 13,6; p < 0,05] (Figura 47E) e potassio [F(2,8) = 7,6, p < 0,05]
(Figura 47F). Quando estes mesmos animais receberam sobrecargas intragastricas
de agua + NaCl 0,3 M, na mesma quantidade que eles ingeriram, porém sem
injecbes no NPBL, e foram comparados aos animais que receberam inje¢cdes de
muscimol e tiveram acesso a agua e NaCl 0,3 M, observou-se apenas uma redugao
na excregcao urinaria de potassio (Figura 47F), porém nao foram observadas
alteragdes no volume urinario (Figura 47D) e excrecdo urinaria de sodio (Figura
47E).

Para o teste com o baclofen (0,5 nmol/0,2 ul), quando os animais tiveram
acesso a agua e ao NaCl 0,3 M, observou-se também um aumento no volume
urinario [F(2,8) = 9,3; p < 0,05] (Figura 48D) e na excrecéo de sédio [F(2,8) = 10,8; p
< 0,05] (Figura 48E) e potassio [F(2,8) = 12,9; p < 0,05] (Figura 48F), sendo que o
volume urinario (Figura 48D) e a excrecao de sodio (Figura 48E) foram menores
quando comparados ao tratamento com sobrecargas intragastricas (mesmo volume

de agua e NaCl 0,3 M ingeridos) sem injecbes no NPBL.
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Figura 47: Excregdo urinaria cumulativa de volume; Na* e K* em ratos saciados e
normovolémicos que receberam injecoes bilaterais de salina ou muscimol (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL e nao tiveram [A), B) e C)] ou tiveram acesso a agua e NaCl
0,3 M [D), E) e F)]; e em ratos sem inje¢gdes no NPBL e que receberam sobrecargas
intragastricas de agua e NaCl 0,3 M [D), E) e F)]. Os resultados foram expressos
como média = EPM, n = numero de animais.

149



Excregao urinaria

Excrec¢ao urinaria

Resultados

—O— salina
—@— baclofen

—4A— intragastrica de agua

+ NaCl 0,3 M

* diferente de salina + diferente de baclofen

Sem acesso as buretas

5 - (n=5)

]A) volume
2= 44 2
SE 4T 5
E o 3 < =
5.2 ] 5
0 ® o
ES 21
18] 3
=5 11 S

0

0 30 60 90 120150180210240
“i 600 7 B) sédio _g uz
= 500 - P
2 400 - £2
) . S o
T 300 - o3
(] E On g
2 200 - oS
5 0. o 2
2100 il
3 0 ] ) ) ) ) o

0 30 60 90 120150180210240
T 300 - C) potassio ©
g 24
. g
X 200 o £ X
[} S 9
T o T
© w ©
£ 100 - $Z
5] L ©
S S 3
£ w e
3 0 3

0 30 60 90 120150180210240
Tempo (min)

Com acesso as buretas

(n=5) *+

H
o

7 D) volume

cumulativo (ml)
N w
o o
1 2 1

-
o
.

0 30 60 90 120150180210240

7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

1000 - %

750 -
500 -

250 -

0 30 60 90 120150180210240
Tempo (min)

Figura 48: Excregdo urinaria cumulativa de volume; Na* e K em ratos saciados e

normovolémicos que receberam inje¢des bilaterais de salina ou baclofen (0,5

nmol/0,2 ul) no NPBL e nao tiveram [A), B) e C)] ou tiveram acesso a agua e NaCl

0,3 M [D), E) e F)]; e em ratos sem inje¢gdes no NPBL e que receberam sobrecargas

intragastricas de agua e NaCl 0,3 M [D), E) e F)]. Os resultados foram expressos

como média £+ EPM, n = nUmero de animais.
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DISCUSSAO

1. Efeitos da ativagao gabaérgica no NPBL sobre o comportamento ingestivo.

Injecdes bilaterais do agonista de receptores GABAa (muscimol) e GABAg
(baclofen) no NPBL induzem ingestdo de NaCl 0,3 M e de agua em ratos saciados e
normovolémicos (Callera e cols, 2005). Nesta condigao experimental, os efeitos do
muscimol foram reduzidos apés tratamento prévio com o antagonista de receptores
GABA,, bicuculina, mas nao pelo antagonista de receptores GABAg, CGP 35348,
sugerindo que o muscimol estaria atuando especificamente em receptores GABAx, €
nao interagiria com os receptores GABAg para promover seus efeitos. Além disso, a
ativacao dos receptores GABAA € importante mesmo uma hora apdés as injecoes de
muscimol no NPBL, uma vez que bicuculina injetada neste momento também foi
capaz de reduzir o efeito natriorexigénico promovido pelo muscimol no NPBL. As
ingestdes de NaCl 0,3 M e agua induzidas pelo baclofen injetado no NPBL foram
reduzidas pela administracao prévia de CGP 35348, sugerindo que o efeito
natriorexigénico e dipsogénico do baclofen se devem a ativagdo de receptores
GABAg, 0s quais também sdo fundamentais para o efeito natriorexigénico do
baclofen, mesmo uma hora apds as inje¢goes deste no NPBL. Interessantemente, no
grupo de experimentos associando-se o0 antagonista de receptores GABAa
(bicuculina) e o agonista de receptores GABAg (baclofen), o efeito natriorexigénico
do baclofen foi completamente abolido pela administracdo prévia de bicuculina,
sugerindo envolvimento dos receptores GABAA na ingestdo de sdodio induzida pelo
baclofen injetado no NPBL. Portanto, em ratos saciados e normovolémicos a
ingestdo de solugdo de NaCl hipertonica induzida pelo muscimol injetado
bilateralmente no NPBL envolve apenas a ativacdo de receptores GABAa, enquanto
que para o baclofen ha o envolvimento tanto de receptores GABAA quanto GABAg.
Estudos ja mostraram que a administragao intraperitoneal de baclofen promove uma
hipotermia passageira seguida de uma marcante hipertermia (Zarrindast e Oveissi,
1988), bem como reducado da ingestdo de alimento (Zarrindast e cols., 1989), sendo
que tanto o efeito anorético quanto hipotérmico do baclofen foram abolidos pela
administragcdo prévia de bicuculina, sugerindo um possivel envolvimento de
mecanismos relacionados aos receptores GABAA em alguns dos efeitos do baclofen
dependendo do protocolo experimental utilizado. Os neurbnios gabaérgicos
apresentam um sistema de captacdo de GABA ativo que remove o GABA apés ele
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ter sido liberado. Talvez, a ativagcdo de receptores GABAg possa inibir essa
recaptacdo do GABA liberado, permitindo uma maior disponibilidade de GABA no
meio sinaptico que se ligaria aos receptores GABAA exercendo, assim, um efeito
semelhante ao do muscimol. Uma outra possibilidade poderia ser um efeito
inespecifico do baclofen ligando-se diretamente nos receptores GABAAa.

Em animais depletados de sddio por 24 h (tratamento com furosemide sc +
dieta deficiente de sddio por 24 h), os resultados mostraram que a ativagdo de
mecanismos gabaérgicos no NPBL promove um efeito dual na ingestdo de sdédio,
sendo que injegdes bilaterais de muscimol e baclofen no NPBL reduziram
inicialmente e facilitaram tardiamente a ingestdo de NaCl 0,3 M durante o teste do
apetite ao sodio. Tanto o efeito inibitério quanto facilitatorio promovidos pelas
injecbes de muscimol no NPBL foram abolidos pelo tratamento prévio com
bicuculina (antagonista de receptores GABAa) confirmando que os efeitos
produzidos pelo muscimol na ingestdo de sddio se devem a ativagao de receptores
GABAAa. A administragédo prévia do antagonista de receptores GABAg, CGP 35348,
prolongou o efeito inibitorio, sem alterar o efeito facilitatério, do muscimol injetado no
NPBL sobre a ingestdao de NaCl 0,3 M induzida pela deple¢cao de soédio. Estes
resultados sugerem que, na condigdo experimental estudada, a ativacdo dos
receptores GABAA no NPBL é necessaria tanto para o efeito inibitorio inicial quanto o
facilitatorio tardio produzidos pelo muscimol no NPBL. Estudos j& mostraram um
possivel efeito dual decorrente da ativagcao de receptores GABAA, sendo que em
melanotrofos de Xenopus laevis a ativagao de receptores GABAa promoveria uma
acgao inibitéria envolvendo canais de cloreto, enquanto que a agao estimulatéria
envolveria, direta ou indiretamente, a geragdo de AMPc (Jenks e cols., 1993). Ja foi
observado no porquinho da india, que o GABA apresenta uma acdo dual na
neurotransmissdo da camada cinzenta superficial do coliculo superior, sendo seu
efeito excitatorio mediado, possivelmente, por receptores GABAA e seu efeito
inibitério mediado tanto por receptores GABAax quanto por receptores GABAg
(Arakawa e Okada, 1988). Em ratos saciados e normovolémicos, ndo é possivel
observarmos um efeito inibitério, todavia ha a inducdo da ingestdo de sddio
promovida pela injegdo de muscimol no NPBL, a qual também é bloqueada pela
administragao de bicuculina.

Injecbes prévias de CGP 35348 reduziram o efeito natriorexigénico do

baclofen em ratos saciados e normovolémicos. Todavia em animais depletados de
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soédio, administragao prévia de CGP 35348 aboliu o efeito inibitério e antecipou o
efeito facilitatério do baclofen sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M. Ja o tratamento
prévio com bicuculina (antagonista de receptores GABA,) prolongou o efeito
inibitorio e bloqueou o efeito facilitatério do baclofen injetado bilateralmente no NPBL
sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M de ratos submetidos a deplecao de sdédio de 24 h,
sugerindo que o efeito facilitatério do baclofen nesse caso seria devido a ativagao de
receptores GABAa. Em ratos depletados de sddio, uma possivel explicagao seria
que o efeito inibitério inicial seria um efeito direto do baclofen ativando auto-
receptores GABAg e conseqlientemente inibindo a liberacdo de GABA. Apds 30 - 60
min, poderia ter passado o efeito do baclofen, e por conseqléncia, haveria liberagao
de GABA enddgeno que ativaria os receptores GABAp promovendo assim a
facilitagdo na ingestdo de NaCl 0,3 M. Devido a inibi¢do inicial, a quantidade de
GABA endogeno liberada poderia ser num nivel maior que o normal ou os
receptores GABAA poderiam estar sensibilizados e portanto, respondendo de uma
forma mais ativa a um nivel normal de GABA.

Estudos anteriores mostraram que ativacdo de receptores GABAg diminui a
liberacdo de GABA que pode ser através de uma redugao do influxo de calcio ou por
inibicdo de mecanismo de liberagdo vesicular nas células de Purkinje cerebelar
(Harvey e Stephens, 2004). Ja foi verificado no globus pallidus que o baclofen pode
atuar tanto em receptores GABAg pré quanto pos sinapticos (Kaneda e Kita, 2005),
sendo que na matéria cinzenta periaquedutal, ativando os receptores pés sinapticos,
o baclofen inibe diretamente a atividade dos neurbnios e pré sinapticamente inibe a
liberacdo de GABA (Yang e cols.,, 2003). Estudos in vitro com cortes
compreendendo a regido subtalamica mostraram que ao ser feita superfusdo com
baclofen ocorria uma redugao significativa na frequéncia de correntes pds sinapticas
inibitérias mediadas por receptores GABAa, sem efeitos na amplitude, o que sugere
uma inibigdo pré-sinaptica na liberacdo de GABA (Chen e Yung, 2005). Além disso,
como observado nos interneurénios hipocampais CA3, receptores GABAg pré-
sinapticos podem estar localizados em terminais tanto excitatérios quanto inibitorios,
sendo que sua ativagcdo modula componentes essenciais no processo de liberagao
de neurotransmissores fundamentais para a transmissdo nesses dois tipos de
sinapses (Lei e McBain, 2003). Foi verificado ainda que o GABA poderia agir como
um neurotransmissor inibitério tanto na porgédo gustatéria quanto visceral do nucleo

parabraquial, e que sua acao seria mediada em parte, pelos receptores GABAa
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(Kobashi e Bradley, 1998). Estudos ja mostraram tanto a presenca de receptores
GABAA quanto GABAs no NPBL (Christie e North, 1988; Araki e cols., 1992).
Portanto seria possivel, que ao se ativar receptores GABAgs no NPBL pela
administracdo de baclofen teriamos uma inibicdo da liberacdo de GABA e
posteriormente, cessando esta inibicdo, haveria liberagcdo de GABA que atuando em
receptores GABAA promoveria um aumento na ingestao de NaCl 0,3 M.

O fato da administracao prévia de CGP 35348 antecipar o efeito facilitatério do
baclofen sobre a ingestdo de sodio pode ser devido ao fato de que ao se bloquear
os receptores GABAg pré sinapticos, o mecanismo de retroalimentagdo negativa
para liberacdo de GABA estaria inibido e, portanto, teriamos uma maior quantidade
de GABA endogeno disponivel que teria os receptores GABA, livres para atuarem,
antecipando assim o aumento na ingestdo de sodio. Por outro lado, a administragéo
prévia de bicuculina (antagonista de receptores GABAA) prolongou o efeito inibitdrio
do baclofen. Os resultados mostraram que apenas a administracdo dos antagonistas
dos receptores GABA, (bicuculina) e GABAg (CGP 35348) n&o foi capaz de afetar a
ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplegédo de sodio de 24 h sugerindo que nao
haveria uma participacdo gabaérgica tbnica na ingestdo de sédio no protocolo
estudado. Portanto, € possivel que alteracbes na liberacdo de outros
neurotransmissores presentes no NPBL possam ocorrer para que haja a ingestao
normal de sédio em ratos depletados de sddio e a ativagao de receptores GABAg
pos-sinapticos pode ter inibido a atividade desses neurbnios promovendo assim um
retardamento na ingestdo de sodio, o que nao ocorreria se 0s receptores GABAa
estivessem disponiveis. A ativagao de receptores GABAg pode modular a liberagao
de outros neurotransmissores como serotonina, noradrenalina e opidides (Bagdy e
cols., 2000; Tanaka e cols., 2002; Sakamaki e cols., 2003; 2004; Ushigome e cols.,
2004; Tomaszewska-Zaremba e Przekop, 2005).

Seria possivel que o efeito inibitorio da ativacao de receptores GABAA € GABAg
no NPBL sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos depletados de sodio fosse devido
ao fato de que ao se ativar mecanismos gabaérgicos no NPBL poderia ocorrer uma
inibicdo de mecanismos angiotensinérgicos, por outro lado, o efeito facilitatério
tardio, dependente da ativagcdo de receptores GABAa, poderia ser decorrente de
uma inibicdo de mecanismos de saciedade, como o serotoninérgico,

colecistocinérgico e ocitocinérgico.
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Dados obtidos da literatura mostram que a administragdo sistémica de
muscimol e baclofen inibiu a ingestdo de agua induzida por privagao hidrica
(Ebenezer e cols., 1992; Houston e cols., 2002). Além disso, muscimol injetado icv
reduz a ingestdo de agua induzida pela injecdo de angiotensina Il (ANG II) e
carbacol icv (Unger e cols., 1983) e também reduz a ingestdo de sal induzida pela
injecdo de renina na area preoptica (Abe e cols., 1988). Estudos anteriores
mostraram uma participagao importante da ANG |l no apetite ao sodio induzido pela
deplecédo de sodio (Fluharty e Epstein, 1983; Sakai e cols., 1986; Weiss e cols.,
1986). Portanto, estes dados sugerem que ativagao gabaérgica reduz os efeitos da
ANG Il e que esta esta envolvida na ingestdo de sddio induzida por deplecéo de
sodio, assim, seria possivel, que inicialmente a ativacdo gabaérgica no NPBL
poderia estar inibindo mecanismos angiotensinérgicos e, portanto, teriamos uma
inibicdo inicial da ingestdo de NaCl 0,3 M. Tardiamente, estes mecanismos
angiotensinérgicos poderiam ser liberados e consequentemente, desencadear a
ingestdo de sodio, uma vez que, resultados do laboratério mostraram que a
administragcdo de losartan (antagonista de receptores AT1) no ventriculo lateral
reduz o efeito facilitatorio sobre a ingestao de NaCl 0,3 M observada apds injecéao de
muscimol no NPBL em ratos saciados (dados nao publicados).

Ja em relagdo ao efeito facilitatorio tardio sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M,
seria possivel que a ativacdo de receptores GABAA iniba mecanismos relacionados
com a saciedade, que seriam desencadeados quando os animais ingerem soédio.
Mecanismos serotoninérgicos presentes no NPBL e ocitocinérgicos em areas
prosencefalicas tém um efeito inibitorio sobre a ingestdo de sddio (Blackburn e cols.,
1992; Blackburn e cols., 1995; Verbalis e cols., 1995; Stricker e Verbalis, 1996;
Menani e cols., 1996; Menani e cols., 1998; De Gobbi e cols., 2000; Sato e cols.,
1997; Fitts e cols., 2003; Rigatto e cols., 2003). Ademais, ratos depletados de sddio
através do método de didlise peritoneal que tiveram acesso a solugdo de NaCl
expressaram dupla marcagdo para serotonina e c-fos (a proteina c-fos € um
indicador de atividade neuronal) ao longo do sistema da rafe e imunorreatividade
para c-fos e ocitocina nas subdivisbes ocitocinérgicas parvo e magnocelular do
nucleo paraventricular (NPV) e nucleo supra-6ptico (NSO) (Franchini e Vivas, 1999;
Franchini e cols., 2002), sugerindo que mecanismos serotoninérgicos e
ocitocinérgicos inibitérios podem estar sendo ativados quando ratos hipovolémicos
ingerem solugao de sodio.
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Seria  possivel uma interagdo entre mecanismos gabaérgicos,
serotoninérgicos, ocitocinérgicos e colecistocinérgicos no controle da ingestdo. Foi
observado que em ratos normovolémicos, a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por
injecdes de muscimol, mas nao baclofen, no NPBL foi praticamente abolida quando
os ratos foram previamente tratados com DOI (hidrobrometo de 2,5-dimetoxi-4-
iodoanfetamina), um agonista de receptores serotoninérgicos do tipo 5HT2a2c, NO
NPBL. Em relagéo a ocitocina, estudos mostraram que a ativagdo gabaérgica reduz
a atividade de neurbnios ocitocinérgicos e também a secrecdo de ocitocina
(Engelmann e cols., 2004; Li e Stern, 2004). J4, em relagéo a colecistocinina (CCK),
foi observado que a administracao sistémica de baclofen atenua o efeito inibitério da
CCK sobre a ingestado de alimento (Ebenezer, 1996). Estes dados sugerem que a
ativagdo gabaérgica pode interagir ou influenciar a atividade de outros mecanismos
relacionados com o comportamento ingestivo.

Em resumo, o efeito inibitério sobre a ingestao de NaCl 0,3 M observado em
animais depletados de sodio apos a ativagdo gabaeérgica no NPBL pode ser
decorrente tanto da ativacao de receptores GABAA quanto GABAg, porém o efeito
facilitatorio tardio parece envolver apenas a ativacido dos receptores GABAa que
poderia ser dependente da liberacao enddégena de GABA. Ja em animais saciados e
normovolémicos parece que a ativagao tanto de receptores GABAA quanto GABAg
podem participar do efeito natriorexigénico decorrente da ativagdo gabaérgica no
NPBL.

Injecbes apenas dos antagonistas gabaérgicos (bicuculina ou CGP 35348)
nao afetaram a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos saciados ou induzida pela deplegao
de sddio por 24 h, sugerindo que ndo haveria uma participagdo gabaérgica ténica no
controle da ingestao de sodio. Todavia no estudo de ingestdo nao regulatéria de
NaCl 0,3 M, na qual os animais foram treinados a ingerirem sédio apenas 2 h por
dia, observou-se que o bloqueio dos receptores GABAg, mas ndo GABA,, reduziram
a ingestdo de soédio, sugerindo uma possivel participagdo ténica dos receptores
GABAg no controle da ingestdo de soédio. A administragdo do antagonista de
receptores GABAg (CGP 35348) foi capaz de reduzir o efeito natriorexigénico do
agonista de receptores GABAg (baclofen) injetado bilateralmente no NPBL em ratos
saciados e normovolémicos, todavia em ratos depletados de sédio, o antagonista
facilitou o efeito do agonista. Parece que dependendo da condigdo experimental

estudada, normovolemia (saciados) ou hipovolemia (depletados), a contribuicdo dos
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receptores GABAg para a ingestdo de sodio pode ser diferente. Numa situacao de
saciedade na qual a ingestdo de sédio nao esta sendo estimulada, a ativagdo dos
receptores GABAg no NPBL é importante para se induzir a ingestdo de NaCl. Ja
numa situagdo na qual a ingestao de sédio foi previamente estimulada (deplecao de
sédio por 24 h), os receptores GABAg parecem nao estar envolvidos no efeito
facilitatorio sobre a ingestdo de sodio. Ja em relacdo aos receptores GABA,, a
ativagcdo destes parece ser fundamental para que haja ingestdo de sodio
independente do animal estar saciado ou depletado de sddio.

O protocolo de deplecao de sédio por 24 h tem como objetivo induzir apetite
ao sodio (ingestao de solugao hiperténica de NaCl, no caso, NaCl 0,3 M), sendo que
a ingestdo de agua associada a ingestao de NaCl 0,3 M & variavel. Algo semelhante
ocorre em ratos saciados, sendo que a ingestado de agua observada apds a ativagéo
gabaérgica no NPBL é variavel e pode ser ou um efeito direto do muscimol e
baclofen injetados no NPBL ou um efeito secundario da ingestdo de sodio. Para se
obter um resultado preciso sobre os efeitos da ativagao gabaérgica no NPBL sobre a
ingestdo de agua, seria necessario fazer protocolos que induzissem ingestédo de
agua, como por exemplo, privagao hidrica de 24 h, isoproterenol sc ou sobrecarga
intragastrica de salina hipertonica (NaCl 2 M).

Em animais saciados e normovolémicos que tiveram acesso apenas a agua,
mas nado ao sodio, inje¢des bilaterais de muscimol no NPBL, induziram uma
pequena ingestdao de agua (Callera e cols., 2005), enquanto que o baclofen injetado
no NPBL nao alterou a ingestao de agua. Estes resultados sugerem que a ingestao
de agua em animais saciados decorrente da ativagdo gabaérgica no NPBL, que
ocorre juntamente com a ingestdo de sodio, parece ser um efeito secundario a
ingestao de NaCl 0,3 M.

Tanto injecbes do agonista de receptores GABAA (muscimol), quanto dos
receptores GABAg (baclofen), promoveram um aumento na ingestdo de agua

induzida pela privagao hidrica de 24 h apds 150-180 min do inicio do teste.

A privagao hidrica de 24 h leva o animal a uma condicido de desidratacdo que
resulta em uma reducédo do volume (hipovolemia) e aumento da osmolalidade dos
liquidos corporais, alterando, assim, tanto o balang¢o hidrico, quanto o balanco de
eletrdlitos (McKinley e cols., 1983; Weisinger e cols., 1985), ou seja, a privagéo

hidrica levaria tanto a um quadro de desidratagao intracelular (indugdo da sede)
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quanto extracelular (inducdo da ingestdo de solugdo de NaCl), sendo uma
combinagdo da ativagdo do sistema renina-angiotensina e osmorreceptores
(Fitzsimons, 1985; Johnson e Edwards, 1990). Assim, na privagdo hidrica haveria
sinais tanto para ingestdo de agua quanto de sodio. Talvez, para que a ativagéo
gabaérgica (muscimol e baclofen) no NPBL aumente a ingestdo de agua seja

necessario que o sinal para ingestao de sodio esteja ativado e/ou desinibido.

Em resumo, a ingestdo de agua observada em ratos saciados apés ativagao
gabaérgica no NPBL parece ser secundaria a ingestdo de sddio. Dependendo do
protocolo estudado (privagdo hidrica), muscimol e baclofen podem promover um

efeito semelhante sobre a ingestao de agua.

Para se estudar a especificidade dos efeitos do muscimol e baclofen injetados
no NPBL sobre a ingestdo de sodio, foram também realizados protocolos nos quais
se mediu além das ingestdes de NaCl 0,3 M e agua, também a ingestao de alimento,
em duas condicbes experimentais diferentes: ratos saciados e ratos privados de
alimento por 24 h.

Em ratos saciados, injegées bilaterais de muscimol no NPBL promoveram uma
ingestao de sdédio 2 h apds o inicio do experimento e ingestdo de agua no final do
experimento sem afetar a ingestdo de alimento. Ja em animais privados de racgao
por 24 h, observou-se uma ingestao de sodio 3 h apds o inicio do teste, sem serem
notadas alteragdes na ingestdo de agua ou alimento. Estes resultados reforcam a
idéia de que o efeito do muscimol no NPBL poderia ser especifico para o sédio.
Interessantemente, nos animais privados, a ingestdo de sodio s6 se iniciou mais
tardiamente (1 h apdés quando comparada aos animais saciados), o que pode ser
devido ao fato dos animais privados de alimento procurarem primeiro saciar esta
necessidade que € acompanhada pela ingestdo de agua, para entado ingerirem o
sodio.

Em relacado as injegdes bilaterais de baclofen no NPBL, foi observado em ratos
saciados, uma indugao da ingestdo de NaCl 0,3 M, sem alteragdes na ingestao de
agua ou alimento. Ja em animais privados de alimento por 24 h, baclofen injetado no
NPBL também induziu ingestdo de sodio e promoveu uma redugao da ingestao de
agua e de alimento ao longo de todo o experimento. Assim como ocorreu nos

animais que receberam muscimol, quando os animais foram privados de racéo,
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houve uma redugdo na ingestdo de sodio induzida pelo baclofen injetado
bilateralmente no NPBL.

Estudos anteriores mostraram o envolvimento do NPBL no controle da
ingestado de alimento, bem como do papel do nucleo parabraquial na formacéo de
associagbes oro-viscerosensoriais (Lee e cols.,, 1998; Sclafani e cols., 2001;
Trifunovic e Reilly, 2001; Simansky e Nicklous, 2002). Os mecanismos gabaérgicos
também participam do controle da ingestdo de alimento, sendo que muscimol ou
baclofen injetados na por¢ao externa do nucleo accumbens promovem uma intensa
ingestao de alimento, sem afetar a ingestdo de agua, em ratos saciados (Stratford e
Kelley, 1997). Além disso, injecao sistémica de baclofen promove aumento da
ingestao tanto de dietas liquidas quanto sélidas em ratos (Ebenezer, 1995) e ja foi
observado que ha liberagdo de GABA em regides da zona incerta quando os
animais privados de alimento véem e ingerem alimento, 0 mesmo ocorrendo em
animais fisiologicamente depletados de sédio que véem e ingerem solugdes de sal,
sendo que nestes animais a liberagdo de GABA em resposta a visédo e a ingestao do
alimento foi significativamente reduzida (Kendrick e cols., 1991).

Estes dados da literatura mostram um envolvimento do NPBL e de
mecanismos gabaérgicos no controle da ingestdo de alimento, porém quando
muscimol foi injetado no NPBL tanto ratos saciados quanto privados de alimento
apresentaram uma intensa ingestdo de sédio, sem alteragbes na ingestdo de
alimento, reforgcando a sugestao de que a ativacédo de receptores GABAA no NPBL
nao promove uma ativagao generalizada do comportamento ingestivo. Os resultados
também sugerem que a administracdo de baclofen no NPBL pode promover efeitos
diferentes de acordo com o comportamento ingestivo e o protocolo estudado.
Todavia, independente do animal estar ou ndo privado de ragao, baclofen injetado
no NPBL induz ingestao de sodio.

Em resumo, quando ha disponibilidade de alimento durante o experimento,
embora haja um pequeno aumento na ingestdo de agua, parece que o efeito mais
proeminente do muscimol injetado no NPBL seja a indugdo da ingestdo de sdédio.
Todavia, inje¢cdes de baclofen no NPBL parecem promover uma facilitacdo da
ingestao de sddio, enquanto inibem as ingestdes de agua e de alimento.

Em animais depletados de sddio, para se verificar a especificidade dos efeitos
de inje¢des bilaterais de muscimol e baclofen no NPBL sobre a ingestdo de NaCl 0,3

M, foi feito um teste no qual os animais tiveram disponiveis trés buretas contendo:
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NaCl 0,3 M, agua e sacarose 2%. Os resultados mostraram que quando sacarose
estava disponivel o efeito inibitério da ativacdo gabaérgica no NPBL sobre a
ingestdo de sodio desapareceu. Injegcbes bilaterais de muscimol no NPBL
aumentaram as ingestdes de NaCl 0,3 M e agua, sem alterar a ingestao de sacarose
2%. Em relagdo ao baclofen, ndo foram observadas diferengas estatisticas em
relacdo ao controle para nenhuma das ingestbes analisadas (NaCl 0,3 M, agua e
sacarose 2%). Estes resultados sugerem que os efeitos observados sobre a
ingestdo de NaCl 0,3 M promovidos pela ativagdo gabaérgica no NPBL ndo sao
decorrentes de uma facilitagdo generalizada do comportamento ingestivo.

Ha relatos na literatura que mostram que a ativacdo gabaérgica em diferentes
areas cerebrais pode aumentar a ingestao de solu¢des de sacarose. Assim, inje¢des
de muscimol na parte externa do nucleo accumbens promovem um grande aumento
na ingestdo de sacarose, sem afetar as ingestbes de agua, salina ou sacarina
(Basso e Kelley, 1999); quando injetado na area tegmental ventral, muscimol
aumenta o numero total de resposta de reforgo a sacarose (Hodge e cols., 1996),
enquanto que a administracéo sistémica de baclofen atenua esta resposta de reforgo
a sacarose (Anstrom e cols., 2003). Além disso, o nucleo parabraquial parece estar
envolvido no controle da ingestdo de sacarose, pois estudos mostraram que injegao
de midazolam (agonista de receptores benzodiazepinicos) no nucleo parabraquial
(NPB) aumentou o consumo de solugdo de sacarose 3% em ratos nao privados
(Higgs e Cooper, 1996) e que também ha expressao da proteina c-fos no nucleo
parabraquial lateral e medial apds ingestdo voluntaria de sacarose (Streefland e
cols., 1996). Estes dados, juntamente com os obtidos no presente trabalho, mostram
que apesar do fato do NPBL e do mecanismo gabaérgico participarem do controle
da ingestao de sacarose, em animais depletados de sddio a ativagdo gabaérgica do
NPBL altera a ingestdo de sodio, sem alterar a ingestdo de sacarose, reforcando a
idéia de que os efeitos do muscimol no NPBL possam ser especificos para o sddio
na condicdo experimental estudada. Todavia, a presenga da sacarose, afetou o

efeito facilitatoério do baclofen sobre a ingestao de sédio.

2. Efeitos da ativagao gabaérgica no NPBL sobre a expressao da proteina c-fos

e a atividade de neurénios serotoninérgicos e ocitocinérgicos.
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2.1 Estudo da expresséo da proteina c-fos em animais saciados e normovolémicos
submetidos a ativagdo gabaérgica no NPBL sem acesso a solugdo de NaCl 0,3 M e
agua.

Foram estudados os efeitos da administracdo de salina, muscimol ou baclofen
no NPBL sobre a expressao da proteina c-fos. Os resultados mostraram que dentre
as areas do bulbo analisadas houve expressao da proteina c-fos no NTSc, tanto
para animais tratados com muscimol quanto com baclofen. Nem baclofen, nem
muscimol induziram expressao de c-fos na AP. Na ponte, houve aumento da
expressdo de c-fos ap6s as inje¢cdes de salina, muscimol ou baclofen no NPBL
comparado com o controle sem injegcdes centrais, porém nao houve diferenca
estatistica entre os trés tratamentos. Interessantemente, as areas prosencefalicas
conhecidas por estarem envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico como:
OVLT, NPOMd, NPV, NSO e Amg nao apresentaram aumentos na expressao da
proteina c-fos e além disso, ocorreu uma redugao na expressao da proteina c-fos no
NPOMv em animais tratados com muscimol ou baclofen no NPBL. No OSF, apenas
o tratamento com baclofen no NPBL reduziu a expressdo de c-fos em relagdo ao
controle (sem injegdes no NPBL), mas ndo em relagédo ao grupo salina.

O NPBL é uma area responsavel por integrar informagdes, sendo que recebe
projecdes aferentes da AP e da porgdo medial do nucleo do trato solitario (NTSm) e
faz conexbes com areas prosencefadlicas envolvidas no controle do balangco
hidroeletrolitico, como nucleos especificos do hipotalamo e amigdala (Ciriello e cols.,
1984; Shapiro e Miselis, 1985; Herbert e cols., 1990; Krukoff e cols., 1993;
Jhamandas e cols., 1996), portanto, o NPBL poderia integrar as informacgdes
ascendentes do NTSm e AP que por sua vez poderiam influenciar a atividade das
areas prosencefalicas envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico. Sabendo-
se que a ativagao gabaeérgica no NPBL induz ingestdo de agua e sddio, seria
possivel que este tratamento ativasse algumas das areas cerebrais que ja se sabe
estarem envolvidas com o controle da ingestdo de agua e/ou sédio como o OSF,
regiao AV3V, hipotalamo e amigdala (Wolf, 1967; Simpson e Routtemberg, 1973;
Covian e cols., 1975; Brody e Johnson, 1980; Mangiapane e Simpson, 1980;
Schulkin e Fluharty, 1985; Schulkin e cols., 1989; Galaverna e cols., 1991), porém,
nao foi observado um aumento de expressdo da proteina c-fos nessas areas,
apenas um reducao no NPOMyv. O fato de nao ter ocorrido alteragao na expressao

da proteina c-fos nas outras areas prosencefalicas estudadas, inclusive, algumas
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que fazem parte da regido AV3V, nao exclui a participagdo delas na resposta de
ingestdo promovida pela injecdo de muscimol ou baclofen no NPBL. E possivel que
outros genes possam estar sendo ativados, bem como o tempo aguardado (2 h)
para que houvesse a expressao de c-fos ndo tenha sido suficiente, embora, esteja
em torno do periodo em que os animais iniciam a ingestdo de sdédio. Outra
interpretacdo € que nao seria necessaria ativagdo dessas areas prosencefalicas
para a ingestdo de sédio e agua produzida pelas inje¢des de muscimol ou baclofen
no NPBL, ou entdo, que a ativagao basal dessas areas por niveis normais de ANG I
presentes ja seria suficiente para induzir ingestdao de agua e NaCl na presenga de
muscimol ou baclofen no NPBL.

Relatos da literatura mostram que tanto o NPBL quanto o NTS estdo
envolvidos e podem interagir entre si no controle da ingestdo (Edwards e Ritter,
1989; Flynn e cols., 1991; Jhamandas e Harris, 1992; Otake e cols., 1992; Kobashi e
cols., 1993; Grabauskas e Bradley, 1996; Di Lorenzo e Monroe, 1997; Hochstenbach
e cols, 1993; Carlson e cols., 1997; Hochstenbach e Ciriello, 1997; Carlson e cols.,
1998; Houpt e cols., 1998; Zittel e cols., 1999; Schreihofer e cols., 2000; Len e Chan,
2001; Masubushi e cols., 2004) e os resultados obtidos através do estudo
imunohistoquimico mostrados no presente estudo sugerem que a ativagdo neuronal
do NTS possa estar envolvida na ingestdo de sodio induzida pelas inje¢des bilaterais
de muscimol e baclofen no NPBL.

Todavia é importante ressaltar que tanto o NTS quanto o NPBL estéo
envolvidos no controle da regulagdo cardiovascular. Estudos ja mostraram que
alteragdes na PA podem induzir expressdo da proteina c-fos no NTS (Murphy e
cols., 1994; Graham e cols., 1995; Li e Dampney, 1995; Xie e cols., 2000). Portanto,
ativacao de receptores GABA no NPBL poderia levar a alteracbes da PAM e,
consequentemente, a expressdao de c-fos observada no NTS poderia ser um
resultado da alteracdo da PAM e ndo um efeito direto da ativacdo de receptores
GABA no NPBL. Resultados apresentados nesta tese mostraram que injegdes
bilaterais de muscimol, mas nao baclofen, no NPBL promoveram um aumento da
PAM basal o qual poderia estar contribuindo para a expressao da proteina c-fos no
NTS.

Em resumo, em ratos saciados sem acesso ao sodio, a inibicdo da atividade
do NPBL através da ativacdo gabaérgica neste nucleo promove um aumento da

atividade no NTSc e uma reducgao na atividade do NPOMuv.
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2.2 Estudo da expressdo da proteina c-fos e da atividade de neurbnios
ocitocinérgicos e serotoninérgicos em animais saciados e depletados de sodio que
tiveram ativagdo gabaérgica (muscimol) no NPBL e com livre acesso a soluggo de
NaCl 0,3 M e agua

Apenas a deplecao de sodio (ratos tratados com o diurético furosemide + dieta
deficiente de sodio + agua por 24 h, sem injecdes centrais) e sem acesso a agua e
NaCl promoveu um aumento na atividade do OSF e uma reducé&o na expressao da
proteina c-fos no NSO, NPBL, RDa, RMna, RPn e RPa indicando que as alteracdes
de atividade dessas areas poderiam facilitar a ingestdo de sodio nos animais
depletados. Quando animais depletados de s6dio que receberam salina no NPBL
tiveram acesso a solugao hipertonica de NaCl e agua, foi observado um maior
aumento na atividade do OSF, bem como um aumento na expressao da proteina c-
fos no NPV, NSO, NMA, NPBL, NPBM e AP. No NPV e NSO, observou-se um
aumento na atividade de neurbnios ocitocinérgicos, e a ingestdo de sodio em
animais depletados também promoveu um aumento na atividade de neurbnios
serotoninérgicos na RPa. Estes resultados sugerem que estas areas poderiam estar
sendo ativadas ou pelo aumento da osmolaridade decorrente da ingestado de NaCl
hiperténico ou pela expanséo de volume.

Estudos anteriores ja haviam demonstrado que apenas a deplecao de sédio
por 24 h promove expressao de c-fos no OSF (100% dos animais estudados) e no
OVLT (40 % dos animais estudados) (Rowland e cols., 1996), sugerindo que essas
areas (OSF e OVLT) estariam envolvidas na ingestdo de NaCl induzida pela
deplecédo. Houpt e cols. (1998) mostraram que a expressao da proteina c-fos no
OSF devido a deplegao permanece aumentada mesmo 90 min apds 0 acesso ao
sédio voltando aos niveis basais (sem deplegao) apds 12 h. Ja no presente estudo,
nao foram observadas alteracdes na expressao da proteina c-fos no OVLT, porém
ocorreu um aumento na expressao de c-fos no OSF que foi aumentada apds o
acesso ao sodio.

Varios estudos sugerem um papel inibitério da ocitocina em relagéo a ingestao
de sodio. Injecao icv de ocitocina inibe o apetite ao sédio induzido por coldide
(Stricker e Verbalis, 1996) e parece que receptores ocitocinérgicos centrais estariam
primariamente envolvidos na inibicdo da ingestdo de sodio mediada por
osmolaridade (Blackburn e cols., 1995). Estudo de Blackburn e cols. (1992) mostrou

que administragdao de pequenas doses de ANG Il ativa neurdnios ocitocinérgicos no

163



Discussao

NPV e sugere que algumas das vias ocitocinérgicas centrais ativadas poderiam
mediar um efeito inibitério que limitaria a ingestao de sodio induzida pela ANG I1. Ja
foi observado que em camundongos knockout para ocitocina ha um aumento de trés
vezes na ingestdo de NaCl 2% induzida por polietilenoglicol (PEG) quando
comparados ao controle (Rigatto e cols., 2003). Injecdo de antagonista da ocitocina
promoveu ingestao tanto de agua quanto de sodio, além de aumentar a expressao
da proteina c-fos no OVLT e NPOM (Fitts e cols., 2003), sugerindo uma atividade
inibitéria ténica da ocitocina que uma vez bloqueada poderia aumentar a atividade
no OVLT e NPOM estimulando a ingestdo de agua e sddio. Os resultados
mostraram um aumento na expressao da proteina c-fos no NPV e NSO, bem como
na atividade dos neurénios ocitocinérgicos, quando os animais depletados de sodio
tiveram acesso a solugdo hipertbnica de NaCl. Assim sendo, seria possivel que
quando animais depletados de sédio ingerem solugdo de NaCl 0,3 M haveria um
aumento da osmolaridade que poderia ativar os neurdnios ocitocinérgicos com o
objetivo de limitar a ingestdo de sodio. Ja em ratos depletados de sodio sem acesso
ao NaCl, observou-se uma redugao apenas na atividade do NSO, mas n&o nos
neurénios ocitocinérgicos, sugerindo que uma redugao na atividade deste nucleo
também possa contribuir para a ingestao de NaCl desencadeada pela deplecao de
sodio.

Analisando o complexo amigdaldéide, varios estudos ja mostraram a
importancia da amigdala para o controle da ingestdo de agua e sodio. Lesbes
eletroliticas bilaterais do complexo amigdaloide podem aumentar ou diminuir a
ingestdo de NaCl 1,5% dependendo da dimensédo e da porgdo do complexo
amigdaldide que foi danificada pela lesdo (Gentil e cols., 1968). Lesdo da regiéao
medial do complexo amigdaldide (NMA) foi capaz de abolir a ingestdo de NaCl
induzida por mineralocorticéides (Nitabach e cols., 1989; Zhang e cols., 1993), assim
como lesdo bilateral do NCA reduz a ingestdo de NaCl induzida por diferentes
protocolos (Galaverna e cols., 1991; Galaverna e cols., 1993; Seeley e cols., 1993;
Zardetto-Smith e cols, 1994; Ganaraj e Jeganathan, 1998), além da ingestdo néao
estimulada de NaCl (Seeley e cols., 1993), sugerindo que o NCA exerceria um papel
excitatério no comportamento ingestivo. Lesdes realizadas bilateralmente no NBLA
aumentaram a ingestdo de alimento e agua, enquanto que lesdes bilaterais do NCA
levaram a uma redug¢ao do comportamento ingestivo (Ganaraj e Jeganathan, 1998),
reforcando a idéia de que o NCA teria uma acao excitatdria sobre 0 comportamento
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ingestivo (Galaverna e cols., 1991; Galaverna e cols., 1993; Seeley e cols., 1993;
Zardetto-Smith e cols, 1994; Ganaraj e Jeganathan, 1998) e sugerindo uma fungao
inibitoria do NBLA sobre a ingestdao (Ganaraj e Jeganathan, 1998). No presente
estudo, apenas a deplecao de sddio mostrou uma tendéncia em reduzir a expressao
da proteina c-fos em todos os subnucleos da amigdala analisados (NCA, NBLA e
NMA), com uma tendéncia em retornar a atividade destes nucleos aos niveis basais
(animais saciados) quando animais depletados de sodio tiveram acesso ao NaCl,
todavia esse aumento na expressao da proteina c-fos foi significante apenas no
NMA. Portanto, seria possivel, que na condi¢cao experimental realizada, o aumento
da osmolaridade ou expansao de volume decorrentes da ingestao de sédio levaria a
ativacao do NMA, talvez com o intuito que restringir uma ingestdo excessiva.

Os resultados mostraram que apenas a deplec¢ao de sédio por 24 h mostrou
uma tendéncia em reduzir a atividade da AP e estatisticamente houve um aumento
na expressao da proteina c-fos na AP quando animais depletados de sédio com
acesso ao NaCl foram comparados aos animais depletados sem acesso ao NacCl,
mas nao em relagao aos animais saciados. Ja em relagdo ao NTS, apenas a por¢ao
lateral do NTSc apresentou um aumento da atividade em animais depletados de
sddio com acesso ao sodio em comparagao aos animais saciados. Estes resultados
estdo de acordo com estudos prévios que mostraram que apenas a deplecdo de
sédio nao foi suficiente para alterar significativamente a imunorreatividade para a
proteina c-fos no NTS ou AP, sendo que em ambos os nucleos a expressao da
proteina c-fos foi aumentada apds a ingestao de soédio (Houpt e cols, 1998; Franchini
e Vivas, 1999; Franchini e cols., 2002), sugerindo que AP e NTS seriam ativados em
situagdes nas quais os animais ingerem solu¢ao de NaCl.

Varios estudos ja mostraram um papel inibitério da serotonina para a ingestao
de agua e sodio (Menani e cols., 1996; Menani e cols., 1998; De Gobbi e cols., 2000;
Lima e cols., 2004), sendo que a deplegdo de serotonina cerebral aumenta a
ingestao de sédio induzida por deplegdo de sédio por 24 h (Lima e cols., 2004).
Franchini e cols (2002) mostraram que ratos depletados de sédio através da técnica
de dialise peritoneal e que tiveram acesso a solugdo de NaCl apresentaram um
aumento na expressdao da proteina c-fos e na atividade de neurbnios
serotoninérgicos na RDa, RDm, RMna, RMnm, RPa. Estes resultados sugerem que
ativacdo de neurbnios serotoninérgicos no sistema da rafe poderia participar do
controle do apetite ao sédio. Nos presentes resultados, observou-se que a deplegao
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por si s6, reduziu a atividade na RDa, RMna, RPn e RPa, sem alterar a atividade dos
neurdnios serotoninérgicos, porém quando os animais tiveram acesso a solugao de
NaCl a atividade da RDa e RPn voltaram aos niveis basais (saciados), enquanto que
a atividade da RMna e RPa se manteve reduzida. Interessantemente, embora a
atividade da RPa tenha se mantido reduzida nos animais depletados apds a
ingestdo de sddio, houve um aumento da atividade de neurdnios serotoninérgicos.
Estes resultados condizem com estudos prévios, sugerindo um envolvimento do
sistema da rafe na regulacdo do apetite ao sddio, além de sugerir que enquanto a
reducdo da atividade da RDa, RMna, RPn e RPa, podem estar envolvidas na
promogao da ingestdo de sédio induzida pela deplecao, a recuperagao da atividade
na RDa, RPn e a ativagdo de neurbnios serotoninérgicos na RPa podem estar

relacionados com os mecanismos envolvidos na inibi¢do da ingestéo.

Em relagdo ao NPB, estudos ja mostraram a presenga de neurdnios
responsivos a distensdo gastrica desde areas rostrais até areas mais caudais do
complexo parabraquial (Baird e cols., 2001). Salina hipertbnica administrada
intragastrica ou intravenosamente promove um aumento na expressao da proteina
c-fos no NPB e/ou NPBL (Hochstenbach, 1993; Kobashi e cols., 1993; Carlson e
cols., 1997), sugerindo que a atividade do NPB poderia ser alterada de acordo com
mudangas na concentragcédo de sodio plasmatica, bem como pela distensdo gastrica.
Os presentes resultados mostraram uma reducao na atividade do NPBL apenas com
a deplecao de sodio, todavia quando os animais puderam ingerir sddio a atividade
no NPBL voltou aos niveis basais, sendo que o NPBM apresentou uma maior
atividade em ratos depletados de sd6dio com acesso ao NaCl quando comparados
aos animais depletados sem acesso ao sddio, mas ndo em relagdo aos animais
saciados. E importante mencionar que apenas a administracdo de salina no NPBL,
promove um aumento na expressao da proteina quando comparados aos animais
saciados que n&o receberam injecées no NPBL, assim, uma vez que o0s animais
depletados sem acesso ao sédio ndo receberam inje¢cdes de salina, seria possivel
que a reducdo na expressao da proteina c-fos observada no NPBL se deva ao fato
de que a comparacao tenha sido feita com um grupo de animais saciados que

receberam injecdes de salina no NPBL.

Sumariando, em ratos depletados de sdédio ocorreu uma redugdo na

expressao da proteina c-fos no NSO, RDa, RMna, RPn e RPa; bem como um
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aumento na atividade do OSF, sugerindo que estas areas poderiam estar envolvidas
em promover a ingestao de soédio nos animais depletados. Por outro lado, 0 aumento
na expressdo da proteina c-fos no NPV, NSO, NMA e NPBM, bem como na
atividade de neurdnios ocitocinérgicos no NPV e NSO; e serotoninérgicos na RPa,
quando os animais tiveram acesso a solugao hiperténica de sédio e agua, sugerem
que estas areas poderiam participar da limitagdo do processo ingestivo, impedindo

uma ingestao excessiva de sodio e/ou agua.

Ativacéo gabaérgica no NPBL promove um aumento na ingestao de sédio
tanto em ratos saciados quanto depletados de sédio, o que poderia levar a alteragao
na atividade de areas cerebrais envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico.

Injecdes bilaterais de muscimol no NPBL em ratos saciados produziram uma
ingestado de sdédio de aproximadamente 25 ml em 3 h (nos animais que receberam
salina no NPBL a ingestao foi aproximadamente 0,5 ml de NaCl/3 h), além de um
aumento na expressao da proteina c-fos no NPV e NSO, porém ndo em neurénios
caracterizados como ocitocinérgicos. Também foi observado um aumento na
atividade de neurdnios serotoninérgicos na RPn. Em relacdo as outras areas
estudadas, verificou-se um aumento da expressdo da proteina c-fos no BNSTy,
NPOMd, NBLA, NCA, NMA, NPBM, AP, NTSr, NTSc e NTScl.

Como observado anteriormente em animais depletados de sodio, a ingestao
de solucéo hiperténica de NaCl promoveu um aumento na atividade do NPV, NSO,
NMA e NPBM, bem como na atividade de neurbnios ocitocinérgicos no NPV e NSO;
e serotoninérgicos na RPa; além de recuperar a atividade na RDa e RPn; e manter
reduzida a expresséo da proteina c-fos na RPa, sugerindo que a ingestdo de sodio
alteraria a atividade destas areas. Como apenas a ingestdo de sodio é capaz de
promover expressdo da proteina c-fos, seria possivel que a expressdo observada
nos animais saciados que receberam muscimol no NPBL e tiveram acesso ao sédio
seja devido ao sédio ingerido e ndo a ativagdo gabaérgica no NPBL, assim, foram
comparados animais depletados tratados com salina e animais saciados tratados
com muscimol no NPBL, por apresentarem uma ingestdo final semelhante
(depletado + salina: 184 vs saciado + muscimol: 2516 ml/3 h). Ratos saciados
tratados com muscimol no NPBL e com livre acesso ao sédio, apresentaram um
aumento na expressao da proteina c-fos no NSO e NPV, porém ndo em neurbnios

caracterizados como ocitocinérgicos, sugerindo que, embora haja ingestao de sédio,
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quando muscimol foi injetado no NPBL, ndo houve a esperada ativacdo dos
mecanismos ocitocinérgicos inibitérios. Em relacdo ao sistema da rafe, embora
tenha havido ingestdo de sodio, apenas foi observado um aumento na atividade de
neurénios serotoninérgicos na RPn, sendo que n&do foram observadas alteragdes
nas outras areas analisadas deste sistema. Quando comparados com o grupo de
animais depletados que recebeu salina no NPBL, animais saciados tratados com
muscimol apresentaram uma maior atividade de neurdnios serotoninérgicos na RDa
e RPn, bem como uma menor atividade de neurbnios serotoninérgicos na RPa.
Houve também um aumento na expressdo da proteina c-fos na RMna, BNSTv,
NPOMd, NBLA, NCA, NMA, NPBM, NTSr, NTSc e NTScl, bem como uma
diminui¢cdo da expressao da proteina c-fos no OSF. Seria possivel que nas areas
nas quais o grupo de animais saciados tratados com muscimol foi diferente do grupo
de ratos depletados tratados com salina, poderia estar sendo observado um efeito
do muscimol injetado no NPBL sob a expressdo da proteina c-fos, embora seja
importante ressaltar que sao situagdes fisiologicas diferentes.

Sumariando, em animais saciados tratados com muscimol e com acesso ao
sédio, a expressao de c-fos observada pode ser decorrente da inje¢do de muscimol
no NPBL, da estimulacdo orosensorial produzida pela solugao hiperténica de NacCl,
da ativagdo de mecanismos relacionados com a pos ingestdo ou de alteragbes na
concentracdo plasmatica de sédio. Ratos saciados tratados com muscimol e que
nao tiveram acesso ao sodio apresentaram alteracdo de atividade apenas em duas
areas cerebrais, um aumento na expressdo da proteina c-fos no NTSc e uma
reducdo no NPOMv, porém quando os animais tiveram acesso ao sodio, varias
outras areas apresentaram um aumento de atividade como o NPOMd, amigdala, AP
e NTSc (considerando-se apenas as areas que foram analisadas em comum nas
duas situacbes), além do fato de que desapareceu a redugdo observada na
atividade do NPOMv. Ja se comparando ratos tratados com muscimol no NPBL que
tiveram ou nao acesso ao sédio, observou-se que 0s animais com acesso ao sodio
apresentaram maior expressdo da proteina c-fos no NPOMd, OVLT, NPV, NSO,
amigdala e AP, sugerindo que a ativagao dessas areas possivelmente seja devido a
ingestao de solugao hipertonica de NaCl. Além disso, apesar de ingerirem sodio, o
grupo de animais saciados tratados com muscimol ndo apresentou o aumento
esperado na atividade de neurdnios ocitocinérgicos e de neurbnios serotoninérgicos

na RPa, o que poderia ser um efeito do muscimol, que ao retardar a ativagao dos
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mecanismos inibitdrios ocitocinérgico e serotoninérgico poderia estar contribuindo
para a ingestao de sédio.

Em animais depletados de sodio, inje¢cdes bilaterais de muscimol no NPBL
promoveram um aumento na ingestdo de sodio (34 ml/3 h) quando comparados aos
animais depletados que receberam injegdes de salina no NPBL (18 ml/3 h). Ja em
relacdo a expressao da proteina c-fos, o grupo de ratos depletados tratados com
muscimol apresentou um aumento da atividade no NSO (mas n&o em neurdnios
ocitocinérgicos), NPOMd, NPBL, NTSc e NTScl, sugerindo que alteragbes na
atividade dessas areas possam estar envolvidas no efeito natriorexigénico do
muscimol injetado no NPBL. Todavia, € importante mencionar, que a ingestao do
grupo de animais depletados tratados com muscimol € maior que do grupo de
animais depletados tratados com salina, e o efeito na expressédo da proteina c-fos
também poderia estar sendo decorrente da ingestdo de solugdo hipertdnica de
sodio.

Comparando-se os grupos de animais saciados e depletados tratados com
muscimol, embora s6 tenha aparecido uma diferenga significativa em relagdo a
ingestdo de sodio na primeira hora, o grupo depletado tratado com muscimol
apresentou uma maior atividade de neurénios ocitocinérgicos no NPV e NSO e
menor atividade de neurdnios serotoninérgicos na RDa, RPn, bem como uma maior
atividade de neurdnios serotoninérgicos na RPa. Houve também uma menor
expressao da proteina c-fos na RDa, RMna, RPn, BNSTv, NBLA, NCA e uma maior
expressdo no OSF no grupo depletado comparado com o grupo saciado sendo
ambos tratados com muscimol no NPBL. Embora a ingestdo final tenha sido
estatisticamente semelhante entre os grupos depletados e saciados tratados com
muscimol no NPBL, houve diferengas na expressao da proteina c-fos em algumas
areas cerebrais sugerindo que de acordo com a condi¢ao fisiolégica do animal
(saciado ou depletado de sodio) o efeito natriorexigénico decorrente da ativagao
gabaérgica no NPBL pode envolver a ativagédo ou inibicdo de areas cerebrais
diferentes. As diferencas observadas também podem ter sido decorrentes das
diferengas temporais para que a ingestao ocorresse ou a propria ingestao de sodio
possa promover uma maior ou menor alteracdo da atividade de areas cerebrais
dependendo da condicido experimental estudada.

Analisando os trés grupos que apresentaram ingestdo de sddio, a saber,

depletados tratados com salina e muscimol no NPBL e saciados tratados com
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muscimol no NPBL nao foram observadas diferencas na expressao da proteina c-fos
na AP, enquanto que animais tratados com muscimol no NPBL, independente de
estarem saciados ou depletados, apresentaram uma maior atividade do NTSc e
NTScl quando comparados ao grupo de animais depletados tratados com salina no
NPBL. Em relacdo aos subnucleos da amigdala (NBLA, NMA e NCA), animais
saciados tratados com muscimol apresentaram maior expressao de c-fos do que os
animais depletados, talvez devido ao fato, de que a deplegao por si s6 apresente
uma tendéncia em reduzir a expressao da proteina c-fos nestes subnucleos. Animais
depletados e saciados tratados com muscimol, em comparacdo com 0s animais
depletados tratados com salina, apresentaram maior atividade do NPBL e NPBM,
respectivamente. A atividade do NPOMd é menor em animais depletados tratados
com salina em comparagao aos animais tratados com muscimol. Em relagcdo ao
OSF, animais saciados tratados com muscimol apresentaram menor expressao
quando comparados aos animais depletados (tanto os tratados com salina quanto os
tratados com muscimol), talvez devido ao fato de que a deplec&o por si sé promova
expressao de c-fos no OSF.

E importante mencionar que em algumas das areas analisadas observou-se
tendéncias de reducdo ou ativagcdo, porém o baixo numero de animais pode ter
dificultado o aparecimento de diferengas estatisticas. Todavia, considerando-se os
resultados obtidos em animais saciados que tiveram ou nao acesso ao sédio, pode-
se considerar que o0 aumento na atividade do NTSc independe do animal ingerir ou
nao sodio, todavia ndo ha mais uma reducdo na atividade do NPOMv quando os
animais tiveram acesso ao soédio, sugerindo que uma redugdo na atividade do
NPOMv poderia ser importante para induzir a ingestdo de sodio, porém quando os
animais ingerem sodio, a atividade dessa area voltaria aos niveis basais, talvez com

o intuito de limitar a ingesté&o.

3. Participagao do NTSc e regiao AV3V no efeito natriorexigénico decorrente da

ativacao gabaérgica no NPBL em ratos saciados

3.1 Lesdo aguda do NTSc sobre a ingestédo de NaCl 0,3 M e agua induzida pela

ativagcéo gabaérgica no NPBL em ratos saciados
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Baseando-se nos estudos imunohistoquimicos, no qual ativagdo gabaérgica
no NPBL induziu expressao da proteina c-fos no NTSc, foi verificada a participagao
desta area no efeito natriorexigénico decorrente da ativagdo gabaérgica no NPBL.
Os resultados apresentados mostraram que lesdo do NTSc aumentou a ingestdo de
NaCl 0,3 M induzida pela ativagdo gabaérgica (baclofen e muscimol) no NPBL de
ratos saciados. Em relagdo a ingestdo de agua, a lesdo promoveu um aumento e
uma reducao da ingestdo de agua que acompanha a ingestdo de sodio induzida,
respectivamente, pelo baclofen e muscimol. Estes resultados sugerem que o NTSc
teria um papel inibitério importante sobre o efeito natriorexigénico decorrente da
ativacao gabaérgica no NPBL e estdo de acordo com os resultados obtidos no
estudo da expressao da proteina c-fos em animais sem acesso ao sédio, uma vez
que dentre as areas analisadas, somente o NTSc apresentou aumento na expressao
da proteina c-fos apds tratamento com baclofen e muscimol no NPBL em ratos
saciados.

Dados da literatura mostraram o envolvimento de areas bulbares em
processos relacionados ao comportamento ingestivo, sendo que estudos mostraram
que ha subpopulagdes no NTS que sdo ativadas pela CCK ou pela ingestao de
alimento e estdo envolvidas na regulagdo de curta duragdo da ingestao de alimento
(Zittel e cols., 1999) e a les&do crénica do NTS aumenta a resposta dipsogénica da
ANG II sistémica (Schreihofer e cols., 2000). Foi observado ainda que animais
depletados de soédio que tiveram acesso a solucdo de NaCl expressaram c-fos no
NTS (Houpt e cols., 1998) e que ratos submetidos a uma dieta rica em sal (8%)
apresentam um aumento das respostas mediadas pelos receptores GABAx e GABAg
no NTS (Masubushi e cols., 2004). O NTSr, por sua vez, apresenta interacdes
sinapticas complexas, sendo que a entrada de fibras aferentes gustatdrias geram
uma mistura complexa de potenciais excitatérios (glutamato) e inibitorios
(interneurbnios gabaérgicos — primariamente sinapses GABA,), sugerindo uma
complexa interagdo sinaptica no processamento da informagdo gustatéria
(Grabauskas e Bradley, 1996). Estes dados mostram um papel importante do NTS
no controle do comportamento de ingestao.

Relatos sugerem uma interagao entre o NPB e areas bulbares em relagdo ao
comportamento de ingestdo. Lesdo do NPB e bloqueio do NTS prejudicam a
expressao comportamental do apetite ao sal (Flynn e cols., 1991). Ademais, leséo
da AP promove um aumento na ingestdo de alimentos altamente palataveis, sendo
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este efeito abolido se os animais tiverem lesdo do NPBL (Edwards e Ritter, 1989).
Estudos sugerem ainda uma conectividade funcional para transferéncia de
informagdes em relacdo ao sabor entre o NTS e NPB (Di Lorenzo e Monroe, 1997),
além da existéncia de conexdes reciprocas entre o0 NTS e NPB, indicando a
presenca tanto de projegcdes excitatérias quanto inibitérias para o nucleo pontino
(Jhamandas e Harris, 1992). Dados mostraram que o subnucleo medial do NTS
envia proje¢cdes para o NPB (Hochstenbach e Ciriello, 1997), sendo que o NTSc
envia projecdes para o NPB lateral e medial e KF (Otake e cols., 1992). Também ha
um estudo sugerindo uma projegdo descendente gabaérgica direta do subnucleo
Koelliker-Fuse (KF) e areas ao redor do complexo do NPB para o NTS, sendo que a
inibicdo de atividade do NPB, através da administracdo de lidocaina, diminui a
concentragdo de GABA no NTS (Len e Chan, 2001). Portanto, seria possivel que a
ativacdo gabaérgica no NPBL através desta projecdo descendente possa estar
alterando a atividade de neurdnios do NTS.

Administracdo endovenosa ou intragastrica de salina hiperténica promove a
expressao da proteina c-fos no NTS e no NPB (Hochstenbach e cols, 1993; Kobashi
e cols., 1993; Carlson e cols., 1997; 1998), sugerindo um possivel aumento de
atividade destas duas areas frente a um aumento na concentragcao de sédio. Assim,
seria possivel que a ingestdo de sddio induzida pela ativagado de receptores GABA
no NPBL possa estar ativando mecanismos inibitérios para a ingestdo de sodio no
NTSc e uma vez feita a lesdo dessa area, estes mecanismos inibitérios estariam
abolidos e, portanto, ratos com lesdo do NTSc tratado com muscimol ou baclofen no
NPBL iriam ingerir uma quantidade maior de NaCl 0,3 M quando comparados ao
seus respectivos controles (lesdo ficticia + muscimol ou baclofen).

Em resumo, associando os resultados obtidos através do estudo
imunohistoquimico e de lesdo em ratos saciados temos que ha um aumento da
expressdo da proteina c-fos no NTSc cuja lesdo potencializa o efeito
natriorexigénico do muscimol e baclofen injetados bilateralmente no NPBL,
indicando um efeito inibitério do NTSc sobre a ingestdo de sdédio induzida pela

ativacao gabaérgica no NPBL.

3.2 Lesdo aguda da regido AV3V sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida

pela ativagdo gabaérgica no NPBL em ratos saciados
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Os resultados mostraram que lesdo aguda da regido AV3V aboliu tanto o
efeito natriorexigénico quanto a ingestdo de agua promovidos por injecdes bilaterais
de baclofen (1° dia de lesdo) e muscimol (3° dia de lesdo), sugerindo que a
integridade da regido AV3V €& importante para a completa expressdo do
comportamento ingestivo desencadeado pela ativagao gabaérgica no NPBL.

A regiao AV3V (anteroventral do 3° ventriculo) compreende o OVLT, nucleo
predptico mediano e nucleo predptico periventricular, sendo que a integridade desta
regido é importante para a ingestdo de agua induzida por ANG II, salina hipertdnica
e carbacol (Buggy e Johnson, 1977; Brody e Johnson, 1980; Johnson, 1985;
Colombari e cols., 1992, 1992a; Gongalves e cols., 1992; Valladao e cols., 1992;
Johnson e Gross, 1993). Estudos mostraram que a regido AV3V também é
importante para a ingestdo de soédio, sendo que a ingestdo diaria de NacCl
hipertbnico estava reduzida em ratos com lesdo da regido AV3V que foram
alimentados com uma dieta deficiente de sédio (Buggy e Bealer, 1987). Além disso,
animais com lesao da regido AV3V tiveram uma redugdo na ingestdo de salina
hipertdnica no teste de apetite ao sédio quando submetidos a uma deplegdo aguda
de sddio ou decorrente da administragao icv de renina (Fitts e cols., 1990; De Luca e
cols., 1992; Vivas e Chiaraviglio, 1992). Portanto, observa-se que a regiao AV3V é
importante tanto para o controle da ingestdo de sodio quanto para a ingestdo de
agua. Injegcao de ANG Il na regido AV3V induziu ingestdo de agua e de NaCl 3%,
sugerindo que a regiao AV3V é importante para a ingestdo de salina hiperténica
induzida por ANG Il (Camargo e cols., 1991). Estudos ainda mostraram que infusao
de ANG Il no ventriculo cerebral induz ingestdo de agua e expresséo da proteina c-
fos no NPBL, sendo estes efeitos reduzidos pela lesdo da regido AV3V (Xu e
Herbert, 1995), sugerindo que a integridade da regidao AV3V é necessaria para que a
ativacdo angiotensinérgica central promova alteragao na atividade do NPBL. Por
outro lado, a lesédo da regido AV3V nao altera a expressao da proteina c-fos no NPB
decorrente da infusdo de salina hipertbnica (Hochstenbach e Ciriello, 1996),
sugerindo que a capacidade de alteragdes na osmolalidade plasmatica e/ou
concentracdo de sédio afetar a atividade do NPB independente da regido AV3V.
Resultados recentes (dado ndo publicado) mostraram que a administragédo prévia de
losartan (antagonista de receptores angiotensinérgicos do tipo AT1) no ventriculo
lateral reduziu o efeito natriorexigénico decorrente das inje¢des bilaterais de

muscimol no NPBL. Portanto, em virtude destes dados, verifica-se a importancia da
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regidao AV3V e uma possivel interagao funcional entre o NPBL e a regidao AV3V no
controle da ingestao de sddio e agua, sendo possivel que ao lesar a regiao AV3V,
mecanismos neurais importantes (por exemplo, vias angiotensinérgicas),
necessarios para o desencadeamento do comportamento das ingestdes de sodio e
de agua decorrente da ativagdo gabaérgica no NPBL, poderiam estar sendo
danificados, e consequentemente, haveria uma inibicdo dos comportamentos
ingestivos estudados.

E importante ressaltar que os experimentos agudos foram realizados durante a
fase de adipsia (duracéo de ~ 7 dias) promovida pela lesdo da regiao AV3V (Brody
e Johnson, 1980; De Luca e Menani, 1996), sendo que no 1° dia apds a lesao da
regiao AV3V, os ratos receberam injecao de salina seguida 4 h apds por injegdes de
baclofen no NPBL, e um protocolo semelhante foi realizado no 3° dia apds a leséao,
quando foram realizadas inje¢cdes de muscimol no NPBL. Curiosamente, os animais
com lesao da regidao AV3V (3° dia) que receberam injecbes de salina no NPBL
tiveram uma indugéo na ingestdo de agua em comparagado com o grupo leséo ficticia
+ salina, e apresentaram uma tendéncia em aumentar também a ingestdo de NacCl
0,3 M, porém esta, nao foi significativa. Seria possivel que ratos com lesdo aguda da
regiao AV3V que ja foram submetidos a um experimento prévio (1° dia de
experimento com baclofen) embora ainda se encontrem numa situagcado de adipsia,
ingiram agua e sodio, apds serem manipulados e na auséncia de alimento, ou seja,
quando se encontram numa situagao de experimento. Além disso, apdés o primeiro
dia de lesdo, buretas contendo solu¢ao de sacarose 10% (solugéo palatavel) foram
oferecidas aos animais na tentativa de evitar uma desidratagdo muito severa nesses
animais com adipsia. No momento do experimento, estas buretas foram retiradas e
apenas buretas contendo agua e NaCl 0,3 M foram oferecidas aos animais, talvez, o
fato de retirar e nao retornar a sacarose, possa ter feito que num primeiro momento
0os animais bebessem agua e NaCl 0,3 M (as ingestbes ocorreram praticamente
dentro dos primeiros 90 min apds manipulagao).

Embora o estudo imunohistoquimico mostre que, ou ndo houve alteragao da
atividade, ou até diminuicdo da atividade de areas que fazem parte da regidao AV3V,
a lesdo da regido AV3V inibe a ingestdo de sodio induzida pela ativagdo de
receptores GABA no NPBL, sugerindo que a regido AV3V exerceria um papel

facilitatorio para o desencadeamento deste comportamento ingestivo.
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Associando-se os resultados referentes a lesdo do NTSc e a regidao AV3V
sobre a ingestao de NaCl 0,3 M e agua induzida pela ativagao gabaérgica no NPBL
em ratos saciados, € possivel se sugerir uma interacdo entre essas trés areas. O
NPBL recebe aferéncias do NTS/AP e envia proje¢cbes para areas prosencefalicas
envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico. Estudos anteriores mostraram
que o NTS/AP teria um papel inibitério sobre a ingestao de sédio, enquanto que a
regiao AV3V, uma regiado prosencefalica, teria um efeito facilitatorio sobre a ingestao
de sddio, sendo que, a lesdo do NTSc potencializou, enquanto que a lesdo da regido
AV3V aboliu, o efeito natriorexigénico decorrente da ativagao gabaérgica no NPBL.

A ativacao gabaérgica no NPBL inibiria a atividade deste nucleo, eliminando os
sinais inibitorios para a ingestdo de sédio provenientes do NPBL para as areas
prosencefalicas, induzindo assim a ingestdo de sodio. Quando o animal ingere
sodio, haveria uma expansao de volume e aumento da osmolaridade que ativariam
sensores periféricos (baroreceptores arteriais, cardiopulmonares, receptores
gustatorios e viscerais) que enviariam sinais para o NTS/AP com o intuito de inibir a
ingestado de sodio. Portanto, a lesdo da regido AV3V aboliria a ingestdo, enquanto
que a lesao do NTS facilitaria a ingestao de sédio induzida pela ativagao gabaérgica
no NPBL (Figura 49).

E importante mencionar, que como a lesdo do NTS potencializou a ingestéo de
sédio, isso sugere que o NTS estaria freando a ingestao induzida pelo muscimol ou
baclofen no NPBL. Como a atividade do NPBL, estaria inibida pela ativacao
gabaérgica, esta inibigdo da ingestao seria por uma via independente do NPBL, que
poderia se projetar diretamente para areas prosencefalicas relacionadas com a
ingestéo de sédio.

Em relacdo a regido AV3V apenas a ativacdo gabaérgica no NPBL,
praticamente ndo alterou a atividade desta regido, sugerindo que a retirada do
mecanismo inibitério poderia estar levando a liberagcdo de um mecanismo facilitador
basal que associado a retirada do mecanismo inibitério para outras areas, poderia
ser o responsavel pela ingestdo de sodio, por meio da ativagao de outras areas cuja

atividade nao foi analisada pelo estudo imunoistoquimico.

4. Interagcao entre diferentes mecanismos neuronais no NPBL no controle da

ingestao de NaCl 0,3 M e agua em ratos saciados
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4.1 Interagdo entre mecanismos adrenérgicos a, e gabaérgicos

Em relacdo a ingestdo de NaCl 0,3 M, observou-se que a administragao prévia
de RX 821002 (10 nmol - antagonista receptores adrenérgicos o) reduziu
parcialmente o efeito natriorexigénico do muscimol (ultimos 90 min de experimento)
e do baclofen (ultimos 30 min de experimento). Em relagdo a ingestdo de agua, RX
82110 aboliu a ingestdo de agua em animais tratados com muscimol e ndo afetou a
ingestdo de agua em animais tratados com baclofen. E importante ressaltar que
quase a totalidade da agua ingerida é decorrente da ingestao de NaCl hipertdnico, e
nao um efeito direto da ativacdo gabaérgica no NPBL, sendo que o muscimol no
NPBL induz uma ingestdo de agua de ~ 4 ml, enquanto que o baclofen, ndo altera a
ingestdo de agua em ratos saciados. Portanto, parece que a ativagdo de
mecanismos adrenérgicos o, nho NPBL participa do efeito natriorexigénico
desencadeado pela ativagdo gabaérgica no NPBL, sendo mais evidente esta
participacado, nos animais tratados com muscimol em comparagao aos tratados com
baclofen.

Estudos anteriores ja haviam demonstrado um envolvimento de receptores
adrenérgicos a, no NPBL no controle da ingestdo de sddio, sendo que a ativagao de
receptores adrenérgicos az no NPBL em ratos tratados com furosemide sc +
captopril sc (inibidor da enzima conversora de ANG IlI, em baixas doses) promove
uma ingestao de NaCl 0,3 M final semelhante a dos ratos saciados que receberam
muscimol ou baclofen no NPBL, sendo este efeito abolido pela administracdo prévia
de RX 821002 (10 nmol) (Andrade e cols., 2004). Foi observado que a administracéo
prévia de bicuculina (antagonista de receptores GABAa) no NPBL reduz
parcialmente o efeito da moxonidina (agonista de receptores adrenérgicos
ap/imidazdlicos) sobre a ingestdo de sddio induzida pelo tratamento com furosemide
sc + captopril sc (Andrade e cols., 2004a), sugerindo que parte dos efeitos da
moxonidina no NPBL depende da ativacdo gabaérgica e os presentes resultados
mostram que os efeitos produzidos pela ativagdo gabaérgica no NPBL também
dependem parcialmente da ativagao dos receptores adrenérgicos o..

Dados anteriores ja demonstraram uma interacdo entre receptores
adrenérgicos oz € mecanismos gabaérgicos. Ativagdo gabaérgica pode modular a
liberagdo de noradrenalina no nucleo predptico mediano (Sakamaki e cols., 2003;

2004) e no OSF (Tanaka e cols., 2002) e ativagao de receptores GABAg na regiao
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do nucleo infundibular do hipotalamo ventromedial diminui o tdnus noradrenérgico
(Tomaszewska-Zaremba e Przekop, 2005). Também ja foi observado que ativagao
de receptores adrenérgicos oz em neurbnios pré—sinapticos gabaérgicos
(localizados na regido parvocelular do nucleo paraventricular hipotalamico) diminui a
frequéncia de correntes sinapticas inibitérias espontaneas (Han e cols., 2002).
Portanto, verifica-se que ha uma interagdo entre mecanismos gabaérgicos e
adrenérgicos ap, sendo que a ativagado de um mecanismo pode modular a atividade

do outro.

4.2 Interagdo entre mecanismos serotoninérgicos e gabaérgicos

Injecdes bilaterais do agonista de receptores serotoninérgicos 5HT2a2c, DOI (5
ug) inibiu as ingestdes de NaCl 0,3 M e agua induzidas pela inje¢des de muscimol
no NPBL, ou seja, a ativagdo dos receptores serotoninérgicos 5HToa2c do NPBL
inibe os efeitos da ativacdo gabaérgica no mesmo nucleo. Uma possivel
interpretacdo para esses efeitos seria que a ativagdo gabaérgica poderia estar
inibindo o mecanismo serotoninérgico do NPBL, cuja atividade seria revertida pelas
injecoes de DOI no NPBL. Todavia, administragdo do agonista serotoninérgico nao
alterou o efeito natriorexigénico e a ingestdo de agua observados apds a
administragao de baclofen no NPBL, o que sugere dois mecanismos diferentes para
a inducéo da ingestdo de agua e sodio pela agdo do muscimol e baclofen no NPBL.

Ha relatos na literatura mostrando uma interacdo entre mecanismos
serotoninérgicos e gabaérgicos. Em fatias do hipocampo foi observado que a
serotonina, através dos receptores 5HT4 exerce uma modulagdo complexa no
sistema gabaérgico podendo inibir ou aumentar a liberacdo de GABA (Bianchi e
cols., 2002). Além disso, estudos mostraram que aferéncias do cortex prefrontal
medial pode inibir os neurdnios serotoninérgicos no nucleo dorsal da rafe através da
ativacao de interneurdnios gabaérgicos (Celada e cols., 2001).

A serotonina é conhecida como um neurotransmissor envolvido na saciedade e
estudos anteriores mostraram o papel da serotonina no NPBL para o controle da
ingestao de agua e de sodio (Menani e cols., 1996; Menani e cols., 1998; De Gobbi
e cols.,, 2000). Injecdes bilaterais de metisergida (antagonista de receptor
serotoninérgico) no NPBL aumentaram a ingestédo de agua e de solug&o hiperténica

de NaCl induzidas por deplegao de sodio, tratamento com injegdes subcutaneas do
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diurético furosemide + captopril e tratamento com deoxicorticosterona (DOCA -
composto esteréide com propriedades semelhantes a aldosterona), enquanto que a
administragcdo do agonista serotoninérgico DOl promoveu redugdo dessa ingestédo
(Menani e cols., 1996; Menani e cols., 1998; De Gobbi e cols., 2000), sugerindo a
presenca de um mecanismo serotoninérgico inibitério para o controle da ingestao de
agua e de sodio presente no NPBL.

Sabendo-se que ha interagbes entre os mecanismos serotoninérgicos e
gabaérgicos e que ambos estdo presentes no NPBL exercendo efeitos opostos, é
possivel que a ativagao dos receptores GABAA no NPBL possa estar inibindo a
atividade dos neurdnios serotoninérgicos diminuindo assim a disponibilidade de
serotonina, inativando, portanto, uma via conhecida por ser inibitoria para a ingestéao
de sodio, e consequentemente, podendo, juntamente com outros fatores,
desencadear o processo ingestivo. Assim sendo, quando se faz a administragéo do
agonista serotoninérgico, a via inibitéria seria novamente ativada, inibindo assim, a
ingestao de sodio induzida pela ativagao de receptores GABAA no NPBL. Todavia, a
administragcdo de metisergida (antagonista serotoninérgico) no NPBL que também
inibiria a atividade de mecanismos serotoninérgicos relacionados com a saciedade
nao induz ingestdo de sodio em ratos normovolémicos como o muscimol faz, talvez
devido ao fato de que o muscimol também afetaria outros mecanismos que né&o
seriam atingidos apenas pelo bloqueio promovido pela metisergida. Uma outra
possibilidade seria que talvez o muscimol ndo afete a atividade basal do mecanismo
serotoninérgico para induzir ingestao de sodio, mas sim altere a atividade de outros
mecanismos responsaveis pela indugdo da ingestdo. Todavia quando ha uma
ativagdo do mecanismo serotoninérgico além dos niveis basais, através da
administracdo do agonista serotoninérgico DOI, o efeito inibitério do mecanismo
serotoninérgico poderia se sobrepor ao efeito facilitatorio sobre a ingestdo de sodio
decorrente da ativagdo gabaérgica no NPBL. Assim, o efeito do muscimol ndo seria
devido a uma reducdo da atividade do mecanismo serotoninérgico no NPBL e por
isso, seu efeito ndo seria mimetizado pela metisergida.

O mesmo nao pode ser inferido para o tratamento com baclofen, sugerindo
que o efeito natriorexigénico do baclofen ndo dependeria da inibicdo do sistema

serotoninérgico no NPBL.
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4.3 Interagdo entre mecanismos opidides e gabaérgicos

Os resultados mostraram que naloxona (antagonista de receptores opioides)
injetada no NPBL reduziu de maneira dose dependente a ingestdao NaCl 0,3 M e
agua induzida pelo muscimol ou baclofen no NPBL sendo que a maior dose da
naloxona (60 pg) aboliu tanto o efeito natriorexigénico quanto a ingestdo de agua
observados apo6s a ativagdo gabaérgica no NPBL, confirmando o envolvimento de
mecanismos opidides na ingestdo de sodio e agua desencadeada pela ativagao
gabaérgica no NPBL em ratos saciados.

Ja havia sido demonstrada uma interacdo entre mecanismos opidides e
gabaérgicos para o controle da ingestdo de alimento sendo que na regiao da area
tegmental ventral a administragdo prévia de naltrexona reduziu a ingestdo de
alimento promovida pelo baclofen e no nucleo accumbens a ingestdo de alimento
promovida pelo muscimol (Znamensky e cols., 2001; Echo e cols., 2002). Além
disso, receptores opidides do tipo mu presentes no NPBL estdo envolvidos no
controle da ingestao alimentar (Wilson e cols, 2003), sugerindo um papel importante
do mecanismo opioidérgico no NPBL para o controle da ingestdo alimentar.
Mecanismos opidides podem modular a liberacdo de GABA, sendo que a ativacao
de receptores opidides pode inibir (Bergevin e cols., 2002; Hjelmstad e Fields, 2003)
ou promover (Kawamata e cols., 2002) a liberagdo de GABA. Por outro lado, na
regidao do nucleo infundibular do hipotalamo ventromedial, a ativagdo de receptores
GABAg diminui o tonus B endorfinérgico, enquanto que a inibicdo dos receptores
GABAg, aumenta a concentragdo extracelular de B endorfina (Tomaszewska-
Zaremba e Przekop, 2005).

Em suma, baseando-se em dados da literatura e nos resultados apresentados,
verifica-se que tanto mecanismos opidides quanto gabaérgicos estdo presentes no
NPBL e que ha uma interacdo entre eles, assim sendo, os efeitos da ativacao
gabaérgica no NPBL sobre a ingestdo de sédio e de agua (decorrente da ingestao
de NaCl hipertonico) dependem da ativacdo de mecanismos opioides, ou seja, é
possivel que a ativagao de receptores GABAA e GABAg no NPBL leve a liberacéo de
opidides que atuando em seus respectivos receptores colaborem ou promovam a

ingestdo de sodio em ratos saciados.
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Considerando-se as interagdes estudadas entre a ativagdo gabaérgica e os
mecanismos adrenérgicos oy, serotoninérgicos e opioidérgicos, dentre outras
possiblidades, um possivel mecanismo para explicar essas interagdes poderia ser

como o esquematizado na Figura 49.
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Figura 49: Esquema ilustrando uma possivel interacdo entre os diferentes

BACLOFEN

neurotransmissores envolvidos no efeito natriorexigénico decorrente da ativagao

gabaérgica no NPBL em ratos saciados e normovolémicos.

Em ratos saciados os mecanismos inibitérios presentes no NPBL estariam
ativados e, portanto o animal ndo iria ingerir sédio. Os estudos de interagdo sugerem
que a ativagdo gabaérgica estaria levando a ativacdo de mecanismos opidides e
receptores adrenérgicos o, que poderiam estar reduzindo a atividade desses
mecanismos inibitérios e assim liberando a ingestdo de sddio. Uma possibilidade
seria que os neurbnios opidides (em amarelo), bem como os noradrenérgicos (em
azul), estariam sob o controle tanto de um sinal inibitério (em vermelho) quanto de
sinais facilitatorios (em verde). O neurbnio inibitério (em vermelho) ndo seria
gabaérgico, embora tivesse sua atividade regulada pelo GABA. Em relagdo aos
neurénios facilitatorios, um teria sua atividade regulada pelo GABA, porém o outro
nao possuiria receptores gabaérgicos (Figura 49).
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Injecdes bilaterais de muscimol no NPBL levariam a ativagdo de receptores
GABAA presentes nos neurdnios inibitérios, inibindo a atividade destes, e
consequentemente retirando tanto a inibicdo direta sobre a atividade do neurdnio
opidide e noradrenérgico, quanto a inibicdo sobre o neurdnio facilitador, o que
poderia levar a liberagao de opidides que atuariam em seus receptores, bem como
de noradrenalina que ativando receptores adrenérgicos oy, reduziriam a atividade
dos mecanismos inibitérios no NPBL, induzindo a ingestdao de sédio. Além disso,
muscimol poderia ativar receptores GABAa presentes em terminagdes de neurdnios
5HT, reduzindo a liberacdo de 5HT e assim reduzindo a atividade de um mecanismo
inibitorio para a ingestao de sédio (Figura 49).

O baclofen, por sua vez, atuaria por um via semelhante a do muscimol, e a
ativacdo de receptores GABAg também poderia reduzir a atividade do neurdnio
inibitorio para a liberagdo dos mecanismos opioides e adrenérgicos a,. Para que
haja o efeito natriorexigénico do baclofen, € necessario que os receptores GABAa
sejam ativados. Para tanto, baclofen poderia ativar os receptores GABAg que
poderiam modular positivamente a atividade de neurdénios GABAa. E importante
mencionar que a inibigdo de mecanismos serotoninérgicos talvez nao seja

necessaria para a inducéo da ingestdo de sodio induzida pelo baclofen (Figura 49).

5. Mecanismos opidides no NPBL no controle da ingestao de NaCl 0,3 M, agua

e sacarose em ratos saciados

Os resultados obtidos com a associagdo naloxona (antagonista opidide) +
agonistas gabaérgicos (muscimol e baclofen) no NPBL, sugerem que a ativagcéo de
receptores gabaérgicos no NPBL poderia promover a liberagdo de opidides e estes,
por sua vez, induziriam a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos saciados. Se esta
hipotese for verdadeira, é esperado que a administragdo de uma agonista opidide no
NPBL induzisse ingestdo de sdédio em ratos saciados. Inje¢cdes bilaterais de
endorfina (agonista opidide) no NPBL de ratos saciados induziram ingestdo de sodio
e de agua de uma forma temporalmente semelhante as ingestdes promovidas pela
ativacao gabaérgica no NPBL. Tanto a ingestdo de sddio quanto de agua observada
apos ativagao opidide no NPBL foi abolida apds a administragdo do antagonista

opidide, naloxona, na dose de 40ug (dose capaz de reduzir ou abolir,
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respectivamente, o efeito natriorexigénico do muscimol e baclofen injetados no
NPBL), sugerindo que tanto a ingestdo de NaCl 0,3 M quanto de agua induzida
pelas injecoes bilaterais de p endorfina no NPBL se deve a ativagao de receptores
opidides. Além disso, o efeito da pB-endorfina injetada no NPBL parece ser especifico
para a ingestdo de solugcdo hipertbnica de NaCl, ja que ndo foram observadas
alteragdes na ingestdo de sacarose 2%. A ingestdo de agua observada quando os
animais tém acesso ao NaCl 0,3 M, parece ser secundaria a ingestao de sédio, uma
vez que em animais saciados que nao tiveram acesso ao sédio, B-endorfina néo
induziu ingestao de agua.

Segundo Goodman e Gilman (1996), a B endorfina (derivada do pro-
opiomelanocortina) pode se ligar tanto em receptores do tipo mu quanto delta, isto
tanto periférica quanto centralmente. Estudos mostraram a presenca de receptores
mu e delta no nucleo parabraquial (NPB) (Christie e North, 1988; Xia e Haddad,
1991). Além disso, foi observada imunorreatividade para encefalina na regido
dorsolateral do NPB (Milner e cols., 1984) e a presencga de neurbnios imunorreativos
para encefalina no NTS que se projetam para o NPB (Maley e Panneton, 1988).
Estes dados sugerem a presenga de mecanismos opioides no NPB.

Os mecanismos opiodides participam do controle da ingestdo de agua e de
solugdo hipertonica de NaCl, sendo que [ endorfina injetada no nucleo
paraventricular, hipotdlamo ventromedial, globus pallidus, mas nao no hipotalamo
lateral, estimula a ingestdo de agua (Gosnell e cols., 1986) e quando injetada icv
inibe a resposta pressora e a ingestdo de agua induzida pela ANG II, sendo sua
acéo mais duradoura e potente que a das encefalinas (Summy-Long e cols., 1981).
Além disso, administracdo periférica de naloxona reduz a ingestdo de NaCl 1,5%
induzida por estresse ou por ANG Il icv em camundongos e curiosamente, a morfina,
aumenta a preferéncia do camundongo por uma solu¢gdo normalmente aversiva de
NaCl 3%, sem alterar, as ingestdes de NaCl menos concentradas, mais palataveis
(Kuta e cols., 1984). Outros estudos mostraram que administragcdo de antagonistas
opidides reduz a ingestdo de agua induzida por injegao central ou periférica de ANG
II (Brown e cols., 1981; Siviy e cols., 1981; Rowland, 1982; Yu e cols., 1997).
Administracédo sistémica de naloxona (antagonista opidide) reduziu de forma dose
dependente a ingestdo de salina hipo e hipertbnica (Cooper e Gilbert, 1984),

enquanto que a administragdo central de naltrexona (outro antagonista opidide)
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reduziu a ingestdo de salina hipotbnica, mas nao a ingestdo de salina hipertdnica
induzida por privagao hidrica (Bodnar e cols., 1995). Estes estudos sugerem um
papel importante de mecanismos opioides no controle da ingestdo de agua e de
solugéo de NaCl hiperténico.

Em suma, ha evidéncias da existéncia de mecanismos opidides no NPBL e do
envolvimento dos mecanismos opidides no controle da ingestdo de agua e de NaCl,
e os presentes resultados mostram que a ativagdo de mecanismos opidides
presentes no NPBL induz ingestdo de NaCl 0,3 M e 4gua em ratos saciados.

Ademais, administracdo prévia do antagonista de receptores opidides,
naloxona, foi capaz de reduzir a ingestao de NaCl 0,3 M induzida pela deplegao de
sédio de 24 h, sugerindo a presenga de um mecanismo opidide ténico no NPBL no

controle da ingestao de sodio na condigdo experimental estudada.

Associando-se o0s resultados prévios obtidos com as interagdes entre
mecanismos opidides e gabaérgicos em ratos saciados e normovolémicos, bem
como o envolvimento de um mecanismo opioidérgico ténico no controle da ingestéao
de sddio induzida pela deplecdo de sédio por 24 h, uma possivel explicagao para o
efeito dual (inibitério e facilitatério) decorrente da ativagdo gabaérgica no NPBL
sobre a ingestdo de sédio em ratos depletados de sédio por 24 h, poderia ser como
a ilustrada na Figura 50.

A Figura 50 mostra que em animais saciados, os mecanismos inibitérios do
NPBL, como por exemplo, serotonina (5HT) e colecistocinina (CCK) estariam
ativados, inibindo a ingestdo de sddio, e seria possivel que mecanismos facilitadores
da ingestdo, como o opioidérgico, estivessem inibidos. Quando os animais s&o
depletados de soédio, haveria uma reducdo na atividade dos mecanismos 5HT e
CCK, reduzindo a ativacdo dos mecanismos inibitérios promovendo assim a
ingestao de sodio. Além disso, os estudos com naloxona, mostraram a presencga de
um mecanismo opiodide ativo durante a deple¢ao de sédio. Portanto, a retirada de
sinais positivos associada a ativagdo de sinais negativos para 0os mecanismos
inibitérios, promoveria no final a ingestao de sddio.

Mas como a ativagéo de receptores gabaérgicos poderia afetar a ingestdo nos

animais depletados?
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SACIADOS DEPLETADOS DE SODIO

ATIVOS

MUSCIMOL

FASE INIBITORIA:
{inicio da ingestao 0-30 min)

MUSCIMOL

FASE FACILITATORIA:
(durante a ingestdo de sddio)

BACLOFEN J

acdo ATIVA
.' RECEP. CCK modulatdria OPIOIDE

[ RECEP. 5HT = RECEP. GABA, Q—{ st ®—{ NBE

A RECEP. OPIOIDE = RpcEp. caea, @—L cck

Figura 50: Esquema ilustrando uma possivel hipétese para o efeito dual decorrente
da ativagédo gabaérgica no NPBL sobre a ingestdo de sédio em ratos depletados de
sodio por 24 h.
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A atividade do neurbnio opioidérgico estaria novamente sobre a influéncia
tanto de sinais inibitérios (em vermelho) quanto de sinais facilitatérios (em verde), e
os sinais facilitatorios também poderiam estar sendo regulados pelos inibitorios. A
deplegcdo promoveria uma redugdo da atividade dos sinais inibitorios, e
consequentemente os sinais facilitatorios e o neurénio opioidérgico seriam ativados,
havendo liberagédo de opidides que atuando em seus receptores reduziria a atividade
do mecanismo inibitorio final para a ingestéao.

Ao se administrar muscimol, haveria a ativacao de receptores GABAa, que
estariam presentes tanto nos neurdnios inibitorios quanto facilitatérios. Todavia a
atividade dos inibitérios ja estaria reduzida, assim o principal efeito do muscimol
seria observado nos receptores GABAa presentes no neurdnio facilitatorio. Inibindo a
atividade do neurdnio facilitatério, haveria uma redug¢ao na atividade do mecanismo
facilitador para a ingestéo, e por isso os animais tratados com muscimol teriam uma
ingestao inicial menor que os animais controle (fase inibitoria). Além disso, a
ativacdo de receptores GABA, também poderia reduzir ainda mais a atividade de
neurénios SHT cuja atividade ja esta reduzida nos animais depletados.

A ativacado dos receptores GABAA reduz, mas nao abole a ingestdo, e essa
ingestao pode ser devida a atividade de mecanismos 5HT e CCK que permanecem
reduzidos ou devido a presenca do outro neurénio facilitador para a atividade do
neurénio opioidérgico, que ndo possuiria receptores gabaérgicos, e, portanto, nao
sofreira a acdo inibitéria dada pelo muscimol. A ativagao dos receptores GABAg,
promovida pelo baclofen, teria um efeito inicial semelhante ao do muscimol.

Conforme os ratos depletados ingerem sodio, ocorreria uma alteracdo do
sistema, sendo que a atividade da 5HT e CCK nao estaria mais reduzida, bem como
0 mecanismo inibitério para o neurénio opioidérgico voltaria a ser ativo, tentando
limitar uma ingestdo excessiva. Como muscimol esta disponivel no sistema, os
receptores GABA, estariam ativados. Assim, o mecanismo inibitorio para o neurdnio
opidide que deveria ser ativado, permaneceria inibido. Além disso, muscimol poderia
estar inibindo a atividade do neurénio 5HT, retardando a atividade desse mecanismo
inibitério para a ingestdo de sodio. Esses fatores de ativagdo de mecanismo
facilitador e redugéo da atividade de mecanismo inibitério, associada ao fato de que
a propria ingestdo de sdédio é um fator facilitador para que ocorra a ingestado de
solugdo hipertdnica de sodio, poderiam levar a ingestao exacerbada final produzida

pelo muscimol injetado no NPBL em ratos depletados.
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O efeito do baclofen é semelhante ao do muscimol, uma vez que seu efeito
facilitatorio sobre a ingestdo de sédio depende da ativagdo de receptores GABAA.
Assim, seria possivel que baclofen ao ativar os receptores GABAg poderia modular

de forma positiva a atividade dos neurdnios GABAA.

6. Efeitos da ativacao gabaérgica no NPBL sobre a PAM e FC basais e

excregao urinaria

Ativacao gabaérgica no NPBL induz ingestao de sédio que ocorre em torno
de 90-120 min apds as injegcdes de muscimol ou baclofen no NPBL. Seria possivel
gue esse atraso para o inicio da ingestao, se devesse a outras alteragdes causadas
pela ativagdo gabaérgica, por exemplo, alteragdes na PAM e excreg¢ao urinaria, que
por sua vez promoveriam a ingestao de sédio, ou seja, a ingestdao de NaCl nao seria
um efeito direto da ativagdo gabaérgica no NPBL, mas sim secundario. Uma
reducdo na PAM mimetizaria uma situacdo de hipovolemia e/ou um aumento na
excrecao de sodio, poderia levar a ingestao de sodio.

Foram analisadas, em ratos normotensos e saciados que receberam injecoes
bilaterais de muscimol e baclofen no NPBL e nao tiveram acesso ao NaCl durante o
experimento, alteracbes na PAM e FC. A analise da variagdo da PAM e FC mostrou
que injecbes bilaterais de muscimol (agonista de receptores GABAA) no NPBL
promoveram um aumento da PAM basal, sem alteracbes na FC, sendo que este
efeito foi observado 5 min apés as injecées de muscimol e perdurou por no minimo 2
h. Ja em relagdo ao baclofen (agonista de receptores GABAg) injetado
bilateralmente no NPBL ndo foram observadas alteracbes nem na PAM nem na FC.

O NPBL tem um papel importante na regulacéo cardiovascular. Aumentos ou
diminuicdes na pressao sanguinea promovem expressao da proteina c-fos no NPB
(Li e Dampney, 1995; Rocha e Herbert, 1996; Xie e cols.,, 2000). Em ratos
anestesiados, foi observado que o NPB lateral e medial poderiam atuar como
regides de integracdo central de entrada de informagdes cardiovasculares, sendo
que neurdnios presentes no NPB lateral e medial respondem a ativagdo do
quimiorreflexo, enquanto que subnucleos de neurbnios no NPB integram
informagdes de quimio e barorreflexo (Hayward e Felder, 1995), além disso, quando
neurdnios do NPBL sao ativados, ha uma reducédo da capacidade do barorreflexo

para regular os aumentos da PA mediados por atividade simpatica (Hayward e
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Felder., 1998). Administracdo de glutamato e estimulacao elétrica do NPBL, KF e
proximidades em ratos anestesiados promoveu um aumento da PAM, em torno de
14+8 mmHg (Ward, 1988), e inibicdo da atividade do NPBL, através da injecado de
lidocaina 10%, aumentou a PAM basal (23£3 mmHg) em ratos acordados (Menani e
cols., 1995). Estes dados sugerem um papel importante do NPB, e do NPBL, no
controle cardiovascular.

Estudos mostram, ainda, que a maior parte das aferéncias que chegam ao
NPBL sao provenientes do NTS, que € uma estrutura localizada na superficie dorsal
do bulbo que recebe informacdes de receptores viscerais de sitios cardiovasculares,
respiratorios e gastrointestinais (Ter Horst e Streefland, 1994; Mosqueda-Garcia,
1996). As aferéncias dos barorreceptores carotideos e aorticos (barorreflexo), dos
quimiorreceptores carotideos (quimiorreflexo) e as aferéncias das fibras C
cardiopulmonares (reflexo Bezold-Jarish) fazem sua primeira sinapse no NTS, que
por sua vez, conecta-se com o NPBL. Além de conectar-se com o NTS, o NPBL
também recebe aferéncias da AP que estaria envolvida na regulagdo cardiovascular
e no controle do equilibrio hidroeletrolitico (Shapiro e Miselis, 1985; Marshall, 1994;
Sapru, 1994; Mosqueda-Garcia, 1996; Machado e cols., 1997). Ha relatos
mostrando que o NPB medial e KF se projetam para o NTSc e que o NPB,
principalmente, NPBL se projeta para o bulbo ventrolateral (Krukoff e cols., 1993).
Além disso, ha evidéncias de eferéncias excitatorias e inibitérias que se projetam do
NPB para AP/NTS (Papas e Fergunson, 1991).

Em resumo, o NPBL participa da regulacdo de reflexos cardiovasculares e
interage com o NTS, portanto, a ativagdo de receptores GABAA (muscimol) ou
GABAg (baclofen) no NPBL poderia levar a aumentos da PAM. Os resultados
sugerem que o aumento da PAM promovido pelo muscimol injetado bilateralmente
no NPBL se deve a um aumento da atividade simpatica, uma vez que administragao
endovenosa de prazosin (antagonista de receptores a4) abole esta resposta
hipertensora.

Este aumento ou auséncia de alteracdo na PAM observado apos
administracdo de muscimol ou baclofen, respectivamente, no NPBL descarta a
possibilidade de que o efeito natriorexigénico decorrente da ativagao gabaérgica no
NPBL se deva a uma eventual facilitacdo da ingestao causada pela redugao da PAM

mimetizando uma situacao de hipovolemia.
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Em relagdo a excregao urinaria em ratos saciados e sem acesso ao sodio ou a
agua, muscimol injetado bilateralmente no NPBL induziu apenas um pequeno
aumento no volume urinario, que poderia ser secundario ao aumento da PAM, sem
alterar a excregéao urinaria de sédio e potassio. Ja o baclofen injetado no NPBL n&o
alterou nenhum dos parametros renais analisados. Estes resultados sugerem que a
ingestdo de sbédio em ratos saciados induzida pela ativagdo gabaérgica no NPBL
nao é secundaria a alteragées na excreg¢ao urinaria.

Quando foi permitido aos animais ingerirem sédio e agua, observou-se um
aumento do volume urinario, bem como na excreg¢ao urinaria de sodio e potassio,
tanto para os animais que receberam muscimol quanto para os animais que
receberam baclofen no NPBL. Estes animais foram submetidos a um outro
tratamento no qual eles ndo receberam injegcbes centrais, mas sim, sobrecarga
intragastrica de NaCl 0,3 M e agua na mesma quantidade que eles ingeriram quando
receberam as injecbes de muscimol ou baclofen no NPBL. Nesta situagao
experimental, observou-se que 0s animais que receberam muscimol no NPBL
apresentaram uma maior excre¢cao de potassio, sem diferencas em relacdo ao
volume urinario e excregcao de sodio, quando comparados ao experimento em que
receberam sobrecarga intragastrica de NaCl, sugerindo que o volume ingerido
decorrente da injegdo de muscimol no NPBL estaria sendo excretado, ou seja, o
muscimol no NPBL nao estaria afetando os parametros renais. Ja em relagdo ao
baclofen, observou-se que embora o volume ingerido seja semelhante entre os
animais que receberam baclofen no NPBL e os animais que receberam sobrecarga
intragastrica, observou-se uma redugéo no volume urinario excretado e na excregao
urinaria de sodio quando os animais receberam baclofen em comparacdo ao
experimento no qual os animais receberam sobrecarga. Estes resultados sugerem
que ao mesmo tempo em que o baclofen injetado no NPBL induziria ingestao de

sodio, poderia estar reduzindo a excrecao urinaria.
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SINOPSE

1. Mecanismos gabaérgicos no NPBL - comportamento ingestivo, estudo

imunohistoquimico, alteragées da PAM e excrec¢do urinaria.

1.1 Em ratos saciados e normovolémicos, muscimol (agonista de receptores GABA,)
e baclofen (agonista de receptores GABAg) injetados bilateralmente no NPBL
induziram ingestao de NaCl 0,3 M acompanhada de um aumento na ingestdo de
agua, sendo que os efeitos do muscimol foram reduzidos pelo tratamento prévio com
bicuculina (antagonista de receptores GABAA), mas nao pelo tratamento com CGP
35348 (antagonista de receptores GABAg). Ja os efeitos do baclofen foram abolidos

tanto pelas injecoes prévias de CGP 35348 quanto pela bicuculina.

1.2 Em ratos depletados de sdodio por 24 h, injegbes bilaterais de muscimol e
baclofen no NPBL, promoveram uma reducédo inicial e uma facilitacdo tardia da
ingestdo de NaCl 0,3 M. Bicuculina, mas nao CGP 35348, aboliu tanto o efeito
inibitério quanto facilitatorio do muscimol injetado no NPBL sobre a ingestdo de
sddio. CGP 35348 aboliu o efeito inibitério, enquanto que a bicuculina aboliu o efeito

facilitatorio do baclofen sobre a ingestdo de sédio.

1.3 Inibicdo de receptores GABAAa (bicuculina) e GABAg (CGP 35348) nao alterou
nem a ingestdo de NaCl 0,3 M nem de agua em animais saciados ou depletados de
sédio. Todavia, injecbes de CGP 35348, mas nao de bicuculina no NPBL, reduziram
a ingestdao de NaCl 0,3 M em animais que foram treinados a ingerirem solugéo

hipertonica de NaCl 0,3 M apenas 2 h por dia.

1.4 Os estudos da proteina c-fos e da dupla marcacdo cfos + neurbnios
ocitocinérgicos ou serotoninérgicos mostraram que:

1.4.1 Ratos saciados sem acesso ao sodio e tratados com muscimol e baclofen no
NPBL apresentaram um aumento na expressao da proteina c-fos no NTSc e uma
reducdo no NPOMyv, porém quando animais tratados com muscimol no NPBL
tiveram acesso ao soédio, varias outras areas apresentaram um aumento de

atividade como NPOMd, Amg, AP e NTSc (considerando-se apenas as areas que
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foram analisadas em comum nas duas situag¢des), além do fato de que desapareceu
a reducao observada na atividade do NPOMv. Comparando-se ratos tratados com
muscimol no NPBL que tiveram ou n&o acesso ao sédio, observou-se que 0s
animais com acesso ao sodio apresentaram aumento da proteina c-fos no NPOMd,
OVLT, NPV, NSO, Amg e AP.

1.4.2 Apenas a deplegao de sédio por 24 h levou a uma reducéo da proteina c-fos
no NSO, RDa, RMna, RPn e RPa; bem como um aumento na atividade do OSF. Por
outro lado, quando os animais, depletados de sédio por 24 h, tiveram acesso ao
NaCl 0,3 M e agua, foi observado um aumento da proteina c-fos no NPV, NSO, NMA
e NPBM, bem como na atividade de neurdnios ocitocinérgicos no NPV e NSO; e
serotoninérgicos na RPa.

1.4.3 Quando tiveram livre acesso ao sodio, ratos depletados de sédio e tratados
com muscimol apresentaram um aumento da atividade no NSO (mas ndo em
neurénios ocitocinérgicos), NPOMd, NPBL, NTSc e NTScl quando comparados aos

animais depletados tratados com salina no NPBL.

1.5 Enquanto a lesdo aguda do NTSc aumentou, lesdo aguda da regido AV3V
reduziu, a ingestao de sédio induzida pelas inje¢cdes de baclofen (1° dia apds lesao)
e muscimol (3° dia apds lesdo) no NPBL. Em relagéo a ingestdo de agua, a lesdo do
NTSc promoveu um aumento e uma redugao da ingestdo de agua que acompanha a
ingestao de sddio induzida, respectivamente, pelo baclofen e muscimol, ja a lesao

da regiao AV3V aboliu a ingestao de agua nos dois tratamentos estudados.

1.6 Quando apenas agua, mas nado NaCl 0,3 M, foi disponibilizado para os animais,
muscimol injetado bilateralmente no NPBL induziu uma pequena ingestao, enquanto
baclofen nao alterou, a ingestdo de agua. Tanto muscimol quanto baclofen injetados
no NPBL promoveram um pequeno aumento na ingestdo de agua induzida por

privagao hidrica por 24 h.

1.7 Quando alimento, NaCl 0,3 M e agua, estiveram disponiveis para os animais,
injecées de muscimol no NPBL induziram ingestdo de NaCl 0,3 M e agua; e baclofen
induziu apenas ingestdo de sodio, sendo que a ingestdo de alimento permaneceu
inalterada apds ativagao gabaérgica no NPBL em ratos saciados. Ja em animais

privados de alimento por 24 h, muscimol e baclofen induziram ingestao de sdédio,
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porém muscimol ndo alterou as ingestdes de alimento e agua, enquanto que

baclofen reduziu tanto a ingestao de alimento quanto de agua;

1.8 Quando animais depletados de sddio tiveram além das buretas de agua e NaCl
0,3 M também buretas de sacarose 2% disponiveis, observou-se apenas o efeito
facilitatério do muscimol sobre a ingestao de sédio e agua, sendo que tanto o efeito
inibitério quanto facilitatério do baclofen desapareceram. Em nenhum dos

tratamentos verificou-se alteragdo na ingestao de sacarose 2%.

1.9 Injegcbes de muscimol no NPBL promoveram um aumento da PAM dependente
de ativagdo simpatica, mas baclofen ndo a alterou. Nao foram observadas

alteracées na FC em animais tratados com muscimol ou baclofen no NPBL.

1.10 Analisando-se as respostas renais verificou-se que muscimol injetado
bilateralmente no NPBL em ratos saciados e sem acesso ao sodio e agua durante o
experimento induziu apenas um pequeno aumento no volume urinario, que poderia
ser secundario ao aumento da PAM, sem alteragdes na excrecao urinaria de sodio e
potassio, enquanto que o baclofen injetado no NPBL n&o alterou nenhum dos
parametros renais analisados. Quando se comparou o volume e a excregao urinaria
de sédio e potassio dos animais que receberam muscimol no NPBL e tiveram
acesso ao sbédio e 4gua com as mesmas respostas destes animais quando sem
receberem inje¢cdes centrais foram submetidos a sobrecarga intragastrica de NaCl
0,3 M e agua nas mesmas quantidades que haviam ingerido quando receberam as
inje¢des de muscimol no NPBL, observou-se que o tratamento com muscimol no
NPBL aumentou a excrecdo de potassio, sem alterar o volume urinario e excrecao
de sddio. Ja em relagdo ao baclofen, observou-se uma redugdo no volume urinario
excretado e na excrecdo urinaria de sédio quando os animais receberam baclofen

em comparagao ao experimento no qual os animais receberam sobrecarga.

2. Interagdo entre mecanismos gabaérgicos, adrenérgicos a,, serotoninérgicos e

opioidérgicos.

2.1 Injegdes prévias de RX 821002 (antagonista de receptores adrenérgicos o) no

NPBL, promoveram uma reducdo parcial, enquanto tratamento prévio com DOI
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(agonista serotoninérgico) e naloxona (antagonista de receptores opidides) também
no NPBL aboliu o efeito natriorexigénico decorrente da injecdo de muscimol no

mesmo nucleo.

2.2 Em relagédo a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pelo baclofen bilateralmente
injetado no NPBL, tratamento prévio com RX 821002 promoveu uma redugao
parcial, enquanto naloxona aboliu a ingestdo de sddio induzida pelo baclofen.
Injegbes prévias do agonista serotoninérgico DOl n&o alteraram o efeito

natriorexigénico do baclofen.

3. Mecanismos opidides no NPBL e comportamento ingestivo

3.1 Em ratos saciados e normovolémicos, a ativagdo de mecanismos opidides no
NPBL através da injecéo bilateral de B-endorfina (agonista opidide) induziu ingestao
de NaCl 0,3 M e de agua de uma maneira temporalmente semelhante as ingestdes
promovidas pela ativagdo gabaérgica no NPBL, sendo estes efeitos abolidos apds a

administracao prévia do antagonista opidide (naloxona).

3.2 Em ratos depletados de sddio por 24 h, naloxona injetada bilateralmente no

NPBL foi capaz de reduzir a ingestao de NaCl 0,3 M.
3.3 B-endorfina injetada no NPBL n&o induziu ingestédo de sacarose 2% (quando

agua e sacarose estiveram disponiveis para os animais), nem de agua (quando

apenas agua esteve disponivel para os animais) em ratos saciados.
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CONCLUSOES

1. Tanto a ativacao de receptores GABAA quanto GABAg no NPBL induzem ingestao
de solucéao hipertbnica de NaCl em ratos saciados. Todavia, em animais depletados
de sodio, a ativagao inicial de receptores gabaérgicos promove uma inibicdo do
comportamento ingestivo, enquanto que o efeito facilitatério tardio sobre a ingestéao
de sodio dependeria apenas da ativacdo de receptores GABAA na condigao

experimental estudada.

2. Embora a ativagdo gabaérgica no NPBL promova uma facilitagdo da ingestdo de
NaCl 0,3 M, aparentemente ndo ha uma participagdo tbnica de mecanismos
gabaérgicos na ingestao de NaCl 0,3 M induzida pela deplecdo de sédio por 24 h.
Porém, haveria uma participacao tdénica dos receptores GABAg, mas ndo GABAa, no
NPBL sobre o controle da ingestdo de sédio em animais treinados a ingerirem sodio

apenas 2 h por dia.

3. O efeito natriorexigénico decorrente da ativagcdo gabaérgica no NPBL ndo seria
secundario a uma reducdo na PAM nem a um aumento na excre¢ao urinaria,
podendo ser um efeito direto do muscimol ou baclofen injetados no NPBL. Ademais,
a ativagao gabaérgica no NPBL parece nao promover uma ativagao generalizada do
comportamento ingestivo, sendo que os efeitos do muscimol parecem ser mais
especificos para o sédio. Ja o efeito facilitatério do baclofen para ser mais evidente
para a ingestdo de sdédio, enquanto o efeito inibitério parece afetar outros
comportamentos ingestivos (ingestao de alimento e agua) dependendo da condigéo
fisioldgica do animal. Além disso, a grande ingestdo de agua observada nos animais
saciados seria secundaria ao aumento da concentragdo de sodio decorrente da

intensa ingestao de solugao hipertonica de NaCl.

4. Baseando-se nos estudos imunohistoquimicos, pode-se concluir que:

4.1 em animais saciados que tiveram ou ndo acesso ao sédio, o aumento na
atividade do NTSc independe do animal ingerir ou ndo sdédio, embora este aumento
possa estar sendo influenciado pelo aumento da PAM basal. Todavia ndo ha mais

uma reducao na atividade do NPOMv quando os animais tiveram acesso ao sodio,
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sugerindo que uma reducao na atividade do NPOMv poderia ser importante para
induzir a ingestao de sodio, porém quando os animais ingerem sodio, a atividade

dessa area voltaria aos niveis basais, talvez com o intuito de limitar a ingest&o.

4.2 Reducédo na atividade do NSO, RDa, RMna, RPn e RPa; bem como aumento na
atividade do OSF, sugerem que estas areas poderiam estar envolvidas em promover
a ingestdo de NaCl induzida por deplecdo de sédio; enquanto que o aumento na
atividade do NPV, NSO, NMA e NPBM, bem como de neurdnios ocitocinérgicos no
NPV e NSO e serotoninérgicos na RPa, quando os animais tiveram acesso a
solucao hiperténica de sédio e agua, sugerem que estas areas poderiam participar
da limitag&o do processo ingestivo, impedindo uma ingestdo excessiva de sédio e/ou

agua.

4.3 Apesar de ingerirem sodio, o grupo de animais saciados tratados com muscimol
nao apresentou o aumento esperado na atividade de neurbnios ocitocinérgicos no
NSO e NPV e de neurdnios serotoninérgicos na RPa, o que poderia ser um efeito do
muscimol, que ao retardar a ativagdo dos mecanismos inibitérios ocitocinérgico e

serotoninérgico poderia estar contribuindo para a ingestao de sédio.

5. O NTSc teria um papel inibitério, enquanto a regido AV3V, teria uma papel

facilitatorio no efeito natriorexigénico decorrente da ativagao gabaérgica no NPBL.

6. Enquanto a ativacdo de mecanismos adrenérgicos a. participa parcialmente da
ingestao de sodio induzida pela ativagao gabaérgica no NPBL, a possivel inibicdo de
mecanismos serotoninérgicos estaria envolvida no efeito natriorexigénico decorrente
da injecdo de muscimol, mas ndo baclofen no NPBL, sugerindo que muscimol e
baclofen podem afetar a atividade de vias similares ou ndo para induzir a ingestao

de sodio.

7. A ativacao gabaérgica no NPBL pode levar a ativagdo de mecanismos opidides no

NPBL que poderiam ser a via final para a indugéo da ingestao de sédio.
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8. Ativacdo de mecanismos opidides no NPBL induz ingestdo de sodio em ratos
saciados, enquanto que a inibicdo deste mecanismo no mesmo nucleo reduz a
ingestdo de sdédio em ratos depletados de sodio, sugerindo a presengca de um

mecanismo opioidérgico ténico no controle da ingestao de sdédio nesse protocolo.
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