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RESUMO

A ingestdo de sddio € induzida por sinais facilitadores, como a angiotensina Il
e a aldosterona. Apesar de classicamente considerada antinatriorexigénica, a desidratacao
celular também se mostra facilitadora da ingestdo paradoxal de sodio quando a inibigdo da
ingestdo de sodio pelo mecanismo ocitocinérgico do hipotdlamo ou pelo nicleo parabraquial
lateral (NPBL) estd desativada. A desativacdo do NPBL poderia, entdo, atuar sobre o
mecanismo ocitocinérgico ou de controle do esvaziamento gastrico, ambos inibidores, ou
ainda modificar a atividade de areas facilitadoras ou envolvidas na recompensa. O objetivo
deste estudo foi investigar o efeito da injecdo de metisergida (4 ng/0,2 pl, antagonista
serotonérgico) no NPBL em animais com desidratacdo celular sobre a: atividade de areas
encefalicas envolvidas no comportamento ingestivo, medindo-se imunorreatividade para
proteina c-Fos e dosagem tecidual de dopamina, serotonina e metabdlitos em &reas de
interesse ou dosagem hormonal; saciedade pré-sistémica envolvendo esvaziamento gastrico;
seletividade da ingestdo paradoxal de sodio. Também foi avaliado o possivel efeito da
desinibicdo da natriorexigénese sobre o sistema de recompensa através da sensibilizacdo por
desativacOes repetidas do NPBL pelo muscimol (2 nmol/0,2 ul; agonista GABA,) e na
privacdo hidrica com reidratacdo parcial e posterior acesso ao sodio (modelo PH-RP) sobre a
autoestimulacdo elétrica do hipotdlamo lateral (AEHL). Ratos (280-320 g) Holtzman ou
Sprague-Dawley, intactos ou operados (canulacdo da veia femoral e/ou céanulas-guia
direcionadas ao NPBL ou eletrodo bipolar no hipotdlamo), foram utilizados nos
experimentos. Animais tratados com metisergida e hiperosmoticos por gavagem de NaCl 2 M
(2 ml) apresentaram, em relacdo ao tratamento controle (veiculo): (a) aumento da ir-Fos na
area postrema e nucleo do trato solitario intermediario, no 6rgao subfornical e em neurénios
ndo ocitocinérgicos da porcdo ventral do nucleo paraventricular do hipotalamo; (b) aumento
da concentracdo tecidual de dopamina na amigdala, mas ndo no accumbens; (c) atividade do
sistema ocitocinérgico inalterada (ir-Fos em neurdnios ocitocinérgicos e ocitocina plasmatica
semelhantes ao controle). Ratos tratados com metisergida e hiperosmoticos por infuséo iv de
NaCl 2 M (1,5 ml), que receberam uma gavagem de NaCl 0,3 M (3 ml) apresentaram
contetido gastrico e intestinal hiperténico semelhantes ao controle (veiculo) apos a gavagem.
Em animais hidratados com historico de dois tratamentos prévios de muscimol no NPBL, a
ingestdo de NaCl hiperténico induzida por muscimol foi superior aos animais controle

tratados previamente com veiculo. A AEHL néo foi alterada em nenhuma fase do protocolo




PH-RP, assim como em animais com desidratacdo celular, em relacdo aos controles
hidratados. Os resultados demonstram que a desativagio do NPBL potencializa
especificamente a ingestdo de solucdo contendo sdédio e sugerem a participacdo do tronco
encefalico e da amigdala na fase apetitiva da ingestdo paradoxal de sodio, engquanto a
desativacdo de outros mecanismos inibidores (ocitocina e retencdo géastrica) parece ndo ser
essencial. Ainda, a repeticdo da desativacdo do NPBL sensibiliza a ingestdo de sddio em
animais hidratados. A remocéo da inibicdo ao apetite ao sédio pela reidratacdo parcial na PH-

RP ndo altera a recompensa na AEHL.

Palavras-chave: Nucleo parabraquial lateral. Desidratacdo celular. Natriorexigénese.
Ocitocina. Esvaziamento gastrico. Saciedade. Recompensa. Autoestimulacdo do hipotalamo

lateral.



ABSTRACT

Sodium intake is induced by facilitatory signals, like angiotensin Il and
aldosterone Cell dehydration, a classical inhibitory signal for sodium intake, may also induce
paradoxical sodium intake if the sodium intake inhibition by the ocitocinergic hypothalamic
mechanism or by the lateral parabraquial nucleus (LPBN) is absent. Thus, the LPBN
deactivation could modify the activity of hypothalamic oxytocinergic pathways or the gastric
emptying control system, another inhibitory system, as well as facilitatory areas and the
reward system. The aim of this study was to investigate the effect of LPBN injections of
methysergide (4 pg/0.2 pl, serotonergic antagonist) in cell dehydrated animals on: activity of
brain areas involved in ingestive behavior by measuring c-Fos protein immunoreactivity and
tissue levels of dopamine, serotonin and metabolites or plasma hormone levels; pre-systemic
satiety involving gastric emptying; selectivity of paradoxical sodium intake. The effect of
disinhibition of the natriorexigenesis on the reward system was tested by repeated
deactivations of the LPBN with muscimol (2 nmol/0.2 ul; GABAA agonist) and its effect on
ingestive behavior sensitization and water deprivation with partial rehydration followed by
sodium access (WD-PR protocol) on the lateral hypothalamus self-stimulation (LHSS).
Holtzman or Sprague-Dawley rats (280-320 g), intacts or operated (femoral vein cannulation
and/or guide cannulas implanted in direction to the LPBN or bipolar electrode implanted in
the hypothalamus), were used in the experiments. Animals treated with methysergide and
hyperosmotic by gavage of 2 M NaCl (2 ml) compared to the control treatment (vehicle)
showed: (a) increase in ir-Fos in the area postrema and intermediate nucleus of the solitary
tract, subfornical organ and non-oxytocinergic neurons of the ventral portion of the
paraventricular nucleus of the hypothalamus; (b) increase in tissue levels of dopamine in the
amygdala, but not in the accumbens; (c) unchanged activity of oxytocinergic system (ir-Fos in
oxytocinergic neurons and oxytocin plasma levels similar to control group). Hyperosmotic
rats (iv infusion of 2 ml of 2 M NaCl) treated with methysergide and a gavage of 0.3 M NaCl
(3 ml) showed a hypertonic gastric and intestinal content similar to the control group (vehicle)
after gavage. In hydrated animals with a history of two previous treatments of muscimol into
the LPBN, the hypertonic NaCl intake induced by muscimol was higher than the control
animals pretreated with vehicle. The LHSS was not altered at any stage of WD-PR protocol,
as well as in cell dehydrated animals in comparison with hydrated control group. The results

demonstrate that the deactivation of the LPBN enhances specifically the intake of solutions



containing sodium and suggest the involvement of the brain stem and the amygdala during the
appetitive phase of the paradoxical sodium intake, while the deactivation of other inhibitory
mechanisms (oxytocin and gastric retention) seems not to be essential. Furthermore, the
repetition of LPBN deactivation sensitizes hydrated animals for sodium intake. Removing the
inhibition of sodium appetite by partial rehydration in WD-PR does not change the LHSS
reward.

Keywords: Lateral parabrachial nucleus. Cell dehydration. Natriorexigenesis. Oxytocin.

Gastric emptying. Satiety. Reward. Lateral hypothalamus self-stimulation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fotomicrografia (20x) de uma secdo coronal do encéfalo de um rato representativo
do grupo de animais com implante bilateral de canulas-guia direcionadas ao NPBL. As setas
indicam os sitios de injecdo no NPBL. Barra de escala = 2 mm; scp: pedunculo cerebelar

superior (brachium CONJUNCTIVUM). .....oiiiiiiiiiieee e e 57

Figura 2. Numero de ceélulas imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) na porcéao
intermediaria do ndcleo do trato solitario (NTS int.) e area postrema (AP) de ratos com
desidratacdo celular que receberam injecdo de metisergida (barras pretas) ou veiculo (barras
cinza) no NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson (2005), mostrando a
localizagcdo do NTS int. (area hachurada), AP (area cinza), trato solitario (TS) e ndcleo motor
dorsal do vago (NMDV) em secdo coronal do tronco encefalico (bulbo) (B). Fotomicrografias
de corte coronal do bulbo ilustrando ir-Fos no NTS int. e AP em aumento de 100x de rato que
recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O nimero de animais por grupo

experimental esta desCrito entre PArENTESES. .......ccveiveiieieere ettt 60

Figura 3. Numero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) no nucleo motor
dorsal do vago (NMDV) de ratos com desidratacdo celular que receberam injecdo de
metisergida (barra preta) ou veiculo (barra cinza) no NPBL (A). Diagrama modificado de
Paxinos e Watson (2005) ilustrando a localizacdo do NMDV (area hachurada), trato solitario
(TS) e area postrema (AP) em secdo coronal do tronco encefalico (bulbo) (B).
Fotomicrografias de corte coronal do bulbo mostrando ir-Fos no NMDV em aumento de 200x
(tracejado branco) de rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O nimero de
animais por grupo experimental esta descrito entre Par€nteses. .........ccevvevverierereseseseseseenes 61

Figura 4. Namero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) na por¢do caudal
do NTS de ratos com desidratacdo celular que receberam injecdo de metisergida (barra preta)
ou veiculo (barra cinza) no NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson (2005)
ilustrando a localizagdo do NTS caudal (&rea hachurada) em secdo coronal do tronco
encefalico (bulbo) (B). Fotomicrografias de corte coronal do bulbo mostrando ir-Fos no NTS
caudal em aumento de 100x de rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O

numero de animais por grupo experimental esta descrito entre parénteses...........ccevevevvrvenns 62



Figura 5. Numero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) no SFO de ratos
com desidratacao celular que receberam injecdo de metisergida (barra preta) ou veiculo (barra
cinza) no NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson (2005) mostrando a
localizacdo do SFO (area hachurada) em secdo coronal, dorsalmente ao terceiro ventriculo
(3V) (B). Fotomicrografias de corte coronal ilustrando ir-Fos no SFO em aumento de 100x de
rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O nimero de animais por grupo

experimental esta desCrito eNtre PArENTESES. .......cceeiveiieieere e 63

Figura 6. Numero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) no OVLT de ratos
com desidratacdo celular que receberam injecdo de metisergida (barra preta) ou veiculo (barra
cinza) no NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson (2005) ilustrando a
localizacdo do OVLT (area hachurada) em secdo coronal, dorso-lateralmente ao terceiro
ventriculo (3V) (B). Fotomicrografias de corte coronal mostrando ir-Fos no OVLT em
aumento de 100x de rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O numero de
animais por grupo experimental esta descrito entre Parénteses. .........coevvevverererereseseseseenes 64

Figura 7. Numero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) nas regifes core e
shell do NAC de ratos com desidratacdo celular que receberam injecdo de metisergida (barras
pretas) ou veiculo (barras cinza) no NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson
(2005) ilustrando a localizagdo das regides core e shell do NAC (&rea hachurada) em secédo
coronal, dorso-lateralmente ao terceiro ventriculo (3V) (B). Fotomicrografias de corte coronal
de uma das trés regides analisadas e delimitadas em B por retangulos, mostrando ir-Fos no
NAC em aumento de 100x de rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O

namero de animais por grupo experimental esta descrito entre parénteses...........ccocvvvrveeenens 65

Figura 8. NUumero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (F), ocitocina (O) ou
ambas (FO) nas regiGes parvocelular, magnocelular e ventral do nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVNp, PVNm e PVNv, respectivamente) de ratos com desidratacdo celular que
receberam injecdo de metisergida (barras pretas) ou veiculo (barras cinza) no NPBL (A).
Diagrama modificado de Paxinos e Watson (2005) ilustrando a localizacdo das regifes do
PVN descritas acima em secdo coronal, lateralmente ao terceiro ventriculo (3V) (B).
Fotomicrografia (800x) de exemplo contendo célula F (seta preta), FO (seta cinza) e O (seta
branca) (C). Fotomicrografias de corte coronal, mostrando ir-Fos no PVN em aumento de
100x de um rato que recebeu metisergida (D) e outro veiculo (E) no NPBL. O nimero de

animais por grupo experimental esta descrito entre Parénteses. ........ccvvveveeveeveenecieeseesieenenns 66



Figura 9. Ndmero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (F), ocitocina (O) ou
ambas (FO) no SON de ratos com desidratacdo celular que receberam injecdo de metisergida
(barras pretas) ou veiculo (barras cinza) no NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e
Watson (2005) ilustrando a localizacdo do SON em secdo coronal, dorso-lateralmente ao
quiasma 6ptico (OP) (B). Fotomicrografias de corte coronal, em aumento de 200x, de um rato
que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O numero de animais por grupo

experimental esta desCrito eNtre PArENTESES. .......cceeiveiieieere e 67

Figura 10. Concentracdo plasmatica de ocitocina (direita) e vasopressina (esquerda) de ratos
com desidratacdo celular que receberam injecdo de metisergida (barras pretas) ou veiculo
(barras cinza) no NPBL. O nimero de animais de cada grupo esté descrito entre parénteses. 70

Figura 11. Concentracdo de dopamina (DA), &cido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), &cido
homovanilico (HVA), serotonina (5-HT) e &cido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA), no nucleo
accumbens (A) e na amigdala (B) de animais com desidratacdo celular e que receberam
injecdo de metisergida (barras pretas) ou veiculo (barras cinza) no NPBL. O numero de

animais de cada grupo esta descrito entre PArENtESES. .......ccvivereerieiiieieere e 72

Figura 12. Ingestdo ndo cumulativa de NaCl 0,3 M (A) e agua (B), no teste da ingestdo
hidromineral de dois bebedouros, em animais com desidratacéo celular que receberam injecéo
de metisergida (circulos pretos) ou veiculo (triangulos cinza) no NPBL. O nimero de animais
de cada grupo esta desCrito entre PArNLESES. .......cviveverieriereresese e e e e e e ens 75

Figura 13. Conteldo liquido estomacal (A) e intestinal (B), e porcdo do intestino delgado
corada (C) apds gavagem de NaCl 0,3 M de ratos com desidratacdo celular, que receberam
injecdo de metisergida (circulos pretos) ou veiculo (triangulos cinza) no NPBL. O numero de
animais de cada grupo esta descrito entre ParNteSES. .......ccvererererereeeeierese e 77

Figura 14. Ingestdo de NaCl 0,3 M (esquerda) ou agua (direita) durante testes de bebedouro
Unico em animais com desidratacdo celular, que receberam injecdo de metisergida (barras
pretas) ou veiculo (barras cinza) no NPBL. O nimero de animais de cada grupo esta descrito
BIEIE PAIBINTESES. ... veeeeeee etttk b bbbkt h et b b bbbt bt Rt Rt b e bbbt ne s 79

Figura 15. Ingestdo ndo cumulativa de NaCl 0,15 M (A) ou agua (B), ingestdo total de NaCl
0,15 M ou &gua aos 120 min. do teste de ingestdo hidromineral com dois bebedouros (C) e

ingestdo ndo cumulativa e total de NaCl 0,15 M (D e E, respectivamente) em teste com



bebedouro Gnico em animais com desidratacdo celular, que receberam injecdo de metisergida
(circulos ou barras pretas) ou veiculo (tridngulos ou barras cinza) no NPBL. O nimero de

animais de cada grupo esta descrito entre PArENtESES. .......ccvivereerieiieereerie e see e 82

Figura 16. Ingestdo de NaCl 0,3 M (A) e agua (B) durante trés testes de ingestdo com dois
bebedouros. Os animais, hidratados, receberam injecdo de veiculo (V) ou muscimol (M) no
NPBL (NPBL") ou fora dele (NPBL) em cada teste de ingestdo hidromineral. O nimero de

animais em cada tratamento esta descrito entre Parénteses. .......cccvvvververesiiesieese e 84

Figura 17. Ingestdo diaria média de NaCl 0,3 M (A) e agua (B) correspondente ao periodo
precedente ao primeiro teste de ingestdo hidromineral (dias 1 a 6) e aos periodos subsequentes
(dias 8 a 13, 15 a 20 e 22 a 27) a cada teste. Os animais hidratados receberam injecdo de
veiculo (V) ou muscimol (M) no NPBL (NPBL") ou fora dele (NPBL") em cada teste de
ingestdo hidromineral (ver Figura 16). O nimero de animais em cada tratamento esta descrito

BITEIE PAIBINEESES. ...tttk ettt bbb bbbttt h bbbt bbb Rt b et bbbt 85

Figura 18. Teste da sede correspondente a um ciclo de PH-RP. Ingestdo de &gua ndo
cumulativa (A) e total ao final do teste da sede (B) de animais privados de agua por 18 h (PH;
circulos/barras pretas) ou hidratados (triangulos/barras brancas). O numero de animais de

cada grupo esta deSCrit0 eNtre PArENLESES. ......vivieeeeeeieriesie e et ere et re et sre e e eneens 87

Figura 19. Teste do apetite ao sodio correspondente a um ciclo de PH-RP. Ingestdo nédo
cumulativa de NaCl 0,15 M (A) e agua (C) e total ao final do teste do apetite ao sédio (B e D)
de animais privados de agua por 18 h e parcialmente reidratados no teste da sede da Figura 11
(PH-RP; circulos/barras pretas) ou hidratados (triangulos/barras brancas). O numero de

animais de cada grupo esta descrito entre ParNteSES. .......ccverererereeeeeeierese e se e 88

Figura 20. Autoestimulacdo elétrica no hipotalamo lateral ao final de um periodo de privagédo
hidrica por animais privados (PH) ou hidratados (Hidr): curva corrente-resposta (A),
intensidade de corrente padronizada equivalente a 50% da resposta maxima por min., ICP50
(B), resposta maxima padronizada por min., RPMPmax (C). O nimero de animais de cada
grupo esta desCrito ENLIe PATBNTESES. ...c..eivirierreiteriesieeeee ettt bbbt enes 90

Figura 21. Autoestimulacgdo elétrica no hipotalamo lateral ao final de um periodo de privagédo
hidrica seguida de reidratacdo parcial no teste da sede por animais privados e parcialmente

reidratados (PH-RP) ou hidratados (Hidr): curva corrente-resposta (A), intensidade de



corrente padronizada equivalente a 50% da resposta maxima por min., ICP50 (B), resposta
méaxima padronizada por min., RPMPmax (C). O numero de animais de cada grupo esta

descrito entre parénteses. Mesmos animais da Figura 20...........cccccevveiieieiiiesiese e 91

Figura 22. Autoestimulacao elétrica no hipotalamo lateral ao final do teste do apetite ao sodio
por animais PH-RP que desenvolvem apetite ao sédio (RPS) ou hidratados (Hidr): curva
corrente-resposta (A), intensidade de corrente padronizada equivalente a 50% da resposta
méaxima por min., ICP50 (B), resposta maxima padronizada por min., RPMPmax (C). O
numero de animais de cada grupo esta descrito entre parénteses. Mesmos animais das Figs. 20
L SRRSO 92



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Ingestdo de agua e sédio no teste de ingestdo hidromineral. ...........ccccccoevveinennnn, 58

Tabela 2. Ingestdo de agua e sddio de ratos com desidratacdo celular: validacéo da injecdo no
N1 = PO PPRPRRPPR 68

Tabela 3. Efeito da osmolaridade da solu¢do de NaCl infundida por gavagem (3 ml) sobre o

conteudo liquido estomacal e intestinal de ratos com desidratacao celular. ...............ccccoc....... 73
Tabela 4. Ingestdo de agua e sddio no teste de ingestdo hidromineral. ...........cccccocoevveinenenn, 78
Tabela 5. Ingestdo de agua e sodio no teste de ingestdo hidromineral. ...........cccccccvveivivennane. 80

Tabela 6. Ingestdo (mI/30 min) de agua e sédio nos testes da sede e do apetite ao sodio
(protocolo PH-RP) intercalados a sess6es de AEHL...........cccocvoeiieieiic s 89

Tabela 7. Intensidade de corrente padronizada equivalente a 50% da resposta maxima por
min. (ICP50) e resposta por min. méxima padronizada (RPMPmax) de ratos com desidratacdo
celular operando AEHL na condicdo basal ou em resposta a gavagem de agua (Hidratado) ou
de NaCl 2 M (DeSIAratado) .........cceeueiieiieeieiieese ettt te e st e sre et e sreesre e 93



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

MA — microampere(s)

Hg — microgramag(s)

pl — microlitro(s)

MM — micrometro(s)

2V1M - 2 tratamentos com veiculo e 1 tratamento com muscimol
3M — 3 tratamentos com muscimol

3V —terceiro ventriculo

5-HIAA — &cido 5-hidroxi-indol-acético

5-HT — serotonina

8-OH-DPAT - 8-hydroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina
AEHL — autoestimulacdo elétrica do hipotalamo lateral
ANOVA - andlise de variancia

ANP — peptideo natriurético atrial

AP — area postrema

AVP — arginina-vasopressina

BNST — ndcleo leito (ou intersticial) da estria terminal
CEA — nucleo central da amigdala

cm — centimetro(s)

cpm — contagem por minuto

DA — dopamina

DOI — hidrobrometo de 2,5-dimetoxi-4-iodo-anfetamina
DOPAC - &cido 3,4-diidroxifenilacético

DRN - nucleo dorsal da rafe

F — célula imunorreativa para a proteina c-Fos

FO — célula imunorreativa para a proteina c-Fos e ocitocina
h —hora(s)

HL — hipotalamo lateral

HVA — acido homovanilico

IC50 — intensidade de corrente correspondente a 50% da RPM maxima
ICP50 — IC50 padronizada em fungéo da série

icv — intracerebroventricular



Ip — intraperitoneal

ir-Fos — imunorreatividade para a proteina c-Fos

iv — intravenoso

kg — quilograma(s)

M — molar

mg — miligrama(s)

min. — minuto(s)

ml — mililitro(s)

mm — milimetro(s)

MnPO — nlcleo pré-6ptico mediano

ms — milissegundo(s)

NAC — ndcleo accumbens (ou acumbente)

NMDV - nucleo motor dorsal do vago

nmol — nanomol(es)

NPBL — nucleo parabraquial lateral

NPBL" — histologia negativa para nucleo parabraquial lateral
NPBL" — histologia positiva para nticleo parabraquial lateral
NTS — ncleo do trato solitario

NTS int. — porg¢do intermediaria do nucleo do trato solitério
O — célula imunorreativa para ocitocina

OP — quiasma éptico

OT - ocitocina

OVLT - 6rgdo vasculoso da lamina terminal

p.C. — peso corporal

PBS - tampao fosfato salino

PFA — paraformaldeido

pg — picogramag(s)

PH — privacéo hidrica

PH-RP — privacéo hidrica seguida de reidratacéo parcial
PH-RPS — privacao hidrica seguida de reidratacdo parcial e acesso ao sodio
PVN — ndcleo paraventricular do hipotalamo

PVNmM — regido magnocelular do nacleo paraventricular do hipotalamo

PVNp — regido parvocelular do nucleo paraventricular do hipotalamo



PVNvV — regido ventral do ndcleo paraventricular do hipotalamo
RP — reidratacdo parcial

RPM - resposta por minuto

RPMmax — resposta por minuto maxima

RPMPmax — resposta por minuto maxima padronizada pela série
scp — pedunculo cerebelar superior

seg. — segundo(s)

SFO — érgéo subfornical (ou subfornicial)

SON - nucleo supradptico

TS — trato solitario

VTA — area tegmental ventral



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt s e 22
1.1 Consideracdes gerais sobre desidrataGao............ccccverveiveieeiiesiieie e seese e 22

1.2 Desidratacao € COMPOITAMENTO ......cc.ecviieeiieeieseerie e ste e sre e sre et esre e 23

1.3 Facilitacdo dos comportamentos ingestivos associados a desidratacao ...................... 25

1.4 Inibicdo dos comportamentos ingestivos associados a desidratagdo...........c.cccceeeene. 25
1.4.1 O NPBL como inibidor da ingestao de SOI0.........ccccvevveriiiieiieie e 26
1.4.1.1 Mecanismo inibidor serotonérgico N0 NPBL ...........ccccceeveiiieie e 27

1.4.1.2 Ingestdo paradoxal de sodio induzida pela injecdo de metisergida no NPBL..28

1.4.1.3 Serotonina no NPBL e preferéncia ao NaCl hipertdnico ...........cccccceevevveennnen. 29
1.4.2 Mecanismos inibidores ndo serotonergicos N0 NPBL ...........ccccooiiviniiinienieienenen, 30
1.4.3 Mecanismo inibidor OCItOCINEIGICO..........coiuiiiiierieieese e 30
1.4.4 Inibicao pre-sistémica da ingestao de SOI0.........ccccvveeiieie i 31

1.5 Integracdo dos mecanismos facilitadores e inibidores da ingestao de agua e sodio ...32
1.6 Possivel interacdo entre mecanismo inibidor do NPBL e o sistema de recompensa ..33

1.7 Influéncia dos mecanismos facilitadores e inibidores ativados pela desidratacdo sobre

a autoestimulacéo elétrica do hipotalamo lateral..............ccccoeviiiiiiiicc e 34
2 OBUIETIVO .ttt b e h ettt et an e e be e n e an e 36
3MATERIAL E METODO .......ooiieiieeeteeeeseeeeee e eeaess s s esssssesse s s snsssssssnaassnssnensons 37
B L ANIIMAIS ettt bbb bbbt bbbttt b e bbbt 37
3L2 ANBSTESIA ..ttt b bbb bbbt 37
3.3 CIrurgia €StErEOLAXICA. .. ...ecve e ite ettt ettt e be e be e sre e sre e re e e 38
3.4 Canulagao da veia femOoral ...........ccooiiiiiiii e 38
3.5 CUIdAA0S POS-CITUIGICOS .....eveeveeiienieie ettt sttt nbe bbb enes 39
3.6 InjecOes de drogas NO NPBL ........cccooiiiiiiiiiiee s 39
3.7 Teste de ingestdo hidromineral...........cccooiveiii e s 40

3.8 Desidratacao celular induzida por gavagem de NaCl hipertdnico .........c.ccoceevevnnnnne. 40



3.9 Desidratacdo celular induzida por infusdo intravenosa de NaCl hipertonico.............. 40

3.10 Desidratacdo dupla induzida por Privacdo Hidrica seguida de Reidratacdo Parcial

(PH-=RP) ettt ettt bRt e et nre s 40
3.11 Perfusao e remoGao d0S ENCETAIOS.........ccueiveiieieiicie e 41
3.12 Protocolos de imuno-hiStOQUIMICA............cireriiirirerese e 42
3.13 Quantificacdo das concentra¢bes plasmaticas de hormonios..........cccecevvvvivieennnne. 43
3.14 Quantificacdo de neurotransmissores em areas encefalicas ............ccocvvvevviieiiennnns 44
3.15 Determinacdo da taxa de esvaziamento gaStriCO.......cccevveveeieiieie e se e 45
3.16 Autoestimulacéo elétrica do hipotalamo lateral (AEHL) ........cccooeviiiiviieiiinieen, 45
3.16.1 Treinamento e aprendizado da AEHL..........cooeieiiiiiiiiiicceee 46
3.16.2 Escolha do “pacote” de AEHL.........ccoooiiiiiiiiiiii e 47
3.16.3 Confirmacao do aprendizado da AEHL ...........c.ccooevieii e 48
3.17 ANALISE NISLOIOGICA .....cvvveveieiieie et 49
318 EXPOIIMENTOS ...ttt kbbbt bbbt n bbbt 49

3.18.1 Experimento la. Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre sinalizadores
centrais e periféricos durante a fase pré-ingestiva da ingestdo de sédio: expressao do gene
c-Fos no encéfalo, neurotransmissores em areas limbicas e concentragdes plasmaticas de

hormaonios NEUro-NIPOFISATIOS ........ccceiveiiiieee e 50

3.18.2 Experimento 1b. Esvaziamento gastrico em ratos com desidratacdo celular ap6s
injecdo de metisergida N0 NPBL..........cccooviiiieii et 51

3.18.3 Experimento 1c. Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre ingestdo de

NaCl em teste de DEDEAOUIO UNICO. ... ..uueeeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeneennenenennnennns 52

3.18.4 Experimento 1d. Efeito da administracdo repetida de muscimol no NPBL sobre a

sensibilizagdo da ingestdo de NaCl hipertdniCo..........ccocevvveiiiiiiinieicesece e 53

3.18.5 Experimento 2. Ingestdo hidromineral induzida por PH-RP e intercalada a

autoestimulacéo elétrica do hipotalamo lateral (AEHL).........ccccoviviiiiiiiiieee 54
3.19 ANALISE ESTALISTICA .. vevveveerieeiesieeie e eie s ste et te e staesre e e ra et e e e sreeneeeneesraeneeas 56

A RESULTADOS ... 57



4.1 Andlise histologica do sitio de inje¢do N0 NPBL .........ccoiiiiiiiceeeeee 57

4.2 Experimento la. Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre sinalizadores
centrais e periféricos durante a fase pré-ingestiva da ingestao de sodio: expressdo do gene
c-Fos no encéfalo, neurotransmissores em areas limbicas, concentragdes plasmaticas de

hormonios NEUro-NIPOFISANIOS. ........cciiiiiiieie e 58

4.2.1 Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre imunorreatividade para a proteina

4.2.2 Concentracdo de hormonios neurohipofisarios no plasma e de neurotransmissores
em areas limbicas, apds injecdo de metisergida no NPBL, em ratos com desidratacdo
(ot 11 ] - SR 68

4.3 Experimento 1b. Esvaziamento gastrico em ratos com desidratacdo celular apos

injecdo de metisergida N0 NPBL ..........ccccoiiiiiiiiie e 73

4.3.1 Esvaziamento gastrico de sobrecarga de NaCl isoténico ou hipertbnico em ratos
COM deSIArataGao CRIUIAT ..........oiieieiee e 73

4.3.2 Desidratacdo celular induzida por infusdo intravenosa de NaCl 2 M: efeito da

injecdo de metisergida no NPBL sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M .......ccccoevveveiiecinennnns 73

4.3.3 Esvazimento gastrico apds injecdo de metisergida no NPBL de ratos com
deSIArataCao CRIUIAN ..........ooiee e 76

4.4 Experimento 1c. Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre ingestdo de NaCl

em teste de DEDEAOUIO UNICO .. ....eeeeeeeeee et e e e e e 78

4.4.1 Efeito da metisergida no NPBL sobre ingestdo de dgua e NaCl 0,3 M em teste de

DEEAOUID UNMICO .. et e e e ettt e e e e e e e e e e ee et e e e e e eee e eeeeeseeeaaas 78

4.4.1.1 Desidratacdo celular induzida por gavagem de NaCl 2 M: efeito da injecdo de
metisergida no NPBL sobre a ingestdo de a4gua e NaCl 0,3 M em teste de dois

DEDEAOUIOS (LHTAGEIM) ...eiiiiiie et aeeeneas 78

4.4.1.2 Ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M em testes de bebedouro Unico apds a injecdo
de metisergida no NPBL durante desidratagdo celular............cccoovviiiniiiiininnn, 78

4.4.2 Efeito da metisergida no NPBL sobre ingestdo de agua e de NaCl 0,15 M em testes

de dupla escolha ou bebedouro UNICO .........cccecviiiiiiciccece e 80



4.4.2.1 Desidratacdo celular induzida por gavagem de NaCl 2 M: efeito da injecdo de
metisergida no NPBL sobre a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em teste de dois
DEDEdOUr0S (THAGEM) ...oiuie e nrs 80

4.4.2.2 Ingestdo de agua e de NaCl 0,15 M em testes de dois bebedouros apos a

injecdo de metisergida no NPBL durante desidratagé@o celular ...........c.cccovevveviernnnee. 80

4.4.2.3 Ingestdo NaCl 0,15 M em testes de bebedouro Unico ap6s a injecdo de
metisergida no NPBL durante desidratacao celular .............c.ccoooiiiiiiiiiniie 81

4.5 Experimento 1d. Efeito da administracdo repetida de muscimol no NPBL sobre a

sensibilizacdo da ingestdo de NaCl hipertdniCo ..........cccevvevieiieve e 83

4.6 Experimento 2. Ingestdo hidromineral induzida por PH-RP e intercalada a

autoestimulacéo elétrica do hipotalamo lateral (AEHL) .........ccccooviiiiiiiiiieeeiee 86

4.6.1 Testes piloto da sede e do apetite ao sddio em resposta a um ciclo de privacdo
hidrica (PH) e reidratacdo parcial (RP), PH-RP..........ccceoii i 86

4.6.2 Ingestdo de agua e NaCl 0,15 M nos testes de sede e apetite ao sodio intercalados
COM AEHL e e anne e 89

4.6.3 Autoestimulacgdo elétrica do hipotalamo lateral (AEHL) intercalada pelos testes de

sede e apetite ao s6dio do protocolo PH-RP. .........ccocoiiiiie e 89
4.6.4 Autoestimulacdo elétrica do hipotalamo lateral apds desidratacéo celular.............. 93
5 DISCUSSAQD ...ttt 94

5.1 Inibicdo serotonérgica do NPBL nas fases apetitiva e consumatéria da ingestdo de
S0 To [0 I o U= Uo 0 | 94

5.2 Seletividade do NPBL a ingestdo de NaCl............cccooviieiieii e 99

5.3 InjecOes repetidas de muscimol no NPBL e sensibilizacdo da ingestdo de NaCl

01 0 1=T 5 (6] a1 ol USRS PP 102
5.4 Testes da sede e do apetite ao sodio intercalados com AEHL .........c.cccoevvvveiveenee. 103
B CONCLUSAD......coooviiiiieieieiic et 104

T REFERENCIAS ...ttt 106



Introdugdo 22

1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais sobre desidratacao

A &4gua é um nutriente envolvido no funcionamento adequado dos Orgdos e
tecidos, indispensavel para a vida animal. A restri¢do hidrica decorrente da escassez de agua
em regides aridas, da palatabilidade reduzida em criancas e idosos, assim como do consumo
regular de substancias diuréticas (por exemplo, alcool e cafeina), pode levar ao quadro de
desidratacdo cronica moderada'®. A desidratacdo mantida por longos periodos pode causar
desde prejuizo da capacidade termorregulatoria, do desempenho em atividades fisicas, até
choque hipovolémico e morte®*.

O conteldo hidrico de um homem adulto corresponde a aproximadamente 3/5
do peso corporal, distribuido nos compartimentos extracelular, composto pelo plasma e
intersticio (30%), compartimento intracelular (65%) e compartimento transcelular (5%)*. A
manutencdo do volume dos compartimentos, por sua vez, depende da composicdo do meio
interno ou “milieu interieur”, denominacao dada no final do século XIX por Claude Bernard a
matriz liquida que banha as células, ou seja, o liquido extracelular®. \arios de mecanismos
autondmicos, neuroenddcrinos e comportamentais sdo responsaveis pela manutencdo da
constancia do meio interno, chamada de homeostase por Walter Cannon®. Variacdes em
parametros hemodinadmicos e na osmolaridade do liquido extracelular resultam na ativacdo de
mecanismos homeostaticos, talvez herdados de ancestrais de vida marinha onde a
osmolaridade do ambiente é trés vezes maior em relacdo a plasmatica. Tais mecanismos
contribuiram para a conquista do habitat terrestre pela vida animal®.

Por ser o ion sddio o principal soluto osmoticamente ativo presente no liquido
extracelular, a manutencdo da concentracdo plasmatica de sodio dentro de niveis considerados
normais (132 a 148 mOsm/L H,0)* é fundamental para a manutencdo do volume dos
compartimentos. A hipernatremia retira agua do citoplasma por osmose, levando a
desidratacdo celular. A perda de agua e sodio do liquido extracelular resulta em reducéo de
volume circulante (hipovolemia), caracterizando a desidratacdo extracelular. A privagédo
hidrica por longos periodos pode levar a desidratacio de ambos os compartimentos

simultaneamente, resultando em desidratacdao dupla, também chamada de absoluta.
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1.2 Desidratagédo e comportamento

Situacdes de desequilibrio do meio interno promovem o surgimento de
“impulsos interiores”, chamados de “estados motivacionais” ou simplesmente “motivagao”,
dirigindo o animal a execucdo de comportamentos motivados, paralelamente a ajustes
autondmicos e enddcrinos, responsaveis pela restauracdo da homeostase’. Tais
comportamentos possuem uma fase apetitiva inicial, durante a qual ocorre a busca do
estimulo desejado, além de uma fase consumatoria iniciada na presenca do estimulo em
questdo®®. Em situaces de deficiéncia de agua ou de sédio surgem motivaces para a
ingestdo destas substancias, a sede e o apetite ao sddio, respectivamente.

Sede é a denominacdo dada a motivacdo decorrente da deficiéncia hidrica, a
qual estd associado o desejo de ingerir dgua, levando o animal a buscar, obter e ingerir
dgua’®™. A deficiéncia hidrica pode ocorrer em resposta a desidratacdo celular, extracelular
ou dupla, situacdes nas quais a sede é observada. Ha relatos de estudos sistematicos sobre a
sede desde meados do século XIX, sendo que atualmente ha um grande interesse na
determinacdo anatémica, morfoldgica e funcional do receptor para hiperosmolaridade, o
“osmorreceptor”, bem como nos mecanismos de controle da sede!??,

O apetite ao sodio é a motivacdo para a procura, aquisi¢cdo e consumo de sodio
em ratos deficientes deste ion, sendo operacionalmente definido como o aumento da ingestao
de NaCl hipertdnico, normalmente rejeitado, néo preferido, pelo animal hidratado™. Este
comportamento foi inicialmente descrito por Curt Richter, baseado em suas observacoes sobre
a natriorexigénese em ratos adrenalectomizados e a um caso clinico de avidez por sal de
cozinha apresentada por uma crian¢a com deficiéncia na producéo de aldosterona, hormonio
importante para a preservacdo do sédio corporal™™*’. Evidéncias experimentais permitem
afirmar que o apetite ao sédio ocorre em diferentes espécies de mamiferos (como ratos,
coelhos e ovelhas), sendo inato e especifico ao sédio™®?!. Ao contrério da sede, o apetite ao
sodio surge apenas ap0Os varias horas do inicio da hipovolemia, na sua fase tardia ou
“madura”??.

Apesar dos conceitos de sede e apetite ao s6dio serem amplamente aceitos e
utilizados ha decadas, o estudo do comportamento ingestivo as vezes demonstra fendmenos
que ndo se enquadram perfeitamente em definicdes pré-existentes. Por exemplo, em teste de
preferéncia mineral, animais com desidratacdo celular nitidamente ingerem &gua e evitam o

23,24

NaCl hiperténico, indicando a expressdo da sede“™<", enquanto estudos realizados em nosso
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laboratério demonstraram que solu¢des minerais em concentracdo palatavel contendo sodio
ou potassio, normalmente isotdnicas ou hipotdnicas, séo ingeridas além da 4gua®>*’. Também
verificamos que a ingestdo de &gua associada a aversdo ao NaCl hiperténico induzida apos
protocolo de injecdo intracerebroventricular (icv) de angiotensina Il, tratamento classicamente
reconhecido como dipsogénico, também induz preferéncia ao sddio na forma de NaHCOs;
isotbnico frente a outras solugdes minerais igualmente palataveis, incluindo o NaCl
isotonico™?®, Ainda, esta preferéncia ao bicarbonato de sédio ndo é modificada pelo
sinergismo entre angiotensina Il e mineralocorticoide, uma interacdo entre horménios
proposta como causa da expressdo do apetite ao sddio™®+?%,

Além de modificar a palatabilidade de solugdes sddicas, a fase apetitiva e a
consumatdria da ingestdo mineral ativam sistemas de recompensa, a semelhanca de outros
comportamentos motivados. Recompensa pode ser subjetivamente definida como qualquer
estimulo que induza “bem estar”, ou operacionalmente definida como um estimulo que
aumente a probabilidade de repeticdo do comportamento precedente ao surgimento de tal
estimulo®. Ratos depletados de sédio pressionam alavanca para obter solucdo de NaCl, ou

1%°. A deficiéncia de sodio reduz

seja, executam comportamento operante para a obtencdo de sa
o valor hedonico da estimulacdo hipotalamica®!, assim como o padrdo de atividade de
neurdnios do ndcleo accumbens (NAC) é modificado durante a ingestdo de sédio®. E
importante frisar que ativacdo da via dopaminérgica mesolimbica presente no feixe
prosencefalico medial, que conecta 0 mesencéfalo ao corpo estriado onde NAC esta contido,
participa da recompensa de estimulos de alto valor hedénico, como a prépria estimulacéo
hipotalamica, assim como o sabor doce da sacarose”®**.

A sensibilizacdo da ingestdo de sodio é outro fendmeno que relaciona o
mecanismo de controle do apetite ao sdédio aos mecanismos de recompensa. Estudos da
década de 60 demonstraram que o apetite ao sodio é mais intenso, ou seja, esta sensibilizado
no segundo episddio de hipovolemia induzida por dialise peritoneal em comparacdo a
primeira desidratacdo. A sensibilizac&o da ingestdo de sédio envolvendo episédios repetidos
de desidratacdo hipovolémica tem sido demonstrada por diversos grupos de pesquisa em

diferentes linhagens de animais®™*.

Animais sensibilizados para a ingestdo de sédio
apresentam alteragdes morfologicas em neurénios do NAC, assim como sensibilizacdo
cruzada para drogas de abuso, demonstrada pelo aumento da preferéncia condicionada ao

local de administracdo de anfetamina, indicativo do aumento do valor heddnico desta
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substancia*®*3, Ainda, tanto ratos com histérico de administracdo de anfetamina como a prole

de ratas tratadas cronicamente com nicotina apresentam apetite ao sédio sensibilizado®*.

1.3 Facilitacdo dos comportamentos ingestivos associados a desidratacio

A ingestdo de agua decorrente da sede € iniciada tanto pelo aumento de 1 a 2%
na osmolaridade plasmatica, que ativa estruturas sensoriais chamadas de “osmorreceptores” e
promove o0 aumento dos niveis plasmaticos de vasopressina (AVP) e ocitocina (OT), como
pela acdo central da angiotensina Il durante a fase inicial da desidratacdo extracelular'?*3,
Os osmorreceptores estdo localizados tanto perifericamente na parede da cavidade orofaringea
e do trato gastrintestinal, nos vasos sanguineos que irrigam o intestino, na veia porta hepatica,
como centralmente, no 6rgao vasculoso da lamina terminal (OVLT) e no 6rgao subfornical
(SFO), ambos localizados na lamina terminal***. Estudos mais recentes sugerem a existéncia
de osmorreceptores centrais, ativados por um processo mecanico de reducdo de volume
celular pelo aumento da osmolaridade do liquido extracelular, promovendo a abertura de
canais catiénicos na membrana e ativagdo celular'®.

A ingestdo de agua também pode ser induzida pela ativacdo central de
receptores angiotensinérgicos AT;, sendo o efeito dipsogénico da angiotensina mais
pronunciado quando injetado diretamente no SFO e no OVLT*'. Além da sede, a angiotensina
Il e os mineralocorticoides, horménios envolvidos nas respostas fisiologicas frente a
hipovolemia, sinergicamente produzem apetite ao sédio em ratos hidratados'®?*4’. A
associacédo entre a angiotensina Il e a reducgéo da ativacdo de receptores cardiopulmonares de

baixa pressdo também é considerada indutora de apetite ao sodio™”.
1.4 Inibicao dos comportamentos ingestivos associados a desidratacao

O equilibrio entre mecanismos facilitadores e inibidores determinam o inicio e
o término (saciedade) do comportamento ingestivo alimentar e hidromineral*®. Enquanto a
sede e 0 apetite ao sddio parecem compartilhar mecanismos facilitadores angiotensinérgicos,
a hiperosmolaridade plasmatica atua de forma oposta nos dois comportamentos, facilitando a

sede e inibindo o apetite ao sodio. Animais hiperosmaticos ingerem agua a0 mesmo tempo

20,49,50

em que a ingestdo de sodio hipertdnico esta inibida , sendo que esta inibicdo parece

depender de mecanismos antinatriorexigénicos do nlcleo parabraquial lateral (NPBL)***® e
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ocitocinérgicos hipotalamicos™*®. Ainda, a hiperosmolaridade e a distensdo da parede do
trato gastrintestinal sdo sinais que ativam mecanismos de inibicdo rdpida da ingestdo
hidromineral durante a desidratacdo, reduzindo o esvaziamento géstrico>®. N&o se sabe se
estes mecanismos inibidores sdo interdependentes durante a desidratacdo celular. Os trés
mecanismos inibidores citados (NPBL, ocitocina e esvaziamento gastrico) sdo objetos de
estudo desta tese e estdo detalhados abaixo, porém ndo sdo os Unicos a modular a ingestdo
hidromineral. O peptideo natriurético atrial (ANP), produzido e liberado pelos atrios cardiacos
inibe a ingestdo de sddio durante a hiperosmolemia e a hipervolemia, provavelmente por uma
acdo inibidora direta sobre o SFO*. E possivel que a hipervolemia também ative o
mecanismo de inibi¢do répida da ingestdo hidromineral, pois retarda o esvaziamento
gastrico”’.

Apesar dos mecanismos facilitadores e inibidores atuarem antagonicamente
sobre a ingestdo hidromineral, os sinais que os ativam podem ndo ser necessariamente
especificos para apenas um mecanismo. Por exemplo, a angiotensina Il é facilitadora da sede
e do apetite ao sodio, mas também ativadora do mecanismo ocitocinérgico hipotalamico

antinatriorexigénico*®®,

Esta dupla ativacdo de mecanismos antagdnicos pode estar
relacionada com o fato da angiotensina produzir sede imediata e intensa e, quando a atividade
do PVN é suprimida por diluicdo do liquido extracelular decorrente da ingestdo de agua, a
ingestdo de sddio é desinibida, promovendo o consumo de agua e sédio em uma mistura
praticamente isotonica*®. A laténcia de algumas horas entre a expressdo inicial da sede e
posterior do apetite ao sédio, comumente observada em ratos hipovolémicos, poderia também
ser explicada por esta sequéncia diluicdo extracelular e ingestdo isotdnica, supostamente
protetora para 0 animal, pois evitaria uma desidratacdo celular que poderia se somar a
extracelular ja induzida pela hipovolemia®. A rapida e intensa ingestdo de sédio hipertonico
observada ap6s a desativacdo do NPBL em animais tratados com angiotensina Il icv™® esta de
acordo com a teoria de Stricker sobre a dualidade facilitadora e inibidora da angiotensina II,
influenciando os estudos do papel inibidor do NPBL sobre a ingestdo de sodio, conforme

discutido abaixo.

1.4.1 O NPBL como inibidor da ingestéo de sodio

O NPBL € uma estrutura localizada bilateralmente na ponte, posicionado

dorsalmente ao pedlnculo cerebelar superior, constituindo um importante centro inibidor da
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ingestdo hidromineral®®®. Estudos pioneiros revelaram que a lesdo eletrolitica ou citotoxica
deste nlcleo potencializa o consumo de agua induzido por angiotensina Il, sugerindo uma
acdo inibidora do NPBL sobre a sede®®®® Também foi demonstrado que a infusdo
intragastrica de NaCl hipertdnico, protocolo que induz desidratacdo celular, promove o
aumento de células imunorreativas para proteina c-Fos, ou seja, promove ativacdo celular no
NPBL®.

1.4.1.1 Mecanismo inibidor serotonérgico no NPBL

A presenca de terminais serotonérgicos provenientes do nucleo dorsal da rafe

(DRN) e da area postrema (AP), 0s quais se projetam para a ponte®®®®

, pode constituir o
substrato neuroanatémico do controle serotonérgico no NPBL sobre a ingestdo hidromineral.
A ablacdo da AP ou a lesdo do DRN potencializam a ingestdo de NaCl hiperténico, sugerindo
papel inibidor destas areas sobre o apetite ao s6dio®®’°. Posteriormente, um estudo funcional
de microdialise demonstrou que os niveis de serotonina e seu metabolito estdo aumentados no
NPBL de animais hipovolémicos, apds a ingestao de agua e NaCl 0,3 M, e diminuidos quando
tais liquidos ndo sdo oferecidos’. Estudos imuno-histoquimicos, cuja a expressdo de da
proteina Fos € utilizada como pardmetro de atividade celular, mostram que ingestdo de NaCl
hipertdnico por ratos hipovolémicos ativa células do NPBL, mas 0 mesmo ndo ocorre quando
esses animais ingerem NaCl isotbnico, em contraste com o DRN, onde ativacdo celular é
observada ap0s a ingestdo de ambas as solugdes, o que sugere um papel seletivo do NPBL
sobre a ingestdo de solucdo hipertonica de s6dio’"®.

Paralelamente a estas evidéncias do papel da serotonina e do NPBL no controle
hidroeletrolitico, soma-se a contribuicdo de estudos comportamentais na avaliacdo do
antagonismo e do agonismo de receptores serotonérgicos no NPBL sobre a ingestdo
hidromineral. Estudos pioneiros mostraram que injecfes de metisergida no NPBL,

considerada um antagonista inespecifico de receptores serotonérgicos’*”, mas também

agonista de receptores 5-HT1a"

, aumenta a sede induzida por angiotensina Il injetada
centralmente, quando somente 4gua esta disponivel®®. Metesergida também induz ingestéo de
sodio simultanea a de 4gua em testes com dois bebedouros, um contendo agua e outro NaCl
0,3 M>*"". Note que esta natriorexigénese rapida esta de acordo & ideia de a angiotensina 11
ativar sinais facilitadores e inibidores da ingestdo de s6dio. A metisergida no NPBL também

potencializa a ingestdo de NaCl hipertdnico dependente de angiotensina Il em animais
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hipovolémicos’®®

. Da mesma forma, o 8-hydroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina (8-OH-
DPAT), um agonista de receptores 5-HT;a (que podem estar presentes tanto pré como pos-
sinapticamente no NPBL e que promovem hiperpolarizacdo da membrana celular quando
ativados), também potencializa a ingestdo de sddio em ratos hipovolémicos quando injetado
no NPBL®. A injecdo de serotonina no NPBL reduz a ingestdo de sodio em animais
submetidos a privacdo hidrica, sugerindo que a ativacdo serotonérgica no NPBL é
predominantemente antinatriorexigénica®. Injecées no NPBL de hidrobrometo de 2,5-
dimetoxi-4-iodo-anfetamina (DOI), um agonista de receptores 5-HT,a/zc, reduz a ingestdo de
sodio induzida pela hipovolemia sugerindo a participacdo destes receptores no mecanismo
serotonérgico antinatriorexigénico presente no NPBL>®2, O apetite ao sédio induzido por
tratamento cronico com desoxicorticosterona (mineralocorticoide de acdo analoga a
aldosterona) também é potencializado pela metisergida no NPBL®. Assim como ocorre ap6s
a injecdo central de angiotensina Il, tanto a fase dipsogénica inicial da hipovolemia como a
ativacdo central de vias colinérgicas, dipsogénicas e classicamente antinatriorexigénicas,
podem induzir ingestdo de NaCl hipertbnico ap6s o tratamento com metisergida no
NPBL®® . A inibicdo da ingestdo hidromineral pela serotonina no NPBL contrasta com 0
efeito dipsogénico deste neurotransmissor, seja injetado perifericamente em ratos ou injetado

intracerebroventricularmente em pombos*’®.

1.4.1.2 Ingestdo paradoxal de sodio induzida pela injecdo de metisergida no NPBL

A inibicdo promovida pela serotonina sobre o apetite ao sddio, supostamente
um mecanismo protetor do parabraquial contra 0 consumo excessivo de &gua e s6dio™, é
evidenciada pela ingestdo paradoxal de sddio por ratos hiperosmoticos apos injecdo de
metisergida no NPBL®!. Conforme descrito no item anterior, a desativacio do NPBL
potencializa a ingestdo de sodio em protocolos classicamente dipsogénicos e as vezes
antinatriorexigénicos, como € o caso da ingestdo paradoxal de NaCl. Soma-se ainda o fato da
serotonina no NPBL facilitar a natriurese em animais com expansao hipertonica de volume, o
que poderia atenuar a desidratacdo celular®”. Ao contrario do ponto de vista classico, a
hiperosmolaridade plasmatica apresenta-se como um sinal inibidor e paralelamente
facilitador, ativando tanto  mecanismos  natriorexigénicos Ccomo  mecanismos
antinatriorexigénicos; o balanco entre facilitacdo e inibicdo determina a quantidade de sodio

ingerida>*. Note a semelhanca da hiperosmolaridade plasmética & angiotensina Il central no
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que tange a ativacdo dual de mecanismos antagdnicos descrita acima. Apesar da ingestéo
paradoxal de sédio guardar semelhancas com o apetite ao sodio classico durante hipovolemia,
inclusive em relacdo a ingestdo de NaCl hipertdnico, a ingestdo de sddio por animais
hipovolémicos ou mesmo hidratados ndo serd considerada como a expressdo do apetite ao
sodio nesta tese por ndo estar relacionado a deficiéncia de sodio, além de ndo sabermos ainda
se esta motivacdo produz ingestdo especifica para o ion sddio, critérios levados em

consideracdo na definicao classica.

1.4.1.3 Serotonina no NPBL e preferéncia ao NaCl hipertonico

Pode-se afirmar que desativacdo do mecanismos antinatriorexigénico do NPBL
claramente potencializa a ingestdo de NaCl hipertdnico, seja ap0s desidratacdo celular,
extracelular ou dupla, porém o efeito desta desativacdo sobre a ingestdo de agua ndo é
consistente. Por exemplo, em testes de ingestdo realizados com o oferecimento de apenas um
bebedouro contendo &gua, a sede induzida por angiotensina Il central foi potencializada por
metisergida e inibida pela serotonina ou DOI no NPBL®*"". J4 em testes de preferéncia com
dois bebedouros, um contendo agua e o outro NaCl hiperténico, metisergida em animais
hipovolémicos ora potencializa a ingestdo de agua e de NaCl hipertdnico, ora potencializa
somente a ingestdo de s6dio”®®; na desidratacdo celular, metisergida potencializou somente
ingestdo de NaCl hipertdnico em testes de dois bebedouros®’.

A relacdo entre concentracdo da solucdo de NaCl e preferéncia por ratos segue
o padrdo “U invertido”, com o pico de preferéncia coincidindo com a isotonicidade®®®°. Em
ratos hipovolémicos, o bloqueio serotonérgico no NPBL nédo altera a ingestdo de NaCl
isotdnico e de agua em teste de dupla escolha, assim como a ir-Fos deste nucleo apos a
ingestdo de NaCl isotonico é menor em comparacdo a ingestdo de NaCl hipertonico™®®,
reforcando a sugestdo de que o NPBL exerce seu efeito inibidor preponderantemente no lado
hipertonico da curva de preferéncia ao NaCl, protegendo o animal contra a ingestdo excessiva
de sodio. Como parte desta tese, foram realizados experimentos para verificar se a inibicéo
seletiva a0 NaCl hipertdnico também ¢é observada em animais com desidratacdo celular,
situacdo na qual a ingestdo excessiva de sodio agravaria ainda mais o desequilibrio
hidroeletrolitico. Para tanto, foram realizados testes de preferéncia com dois bebedouros (dgua

e NaCl isotbnico). Também foram realizados testes de ingestdo com bebedouro Unico,
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evitando uma possivel interferéncia do nimero de bebedouros e das opgbes sobre a

ingestao®%,

1.4.2 Mecanismos inibidores nédo serotonérgicos no NPBL

Estudos mais recentes tém demonstrado o papel de outros neurotransmissores
na modulacdo do mecanismo antinatriorexigénico do NPBL. Por exemplo, ingestdo paradoxal
de sodio também foi observada em ratos com desidratacdo celular ap6s o agonismo de
receptores noradrenérgico op/imidazélico promovido pela moxonidina e o agonismo de

L52'53'93.

receptores GABAa pelo muscimol, ambos injetados no NPB Em animais

hipovolémicos, a ativacdo adrenérgica, purinérgica e GABAérgica, assim como a desativacdo
colecistocininérgica potencializam o apetite ao sodio em animais hipovolémicos® . O
agonista opioidérgico B-endorfina, o agonista de receptores GABAg baclofeno e o muscimol

97,99,100, sendo

injetados no NPBL promovem ingestéo de &gua e sodio em animais hidratados
sugerido que este efeito do muscimol depende da ativacdo de receptores angiotensinérgicos
centrais, talvez pelo tonus angiotensinérgico basal'®. E importante frisar que a metisergida no
NPBL desinibe a ingestdo de sodio somente na presenca de um sinal relacionado a
desidratacdo, diferentemente da ativagdo GABAGérgica ou opioidérgica, que promove

natriorexigénese também em ratos hidratados.
1.4.3 Mecanismo inibidor ocitocinérgico

Circuitos neurais inibidores da ingestdo de sédio envolvem o NPBL, DRN e 0
nacleo paraventricular do hipotalamo (PVN), sendo possivel que estas areas atuem
conjuntamente na desidratacdo, seja intra ou extracelular. E interessante notar que um sinal

inibidor da ingestdo de sédio, como o NaCl hipertonico, atuando por estimulacéo oral ou via

pos-ingestiva, ativa esses trés niicleos conforme mostrado pela expressdo do gene c-Fos'>™.

O PVN e o ndcleo supradptico (SON) sintetizam ocitocina, um hormoénio/neurotransmissor

gue centralmente inibe a ingestdo de s6dio® e cuja concentracdo plasmatica parece ser indice

4
I 8

da atividade ocitocinérgica central™. Além disso, 0 PVN pode receber informaces indiretas

do NPBL através de um relé feito no nucleo central da amigdala (CEA) e dai via amigdala

estendida’®® 1%,
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O antagonismo ocitocinérgico central produz efeitos semelhantes ao
antagonismo serotonérgico do NPBL, potencializando a ingestdo de sddio em animais com
desidratacdo extracelular e induzindo ingestdo paradoxal de NaCl hipertdnico em situacGes de
hipertonicidade®>>*°. Recentemente foi demonstrada a reducdo da concentragdo plasmética
dos hormonios hipotalamicos ocitocina e vasopressina, em ratos com desidratacdo celular,
ap6s tratamento com moxonidina no NPBL®. A possibilidade de existéncia de uma interacéo
entre PVN e 0 mecanismo inibidor serotonérgico do NPBL foi objeto de investigacdo desta

tese.
1.4.4 Inibic&o pré-sistémica da ingestdo de sodio

Fatores pds-ingestivos e pré-absortivos (também chamados de pré-
sistémicos™) est&o relacionados a0 mecanismo inibidor que determina o término da ingestdo

alimentar'®.

Estes fatores dependem da composicdao dos liquidos ingeridos e exercem
influéncia sobre a taxa de esvaziamento gastrico: os contetdos protéicos e lipidicos, a
viscosidade e a osmolaridade, por exemplo, promovem reducdo da velocidade de
esvaziamento gastrico.

Assim como na ingestdo alimentar, os fatores pré-sisttmicos modulam a
ingestdo hidromineral. Estudos tém sugerido a participacdo de osmorreceptores e
mecanorreceptores gastrintestinais na antinatriorexigénese®*°%9"1% A inibicéo pré-sistémica,
caracterizada pela reducédo da taxa de esvaziamento gastrico, ocorre nos primeiros quinze min.
da ingestdo de NaCl hiperténico, fendmeno considerado uma inibicdo rapida em relacdo a
inibicdo tardia iniciada apds quantidade significativa de agua e sodio ter sido absorvida e o
processo de correcdo da hipovolemia iniciado®® "%, Grande parte do volume de NaCl
hipertdnico consumido durante a ingestdo paradoxal de sédio, apos injecdo de metisergida no
NPBL, coincide com a fase da inibic&o pré-sistémica.

Apesar de o trato gastrointestinal possuir controle auténomo local, este
coexiste com a influéncia central sobre as respostas motoras e comportamentais aos estimulos
digestivos*®. O NPBL poderia participar dessas influéncias, pois recebe projecdes do trato
digestivo via nucleo do trato solitario (NTS), as quais poderiam também ser moduladas por
projecdes gustativas''®, o que tornaria o NPBL um relé integrador de diferentes informacoes
sensoriais relacionadas ao apetite ao sodio. O complexo motor dorsal vagal, que inclui 0 NTS,

a AP e o0 nacleo motor dorsal do vago (NMDV), responsavel pelo processamento das
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aferéncias e eferéncias do trato gastrintestinal''!, poderia participar de um circuito envolvendo
0 NPBL e o CEA, modulando o esvaziamento gastrico em ratos hiperosmoticos. Neste estudo,
a taxa de esvaziamento gastrico foi avaliada em animais com desidratacdo celular e bloqueio
serotonérgico no NPBL durante a fase pré-sistémica da ingestdo paradoxal de sodio. A
atividade neuronal do NTS e NMDV também foi avaliada atraveés da técnica de

imunorreatividade para a proteina c-Fos.
1.5 Integracdo dos mecanismos facilitadores e inibidores da ingestdo de agua e sédio

O sistema nervoso central é responsavel pelo processamento dos sinais
facilitadores e inibidores da ingestdo hidromineral®*. Um importante centro receptor e
integrador para estes sinais é a regido da lamina terminal, composta pelo nucleo pré-optico
mediano (MnPO), SFO e OVLT, estes dois ultimos fazendo parte dos Orgéos
circunventriculares*’. O SFO e o OVLT estéo localizados préximos na lamina terminal e sdo
livres de barreira hematoencefalica, caracteristicas anatdmicas que lhes permitem a funcéo de
monitoramento da composicdo do plasma e do liquor*”**2™3, Estudos in vitro e in vivo tem
demonstrado a existéncia de osmorreceptores e células sensiveis a angiotensina Il e
aldosterona na lamina terminal, envolvidas no controle da ingestdo hidromineral e da
excrecdo de 4gua e s6dio®” 1011418 Og neyrdnios do SFO e o OVLT projetam-se para 0
MnPO, regibes hipotalamicas e nucleo leito da estria terminal (BNST), consideradas areas
prosencefalicas envolvidas no controle hidroeletrolitico****!°. O OVLT recebe projecdes do
NPBL, inibidor da ingestdo de sodio, além do NTS, que recebe informacdes de enchimento
cardiovascular, detectadas por barorreceptores, aferéncias gustatorias via nervo corda do
timpano, e de distensdo/hiperosmolaridade do conteldo gastrointestinal, via nervo

109,111,112,120,121

vago . Além do SFO e do OVLT no prosencéfalo, a AP é outro 6rgdo

circunventricular responsavel por monitorar a composi¢cdo do sangue e participar do controle
do equilibrio hidroeletrolitico™®. A AP possui conexdes reciprocas com o NPBL, NTS e

ntcleo paraventricular do hipotalamo (PVN)®:113:122123

, € responde a concentragdo plasmatica
de sodio, talvez via ativacdo de osmorreceptores hepatoportais, modulando a liberacdo de
ocitocina e vasopressina'’®. E possivel que o NPBL module a atividade dos 6rgaos
circunventriculares durante a desidratacao.

Outro importante centro integrador dos sinais envolvidos no controle da

124

ingestdo de agua e sddio é a amigdala™". O CEA possui conexdes reciprocas com 0 NTS e 0
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NPBL'?, e sua integridade é necesséria para a ingestdo espontanea de NaCl hipertonico e a
expressdo da ingestdo de soédio induzida por mineralocorticoide ou hipovolemia'®*%,
Estudos realizados em nosso laboratorio envolvendo a lesdo eletrolitica do CEA
demonstraram um aumento da ativacdo neuronal no ndcleo parabraquial medial, assim como
abolicdo da ingestdo de s6dio em resposta a injecdo de muscimol no NPBL'2%% O BNST,
considerado parte da amigdala estendida e conectado ao CEA, interliga o tronco encefalico ao

29,130

sistema dopaminérgico de recompensa , Cuja atividade esta relacionada as fases apetitiva e

131

consumatdria do comportamento ingestivo~". Ainda, o NPBL poderia participar da integracdo

entre o sistema serotonérgico e o sistema dopaminérgico de recompensa via conexfes com a

area tegmental ventral (VTA), fonte de dopamina para o NAC e amigdala™**®,

1.6 Possivel interacdo entre mecanismo inibidor do NPBL e o sistema de recompensa

O sistema limbico cruza as informacbes sensoriais provenientes do meio
interno e do ambiente com 0s mecanismos de motivacdo e memdria para desencadear
respostas apropriadas a sobrevivéncia do animal. No ndcleo parabraquial, tanto a por¢édo
medial como a lateral sdo interligadas indiretamente ao NAC via VTA, nlcleo paraventricular
do talamo (via tlamo-cortical gustativa) ou via CEA/BNST (via visceral), as quais fazem
parte do circuito que interliga o tronco encefdlico ao sistema dopaminérgico de
recompensa®®*3%32 As conexdes do NPBL com o sistema de recompensa parecem ser
importantes para a ingestdo de sodio produzida a partir de ativacdo hormonal do
NTS/AP®21%  Ainda, o sistema serotonérgico encefalico, o qual é ativado pela ingestdo de
sodio e modula a atividade do NPBL, interage com o sistema dopaminérgico de
recompensa®®.

Nesta tese foi avaliada a atividade da amigdala e do NAC, assim como 0s
niveis teciduais de dopamina (DA), serotonina (5-HT) e seus metabolitos (acido 3,4-
diidroxifenilacético ou DOPAC, acido homovanilico ou HVA, 5-hidroxi-indolacético ou 5-
HIAA), apos injecdes de metisergida no NPBL de ratos com desidratacdo celular, durante a
fase pré-ingestiva.

Talvez a sensibilizacdo da ingestdo de sddio, considerada um mecanismo de
preparacdo do animal para desidratacdes futuras™®, seja modulada pelo NPBL. Como a
hipovolemia  ativa  mecanismos  natriorexigénicos e  desativa  mecanismos

antinatriorexigénicos, é possivel que ndo sé a repeticdo do estimulo facilitador induza
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sensibilizagdo a ingestdo de sddio, mas também a desativacdo repetida dos mecanismos
antinatriorexigénicos do NPBL promovam sensibilizagdo. Para testar esta hipotese,
experimento envolvendo tratamento repetido com muscimol no NPBL foi realizado,
lembrando que a ativacdo GABAérgica do NPBL ¢ natriorexigénica em animais hidratados,
dispensando a necessidade da ativacao de sinais facilitadores decorrentes de desidratacdo para

induzir ingestéo.

1.7 Influéncia dos mecanismos facilitadores e inibidores ativados pela desidratacéo

sobre a autoestimulacéo elétrica do hipotalamo lateral

O estudo do papel do NPBL sobre o comportamento ingestivo tem sugerido
gue a ingestdo de sodio resulta do balanco entre mecanismos facilitadores e inibidores, 0s
quais sdo acionados por qualquer tipo de desidratagéo.

A privacdo hidrica seguida de reidratagdo parcial (PH-RP) ilustra como
facilitacdo e inibicdo podem interagir resultando na ingestdo de NaCl. Neste modelo, €
oferecida 4gua ao animal privado de agua até que a sede seja saciada e, posteriormente, um
segundo bebedouro contendo solucdo de sodio, cuja ingestdo deve-se a expressdo do apetite
ao sodio™’. Ratos privados de 4gua apresentam hiperosmolaridade plasmatica e aumento da
angiotensina Il circulante, sendo que a concentracdo plasmatica de angiotensina Il é ainda
maior apds a saciedade da sede, assim como a ativacdo da lamina terminal e CEA, areas
encefalicas envolvidas na facilitacdo do apetite ao sodio, sugerindo a desativacdo de alguma
inibicdo® % Assume-se que a saciedade da sede no protocolo PH-RP remove mecanismos
inibidores da natriorexigénese, acionados provavelmente pela hiperosmolaridade
plasmatica’®’. Como o estado motivacional durante a desidratacdo pode modificar o valor
heddnico de estimulos recompensadores®® e a privacdo hidrica tem sido utilizada como
modelo de estudo da recompensa®**, o protocolo PH-RP pode ser Gtil para avaliar o papel dos
mecanismos facilitadores e inibidores da ingestdo de sodio sobre o sistema de recompensa.

A autoestimulacdo elétrica do hipotadlamo lateral (AEHL) pode simular a
recompensa gerada por estimulos naturais, como alimentos, contato sexual ou mesmo drogas
de abuso, e é considerado um marcador da atividade do sistema de recompensa®*?**. Estudos
realizados nos anos 70-80 demonstraram que a privacdo hidrica, seja aguda ou cronica, nao

145,146

altera a AEHL em ratos ou promove reducdo da taxa méaxima de resposta (p. ex., pressao

de uma barra em caixa de comportamento operante), assim como ocorre durante a
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desidratacdo celular*®. Além dos resultados divergentes, ha duas ressalvas quanto &
metodologia empregada nos estudos pioneiros de AEHL envolvendo desidratagéo. Primeiro,
estudos classicos utilizaram a privacao hidrica como modelo dipsogénico, porém o protocolo
PH-RP nos mostra a existéncia de mecanismos facilitadores e inibidores para a ingestdo de
sodio ativados simultaneamente e, possivelmente, influenciando a AEHL. Segundo, a anélise
da taxa méxima de resposta realizada naqueles primeiros estudos ndo permite diferenciar o
déficit de desempenho da reducdo do valor heddnico, sendo que trabalhos posteriores
sugeriram que a andlise do deslocamento horizontal de curvas sigmoides corrente-resposta
(ver Material e Método) seriam mais fiéis ao valor hedonico do estimulo elétrico**" .
Estudos de ingestdo e de reatividade gustatoria demonstraram que durante a
hipovolemia ocorre uma mudanca do valor hedénico da solucdo hiperténica de NaCl, a qual

deixa de ser aversiva e passa a ser palatavel®*'*°

, enguanto o apetite ao sodio persistente e ndo
saciado reduz a ingestdo de solugédo de sacarose ou da AEHL, ou seja, reduz o valor heddnico
de estimulos relacionados & recompensa, situacdo interpretada como anedénica™****°. Como
parte desta tese, foi avaliada a AEHL nas trés fases do protocolo PH-RP, assim como em
animais com desidratacdo celular somente, utilizando-se o paradigma do deslocamento

horizontal da curva corrente-resposta'***®

em testes de curta duragdo. Este modelo foi
utilizado para verificar o efeito da desidratacdo aguda e da remogdo do mecanismo
antinatriorexigénico sobre a hedonia, medida pelo protocolo de AEHL. Seria possivel que a

PH de 18 h desse inicio a um estado aned6nico no rato, revertido pela ingestdo de NacCl.
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2 OBJETIVO

Os estudos realizados nesta tese tiveram o objetivo de relacionar a:

1) Ingestdo de sddio produzida em situacbes de saciedade ao sodio (animal
hidratado ou hiperosmotico) pela desativagdo do  mecanismo
antinatriorexigénico do NPBL com a:

a) Atividade de areas encefalicas relacionadas ao controle
hidroeletrolitico e recompensa.

b) Inibicéo pré-sistémica da ingestdo de NaCl hipertonico.

c) Tonicidade do NaCl ingerido.

d) Sensibilizacéo da ingestdo de NaCl hiperténico.

2) Recompensa produzida pela AEHL com a sede e o apetite ao sddio
induzidos no protocolo de PH-RP.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Foram utilizados 161 animais pesando 280 a 300 g, sendo 102 ratos Holtzman
(coldnia do campus de Araraquara da UNESP) utilizados no Laboratério de Fisiologia do
Departamento de Fisiologia e Patologia, Faculdade Odontologia de Araraquara da UNESP e
59 ratos Sprague Dawley (Harlan Laboratories, Indianapolis, 1A, EUA) utilizados nos
experimentos realizados no Departamento de Psicologia da Universidade de lowa (EUA).
Todos os animais foram individualmente ambientados em biotério com temperatura e
umidade controladas, em ciclo claro/escuro de 12/12 h. Racdo e agua estiveram disponiveis
ad libitum exceto durante periodos especificos dos protocolos experimentais. Solucdo de
NaCl 0,15 ou 0,3 M foi oferecida de acordo com o protocolo experimental de cada grupo de
animais. Todos os protocolos experimentais foram aprovados de acordo com as normas do
comité de ética para experimentacdo animal (CEUA-FOAr 16/2007) ou comité institucional

equivalente.

3.2 Anestesia

As drogas anestésicas e as doses utilizadas nos laboratérios onde os
experimentos foram realizados (UNESP ou Universidade de lowa) estdo de acordo com 0s
protocolos de uso corrente em cada instituicdo, descritas a seguir:

Os animais foram anestesiados para 0s procedimentos cirirgicos com
cloridrato de cetamina (UNESP: 80 mg/kg p.c. ip, Cristalia, Brasil; Universidade de lowa: 91
mg/kg p.c. ip, Bioniche Teoranta, Inverin, Co. Galway, Irlanda) e cloridrato de xilazina,
(UNESP: 7 mg/kg p.c. ip, Agener Unido, Embu-Guacu, Brasil; Universidade de lowa: 9,1
mg/kg p.c. ip, Akorn, Decatur, IL, EUA).

Para remocao do encéfalo e/ou do estbmago e intestino delgado, os animais
foram profundamente anestesiados com pentobarbital sédico (Universidade de lowa: 150
mg/kg p.c. ip, Lundbeck Inc. Deerfield, IL, EUA) ou tiopental sodico (UNESP: 80 mg/kg p.c.
ip, Cristalia, Brasil).
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3.3 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados, posicionados em um aparelho estereotaxico
(Kopf, Tujunga, CA, EUA) e receberam implante intraencefalico de canulas-guia de aco
inoxidavel com as extremidades dirigidas bilateralmente até 2 mm acima do NPBL, ou de
eletrodo bipolar (MS303/2-B/SPC, Plastics One, Roanoke, VA, EUA) com a ponta dirigida
unilateralmente até o hipotalamo lateral (HL). Um mandril de aco inoxidavel, removivel, foi
utilizado nos periodos entre injecOes para proteger o interior da canula-guia contra detritos.
Os implantes foram fixados com resina acrilica aderida a parafusos, de ago inoxidavel,
atarraxados a superficie externa do cranio. As seguintes coordenadas estereotaxicas foram
utilizadas: a) canulas-guia dirigidas ao NPBL.: anteroposterior = 9,4 mm caudal ao bregma;
vertical = 4,1 mm abaixo da superficie dural; lateral = + 2,1 mm da sutura sagital; b) eletrodo
dirigido ao HL: anteroposterior = 3,0 mm caudal ao bregma; vertical = 8,5 mm abaixo da

superficie craniana; lateral = 1,7 mm da sutura sagital.
3.4 Canulacao da veia femoral

Cénulas foram construidas inserindo aproximadamente 5 mm de um segmento
de 6 cm de tubo de polietileno PE-50 em um segmento de 3 cm de PE-10. Os segmentos
foram unidos pelo calor proveniente de um ferro de solda. Depois de unidos, a regido do PE-
50 préxima a juncdo com o PE-10 foi aquecida e dobrada em forma de cotovelo, formando
um angulo de aproximadamente 70°. Conectores de aco inoxidavel foram construidos a partir
de agulhas de 0,6 mm de didmetro, dobradas em 90° e fixadas em uma tela de polipropileno
de 1 cm? com acrilico de uso odontolégico. No dia da cirurgia, o limen das canulas foi
preenchido completamente, através de uma seringa, com solucdo de heparina (50 U/ml) e
tampado em uma de suas extremidades com mandril de ago inoxidavel; as canulas e os
conectores de aco inoxidavel foram em seguida mergulhados em etanol 70% por
aproximadamente 30 min***. Imediatamente apds o procedimento de implante de canulas-guia
no NPBL, com o animal ainda anestesiado, foi realizada dissecc¢do para a localiza¢do da veia
femoral. Em seguida, foi feita uma pequena incisdo na parede desta veia para a insercdo da
extremidade de PE-10 da canula de polietileno. A outra extremidade da canula, exteriorizada
através de uma incisdo no dorso do animal, foi ligada ao conector de ago inoxidavel, o qual

foi preso a pele do rato com fio cirurgico, tendo como apoio a tela de polipropileno, mantida
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na regido subcutanea e também presa a pele do animal. Todas as incisdes externas foram

suturadas.

3.5 Cuidados p0s-cirurgicos

Experimentos realizados na UNESP: imediatamente ap0s a cirurgia, 0s animais
receberam uma injecdo de ibuprofeno 1% (0,03 ml/rato, Mundo Animal, Brasil) e de
complexo antibidtico contendo 80.000 Ul de benzilpenicilina e 33 mg de estreptomicina (Fort
Dodge Saude Animal Ltda., Brasil).

Experimentos realizados na Universidade de lowa: imediatamente apds a
cirurgia, os animais foram mantidos aquecidos até estarem completamente responsivos e
entdo receberam uma injecdo de ibuprofeno (10 mg/kg p.c. ip, Fort Dodge Animal Health,
Fort Dodge, IA, EUA), repetida durante dois dias ap0s a cirurgia, duas vezes ao dia.

Os experimentos foram iniciados pelo menos cinco dias apds a cirurgia para a

recuperacdo dos animais.

3.6 Injecdes de drogas no NPBL

As injecOes foram feitas utilizando seringas de 5 pl (Hamilton Co., Reno, NV,
EUA), ligadas por um tubo de polietileno (PE-10) a uma agulha injetora 2 mm mais longa do
gue a canula-guia. No momento que antecedeu a injecdo, os animais foram gentilmente
removidos de suas gaiolas e os mandris removidos. Entdo, a agulha injetora foi introduzida no
encéfalo através da cénula-guia. O volume injetado no NPBL foi de 0,2 ul em cada lado
durante aproximadamente 15 seg. Ap6s as injecdes, o mandril foi reposto e os ratos
retornados para suas gaiolas.

As drogas injetadas foram maleato de metisergida (4 pg por sitio de injecao;
RBI, Natick, MA, EUA)>, antagonista ndo seletivo do receptor serotonérgico/agonista de
receptor 5-HT 4, dissolvido em solugcdo composta por 2 partes de propilenoglicol e 1 parte de
agua deionizada (veiculo) e o hidrobrometo de muscimol (2 nmol, equivalente a 0,39 pg por
sitio de injecdo; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA), agonista de receptores
GABAérgicos tipo A, dissolvido em salina isotonica estéril (veiculo).
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3.7 Teste de ingestao hidromineral

Antes do inicio do teste, racdo e bebedouros de polietileno contendo agua e/ou
solugdes foram removidos. Um ou dois bebedouros de vidro, graduados com escalas de 0,1
ml, contendo &gua ou solucdo de NaCl (0,15 M ou 0,3 M) foram colocados nas gaiolas onde
0s animais residiam, sendo a medida de ingestdo dos liquidos iniciada imediatamente apds o
oferecimento (ver detalhes sobre nimero de bebedouros, concentragdo da solugédo e duracao
do teste de ingestdo nos protocolos experimentais). Apos o término do periodo de registro do
volume ingerido, racéo foi oferecida novamente e os bebedouros de polietileno retornados as
gaiolas.

3.8 Desidratacéo celular induzida por gavagem de NaCl hiperténico

Agua, solucdes e ragio foram removidas e os animais receberam, através de
uma sonda de polietileno, uma infusdo intragastrica (gavagem) de 2 ml de NaCl 2 M. Este
procedimento  induz  hipernatremia  (aproximadamente  5,8%), hiperosmolemia
(aproximadamente 4,4%) e reducdo da atividade de renina plasmatica (aproximadamente
849%)%°. Todos os animais foram previamente treinados uma vez por dia, por cinco dias,

recebendo gavagem de 0,5 ml de &gua.
3.9 Desidratacéo celular induzida por infusdo intravenosa de NaCl hipertdnico

Agua, solugdes e racdo foram removidas e a canula de polietileno inserida na
veia femoral do rato foi conectada a uma seringa de 5 ml acoplada a uma bomba de infusédo
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA). Logo em seguida, 0s animais receberam uma
infusdo iv de 1,5 ml de NaCl 2 M, a 1,5 ml/min. Este procedimento induz hipernatremia
(aproximadamente 8,0%) e hiperosmolemia (aproximadamente 2,5%)>".

3.10 Desidratacdo dupla induzida por Privacdo Hidrica seguida de Reidratagdo Parcial
(PH-RP)

Os animais foram mantidos por 18 h com acesso livre a racdo, porém sem

nenhum bebedouro contendo liquido, conforme procedimento baseado em trabalhos
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prévios™**. Apés este periodo, foi oferecido bebedouro contendo &gua por 75 min. para
reidratagdo parcial (teste da sede). Entdo, foi oferecido um bebedouro adicional contendo
NaCl 0,15 M por 75 min. para reidratacdo plena (teste do apetite ao sodio), totalizando 150
min. de experimento. Racdo e bebedouros foram retornados as gaiolas ao téermino do ultimo
teste de ingestéo.

Em animais submetidos ao protocolo de autoestimulacgdo elétrica (ver adiante),
0s testes da sede e do apetite ao sédio foram iniciados 30 min. ap6s a primeira e a segunda
sessdo de autoestimulacado, respectivamente. Os testes de ingestdo hidromineral (ver item 3.7)

tiveram duracédo de 30 min. cada um, com intervalo de 45 min. entre eles.
3.11 Perfusdo e remocao dos encéfalos

Os encéfalos foram perfundidos sob anestesia profunda (ver item 3.2) com o
rato preso a uma prancha de madeira, com excecao dos animais destinados & determinacéo da
concentracdo de hormdnios plasmaticos e de neurotransmissores/metabdlitos encefalicos. As
solugdes foram infundidas através de uma agulha inserida na artéria carétida via ventriculo
cardiaco direito e acoplada a uma bomba de perfusdo. Os encéfalos removidos foram
seccionados coronalmente em fatias de 40 um em micrétomo de congelamento.

a) Imuno-histoquimica: tampéo fosfato salino (PBS) 0,1 M (aproximadamente
300 ml) refrigerado foi infundido durante 10 min. Em seguida, paraformaldeido (PFA) 0,1 M
(aproximadamente 300 ml) refrigerado foi infundido durante 10 min. Os encéfalos removidos
foram mantidos em PFA 0,1 M para pés-fixacdo durante 4 h e depois conservados em
sacarose 30% dissolvida em PBS 0,1 M até a realizagdo dos cortes histologicos.

b) Confirmacéo histologica dos sitios de injecdes intraencefalicas: formaldeido
tamponado 4% foi infundido com auxilio de uma seringa plastica (20 ml). A conservacdo dos
encéfalos foi feita em formaldeido tamponado 4% até a realizac&o dos cortes histologicos.

c) Determinacdo de neurotransmissores e seus metabolitos encefalicos: os
animais foram decapitados e os encéfalos rapidamente extraidos e congelados em isopentano
(-50 °C). O tecido de interesse foi extraido do encéfalo congelado através da técnica de

153 As coordenadas

“punch”, seguindo atlas estereotaxico™ e conforme descrito na literatura
estereotéxicas utilizadas como referéncia para o nucleo accumbens e amigdala foram 2,1 a 1,1

mm rostral ao bregma e 2,2 a 3,2 mm caudal ao bregma, respectivamente. A porcdo caudal do
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encéfalo (contendo o NPBL) foi mantida em solugdo de formaldeido tamponado (4%) durante

uma semana até a realizacéo dos cortes histoldgicos em micrétomo de congelamento.

3.12 Protocolos de imuno-histoquimica

Os protocolos imuno-histoquimicos utilizados foram baseados tanto na

experiéncia do nosso laboratério em relacdo & marcagdo para proteina c-Fos™284

72,128,154-156

, COMo em
experimentos da literatura quanto a marcacgéo para ocitocina

1) Sequéncia para detecgdo de proteina c-Fos em cortes coronais de encéfalo:
(a) lavagem com PBS 0,1 M por 2 vezes (10 min. cada); (b) transferéncia para solugéo aquosa
de metanol/H,0,, mantida sob agitacdo constante, até a interrupcdo da formacdo de bolhas
(aproximadamente 30 min.); (c) lavagem com PBS 0,1 M por 2 vezes (10 min. cada); (d)
bloqueio de ligagBes inespecificas, com soro caprino (S1000 Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) diluido (1/10) em PBS, por 60 min., sob agitacdo constante; (e)
lavagem com PBS 0,1 M por 2 vezes (10 min. cada); (f) incubacdo em anticorpo primario
anti-Fos [Fos (4) SC-52, Rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz], 1:4000, diluido em solucédo de
PBS, soro caprino 4% e Triton X100 3% (Aldrich Chemical Company Inc., EUA), sob
agitacdo constante, durante 22 h; (g) lavagem com PBS 0,1 M por 3 vezes (10 min. cada); (h)
incubacdo em anticorpo secundéario do kit VECTASTAIN® EliteABC (Rabbit 1gG) PK-6101,
diluido 1/400 em solucéo de PBS, soro caprino 4% e Triton X100 3% sob agitacdo constante,
por 60 min.; (i) lavagem com PBS 0,1 M por 3 vezes (10 min. cada); (j) incubacdo em
solugdo AB (avidina-biotina-peroxidase) do kit VECTASTAIN® EliteABC (Rabbit 1gG) PK-
6101 sob agitacdo constante, diluido 1/200 em solugdo contendo PBS e Triton X100, durante
60 min.; (k) lavagem com PBS 0,1 M por 3 vezes (10 min. cada); (I) incubacdo em solucao
contendo diaminobenzidina (200 mg/l; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA),
intensificada com solugdes de NiSO,4.6H,0 0,5% (50 mi/l) e CoCl,.6H,0 0,5% (50 ml/l),
durante 8 min. sob agitacdo constante.

2) Deteccdo de ocitocina em cortes submetidos ao protocolo de deteccdo de
proteina c-Fos (dupla marcagéo): (a) lavagem com PBS 0,1 M por 2 vezes (10 min. cada); (b)
blogqueio das ligagdes inespecificas com solugédo de soro caprino diluido em PBS, por 60 min.,
sob agitacdo constante; (c) lavagem com PBS 0,1 M por 2 vezes (10 min. cada); (d) incubacgéo
em anticorpo primario anti-OT (T-4084, Rabbit polyclonal 1gG, Peninsula/Bachem;
1:32.000), diluido em solucéo de PBS/soro caprino/Triton X100, sob agitacdo constante (46
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h); (e) lavagem com PBS 0,1 M por 3 vezes (10 min. cada); (f) incubagdo em anticorpo
secundario do kit VECTASTAIN® EliteABC (Rabbit IgG) PK-6101, sob agitacdo constante,
diluido 1/400 em solucdo de PBS/soro caprino/Triton X100, durante 60 min.; (g); lavagem
com PBS 0,1 M por 3 vezes (10 min. cada); (h) incubacdo em solucdo AB do Kit
VECTASTAIN® EliteABC (Rabbit 1gG) PK-6101, diluido 1/200 em solucdo de PBS/Triton
X100, sob agitagéo constante, durante 60 min.; (i) lavagem com PBS 0,1 M por 3 vezes (10
min. cada); (j) incubacdo em solucdo de diaminobenzidina (200 mg/l), por 3 min., sob

agitacdo constante.

3.13 Quantificacdo das concentracdes plasmaticas de hormdnios

Para as dosagens de arginina-vasopressina (AVP) e ocitocina (OT), o sangue
troncular foi coletado em tubos de polipropileno, mantidos em gelo, contendo anticoagulante
(10 ul de heparina/ml de sangue). O plasma foi separado por centrifugacdo a 3000
rotac6es/min., durante 20 min., em centrifuga refrigerada a 4 °C, e em seguida estocado a -70
°C até o momento da extracdo dos hormdnios das amostras.

O processamento das amostras para a determinacao da concentracdo plasmatica
de AVP e OT foi realizado no Laboratério de Neuroendocrinologia da Faculdade de Medicina
da USP de Ribeirdo Preto através de técnicas padronizadas e de rotina®***"**®. A extracéo de
cada hormonio foi realizada utilizando-se 1 ml de plasma adicionado a 2 ml de acetona
refrigerada. A mistura foi agitada por 20 seg. e em seguida centrifugada a 3000 rotacGes/min.
por 25 min em 4 °C. O sobrenadante foi decantado em um tubo contendo 2 ml de éter de
petroleo, agitado por 10 seg. e mantido em repouso por 5 min. para separacao em camadas. A
camada superior foi aspirada com o auxilio de uma bomba de vacuo e a inferior liofilizada
num Speed Vac. As amostras obtidas de cada camada foram armazenadas a -20 °C, para
posterior determinacdo da concentracdo plasmatica hormonal por radioimunoensaio (RIE).

No RIE, foram utilizados peptideos marcados com *#I, sendo utilizadas 4000
cpm/100 ul para a OT (H-2510 Oxytocin, Bachem) e 2000 cpm/100 pl para a AVP [H-1780:
(Arg8)-Vasopressin, Bachem]. Os antissoros utilizados [primeiro anticorpo de coelho anti-
AVP: T-4563 (Arg8)-Vasopressin, Bachem; anti-OT: T-4084: Oxytocin, Bachem] eram
especificos para os hormonios analisados sem reagédo cruzada com outros peptideos. No dia da
realizacdo do RIE, as amostras de AVP e OT foram ressuspensas em 250 ul de tampéo

(tampédo TRIS 0,05 M com albumina humana 0,25%), sendo 100 pl do ressuspenso utilizado



Material e método 44

para o ensaio, em duplicata. Foram adicionados 100 pl do primeiro anticorpo (anti-AVP ou
anti-OT) nas amostras desconhecidas em tubos de ensaio que foram agitados para incubacéo a
4 °C durante 24 h. O hormonio marcado (100 pl) foi adicionado aos tubos e estes foram
agitados para nova incubacdo por 24 h a 4 °C. O horménio marcado foi separado do nédo
marcado (proveniente da amostra desconhecida) com o auxilio de anticorpo secundario
(anticorpo antigamaglobulina de coelho produzido em cabra) especifico para cada horménio
analisado. Apds a adicdo de 100 pl do segundo anticorpo estes foram incubados por 24 h a 4
°C, e no dia seguinte, apds incubacdo de 4 a 6 h pela adicdo de 1 ml de polietilenoglicol (PEG
6,25%), as amostras foram centrifugadas a 3000 rotacGes/min. por 25 min. a 4 °C e o
sobrenadante foi aspirado e descartado. A radioatividade no precipitado foi determinada com
0 auxilio de um contador gama (Packard) e a concentracdo hormonal expressa em pg/ml de

plasma.
3.14 Quantificacdo de neurotransmissores em areas encefélicas

Amostras de encéfalo foram obtidas por “punch” bilateral das areas de
interesse localizadas segundo atlas estereotaxico™?, com o auxilio de uma agulha de 1 mm de

153 As amostras foram

comprimento e diametro de 18 gauge, conforme descrito na literatura
processadas para determinacdo da concentracdo tecidual (dosagem) de dopamina e seus
metabolitos DOPAC e HVA, e serotonina e seu metabdlito 5-HIAA. A dosagem foi realizada
no Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de
Araraquara através de técnicas padronizadas e de rotina™ utilizando aparelho de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC; Waters Alliance, Waters, Milford, MA, EUA)
equipado com uma coluna de fase reversa (Symmetry C18, 150 mm x 4,6 mm, 5 um e poro
de 100 A de diametro; Waters, Milford, MA, EUA) para separacdo dos neurotransmissores e
metabolitos, acoplado a um detector eletroquimico (Waters 2465, Waters, Milford, MA,
EUA) com eletrodo de carbono vitreo, para deteccdo e quantificagdo dos componentes na
amostra. O potencial de referéncia foi ajustado em 800 mV (vs. eletrodo de referéncia
Ag/AgCI). A fase mdvel contendo acido citrico 50 mM, KCI 2 mM, EDTA 0,1 mM, metanol
9,7% e acetonitrila 2,1%, com pH = 3,2, foi filtrada e infundida no HPLC a 1 ml/min. As
amostras foram homogeneizadas em acido perclorico 0,1 M, centrifugadas a 13.148 g durante
10 min. (4 °C), e 30 pl de cada amostra foi injetado no HPLC. Todas as substancias foram

quantificadas pela comparacdo entre pico obtido na andlise e a curva-padrdo previamente
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obtida. Apenas os valores superiores ao limite de quantificagdo (DA: 1,66 ng/ml, DOPAC:
2,40 ng/ml; HVA: 6,40 ng/ml; 5-HT: 3,50 ng/ml; 5-HIAA: 4,26 ng/ml) foram considerados

para composicao dos grupos experimentais.
3.15 Determinacdo da taxa de esvaziamento géastrico

A taxa de esvaziamento gastrico foi determinada indiretamente pela quantidade
de liquido retido no estbmago em resposta a uma sobrecarga de NaCl. Estabelecido na
literatura para investigar mecanismos de saciedade pré-sistémica da sede e apetite ao
s6dio’®1%  este método foi adaptado para esta tese e ja se mostrou eficiente para detectar
alteracdo na quantidade de liquido presente no estdmago segundo alteracdo no esvaziamento
gastrico™. Os animais mantidos em jejum por aproximadamente 24 h receberam uma
gavagem de 3 ml de liquido (agua, NaCl 0,15 M ou NaCl 0,3 M, dependendo do protocolo
experimental), ao qual foi adicionado algumas gotas de corante alimenticio verde. Apos 5 ou
10 min., dependendo do protocolo experimental, os animais foram profundamente
anestesiados (ver item 3.2) para laparotomia mediana. O estébmago foi identificado e as
regides cardia e pildrica foram pingadas com pingas hemostaticas e seccionadas de modo a se
retirar o estbmago com seu conteddo preservado. O intestino delgado também foi removido
com seu contetdo preservado apds pincamento das porcdes rostral do duodeno (préximo ao
piloro), caudal do ileo (préximo ao esfincter ileocecal) e caudal em relacdo ao duodeno onde
0 corante pode ser localizado. O comprimento total do intestino delgado removido e do
segmento de intestino no qual o corante pode ser visualizado em sua extensdo foram medidos
com o auxilio de uma régua milimetrada. Cada tecido removido foi imediatamente colocado
em béquer de vidro para pesagem individual inicial seguida de secagem completa em estufa a
60 °C por aproximadamente 48 h para determinacdo do peso seco. A quantidade total de
liquido remanescente (conteudo liquido) no estdmago ou no intestino delgado, correspondente
a gavagem mais o liquido tecidual, foi obtida através da diferenca entre 0 peso seco e 0 peso
inicial. A extensdo de intestino onde foi identificada a presenga do corante estd expressa nos

resultados em relagdo ao comprimento total do intestino delgado removido.

3.16 Autoestimulacéo elétrica do hipotalamo lateral (AEHL)
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3.16.1 Treinamento e aprendizado da AEHL

Os animais foram treinados para a AEHL apds o periodo de recuperacdo da
cirurgia para implante de eletrodo no HL e antes do inicio dos experimentos. Foram
imediatamente excluidos, em qualquer etapa do estudo, animais que apresentassem efeitos
motores adversos (ex.: sacudir a cabeca logo apds a liberacéo do estimulo).

O treinamento foi realizado individualmente em uma gaiola de comportamento
operante (Universidade de lowa, lowa City, IA, EUA), acoplada a um sistema
computadorizado (Med Associates Inc., St. Albans, VT, EUA) através de uma alavanca
localizada na parte frontal da gaiola a aproximadamente 2 cm do assoalho. Cada pressdo da
alavanca liberava uma salva de pulsos elétricos retangulares (estimulo) na frequéncia de 60
Hz, com duracdo total de 300 ms e de 1 ms cada pulso.

O treinamento teve duracao total de seis dias, com uma sessdo de AEHL de 15-
30 min. por dia. Os seis dias de treinamento foram divididos em trés fases. A primeira fase foi
do 1° ao 3° dia para aquisicdo da AEHL. A segunda envolveu o 4° e 5° dias para gerar a
associacdo entre a AEHL e uma pista. Foi utilizada como pista uma lampada situada no
interior da caixa de comportamento operante, sendo que enquanto apagada o estimulo poderia
ser liberado pela pressdao na alavanca e, enquanto acesa, ndo havia a liberacéo do estimulo. A
terceira e Ultima fase ocorreu no 6° dia para determinacdo da fungdo corrente-resposta para
cada animal.

A primeira fase durou trés dias para adaptacdo a gaiola operante e associacao
entre pressao na alavanca e liberacdo da salva de pulsos elétricos durante a sessdo de AEHL.
Os dois primeiros dias foram utilizados para se pré-determinar a intensidade de corrente
minima para produzir AEHL. A corrente minima foi obtida partindo de 250 pA, com
incrementos de 25 PA feitos pelo experimentador até o maximo de 350 pA, até surgir a
resposta desejada de pressdo voluntaria da alavanca pelo proprio animal. A resposta desejada,
uma vez produzida, sempre envolveu varias pressdes da alavanca ndo computadas nestes dois
dias. O 3° e Gltimo dia da primeira fase foi utilizado para determinar tanto a posic¢ao correta
do eletrodo (evidéncia funcional) como a AEHL, e consequentemente a permanéncia do
animal no estudo. Neste dia a sessdo foi realizada sem que o estimulo elétrico tivesse sido
liberado pelo experimentador, ou seja, cada animal se autoestimulou pressionando a alavanca

com a corrente minima pré-determinada. Apenas animais que executaram pelo menos 30
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pressbes de alavanca (resposta) por min., ou 30 RPM, foram selecionados para as proximas
fases.

A segunda fase de treinamento, iniciada no 4° dia, consistiu em dois dias para o
animal associar liberacdo da corrente pela pressdo da alavanca a auséncia de luz (pista) na
caixa. O periodo de luz ou pista apagada, ou série, durava 1 min. Entre uma série e outra
havia um periodo de 0,5 min. de luz ou pista acesa, durante o qual ndo era liberada corrente
em resposta a pressao da alavanca. Cada sessdo nesta fase do treinamento foi composta por 20
séries, sendo as 10 primeiras com corrente de 250 pJA e as 10 Gltimas com corrente de 175
MA, para todos os animais.

A terceira e Ultima fase de treinamento ocorreu no 6° dia quando foi
determinada a funcdo corrente-resposta (WLA/RPM) individualizada. A sessdo foi realizada
com 13 séries, sendo a primeira com intensidade de corrente de 350 YA, e as subsequentes
com decréscimo de 25 pA em relagdo a série anterior. Nesta terceira fase de treinamento, e a
partir de entdo, o critério para a manutencao do animal no estudo foi obtencdo de uma funcéo
HA/RPM compativel com uma curva sigmoide de correlagdo r? > 0,80 (curva corrente-
resposta 6tima). A funcdo HA/RPM sigmoide foi ajustada a trés parametros - RPM maxima;
intensidade de corrente correspondente a 50% da RPM méaxima (IC50); RPM minima - sendo
gerada ao final de cada sessdo de AEHL (programa Sigma Plot, Jandel Scientific, Chicago,
IL, EUA) e utilizada nas sessdes subsequentes conforme padrbes de séries estabelecidos na

literatura'**148,

3.16.2 Escolha do “pacote” de AEHL

A IC50 obtida no 6° dia de treinamento foi utilizada como referéncia para
escolha do pacote de séries de AEHL a ser utilizado para cada rato no teste de confirmacéo do
aprendizado da AEHL e nos experimentos. Ao valor da IC50 foram acrescidos 125 pA para a

determinacéo da corrente méaxima do pacote, conforme descrito no quadro seguinte:
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Quadro 1. Pacotes de AEHL utilizados na confirmacdo do aprendizado da AEHL e nos experimentos que se

seguiram ao treinamento. A cada animal foi atribuido um pacote fixo. A corrente maxima de cada pacote

corresponde a série nimero 1 ou primeira série a ser empregada em cada nova sessao para cada animal.

Série Pacote 1 | Pacote 2 | Pacote 3 | Pacote4 | Pacote5 | Pacote 6 | Pacote 7
1 250 pA | 275pA | 300pA | 325pA | 350pA | 375pA | 400 pA
2 225UA | 250pA | 275pA | 300pA | 325pA | 350 pA | 375 pA
3 200 pA | 225pA | 250 uA | 275pA | 300pA | 325uA | 350 pA
4 175 pA 200 pA 225 pA 250 pA 275 pA 300 pA 325 pA
5 150 MA | 175pA | 200pA | 225 A | 250 pA | 275 pA | 300 pA
6 125 pA 150 pA 175 pA 200 pA 225 pA 250 pA 275 pA
7 100 pA 125 pA 150 pA 175 pA 200 pA 225 pA 250 pA
8 75pA | 100pA | 125pA | 150pA | 175pA | 200 A | 225 pA
9 50 pA 75 A 100 pA 125 pA 150 pA 175 pA | 200 pA
10 25 YA 50 HA 75uA | 100pA | 125pA | 150 pA | 175 pA

3.16.3 Confirmacao do aprendizado da AEHL

O teste para confirmacdo do aprendizado da AEHL foi realizado no dia
seguinte ao 6° dia de treino utilizando a série determinada pelo pacote de AEHL respectivo a
cada animal. Neste dia a sessdo durou 15 min.: 10 séries de 1 min.; com pista acesa por 30
seg.

Os animais cuja curva corrente-resposta atenderam aos requisitos para a curva
Otima foram considerados adequadamente treinados e entdo utilizados nos experimentos. O
pacote utilizado para cada animal foi 0 mesmo na confirmacdo do aprendizado de AEHL e
nos testes experimentais.

De modo a tornar comparaveis os parametros de AEHL, RPMmax e IC50, a
intensidade de corrente de cada curva corrente-resposta foi padronizada por seérie,
considerando que as séries, diferentemente das correntes dos pacotes, S0 comuns aos Varios
pacotes de AEHL. Desta forma, os resultados foram expressos pela resposta por min. maxima
padronizada pela série (RPMPmax) e intensidade de corrente que determina 50% da resposta
méaxima padronizada pela série (ICP50).

As sessOes experimentais iniciaram-se no dia seguinte & confirmacdo do
aprendizado da AEHL.
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3.17 Analise histologica

Ao final dos experimentos nos quais foram realizadas injecGes centrais, exceto
para dosagem de hormonios e neurotransmissores, os ratos receberam injegcdes do corante
(azul de Evans a 2%) em cada sitio de injecdo no mesmo volume utilizado para a injecdo de
drogas. Em seguida, os animais foram profundamente anestesiados (ver item 3.2) e sofreram
perfusdo com formalina (10%) injetada atraves do ventriculo cardiaco esquerdo. Apds a
fixagdo em formalina por 24 h, os encéfalos foram cortados em um microtomo de
congelamento. Sec¢des transversais (50 pm) foram analisadas em microscopio Optico para
confirmar o posicionamento da canula-guia e da microinjecdo no NPBL, conforme descrito
em trabalhos da literatura®"®"°. Os animais que ndo sofreram perfusdo (dosagem hormonal e
de neurotransmissores) tiveram a por¢do posterior do encéfalo separada e conservada em
formalina durante aproximadamente 10 dias antes de serem cortados em micrétomo de

congelamento.
3.18 Experimentos

Os Experimentos | a 111 foram realizados em Araraquara e 0s Experimentos 1V
e V em lowa City. Os procedimentos cirdrgicos e pos-cirargicos foram realizados de acordo
com os protocolos especificos adotados em cada laboratério, conforme descrito
anteriormente.

Todos os animais utilizados nos Experimentos | a Il descritos abaixo
envolvendo bloqueio serotonérgico no NPBL e desidratacdo celular, passaram por um teste de
ingestdo hidromineral com o oferecimento de 4gua e NaCl 0,3 M para avaliacdo funcional
preliminar dos sitios de microinjecdo no NPBL. Esta avaliacdo preliminar foi utilizada para
determinar a responsividade para a metisergida, utilizando para isso 0 seguinte critério:
ingestdo de NaCl hipertdnico apds a metisergida (a) superior ao tratamento com veiculo e (b)
igual ou superior a 4 ml, aproximadamente a média ingerida no experimento pioneiro
envolvendo ingestéo paradoxal de NaCl hipertdnico pelo blogueio serotonérgico no NPBL>.
Animais que ndo atenderam ao menos a um dos criterios citados foram eliminados do grupo
experimental ao qual pertenciam antes da execugdo do experimento, logo este teste teve

funcdo classificatoria (triagem). Os animais selecionados na triagem tiveram os sitios de
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injecdo centrais verificadas por andlise histologica e foram considerados com histologia
“positiva” somente quando ambas as injecdes atingiram o NPBL. Excecdo foi feita no
experimento envolvendo dosagem hormonal e de neurotransmissores, no qual a avaliacao

funcional foi aplicada quando o sitio de injecdo ndo pdde ser histologicamente confirmado.

3.18.1 Experimento la. Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre sinalizadores
centrais e periféricos durante a fase pré-ingestiva da ingestdo de sédio: expressdo do
gene c-Fos no encéfalo, neurotransmissores em areas limbicas e concentracdes

plasmaticas de hormonios neuro-hipofisarios

Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre imunorreatividade para a proteina c-Fos

Neste experimento foi verificado o efeito da metisergida injetada no NPBL
sobre atividade celular encefalica identificada através de imunorreatividade para a proteina c-
Fos (ir-Fos).

Os animais passaram por triagem e trés a cinco dias depois submetidos a
desidratacdo celular. Quarenta e cinco min. apos a gavagem de NaCl 2 M, metisergida ou
veiculo foi injetado bilateralmente no NPBL. Setenta e cinco min. mais tarde, os animais
foram profundamente anestesiados (ver item 3.2) e os encéfalos perfundidos conforme
descrito no item 3.11. Os encéfalos foram entdo removidos e os procedimentos de imuno-
histoquimica realizados (ver item 3.12), além da analise histol6gica dos sitios de injecdo no
NPBL (ver item 3.17).

Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre a concentracdo plasmatica de hormdnios

neuro-hipofisarios e de neurotransmissores em areas limbicas durante a desidratacdo celular

Entre trés e cinco dias apos o teste funcional de ingestdo hidromineral, os
animais foram submetidos ao protocolo de desidratacdo celular. Quarenta e cinco min. apés a
gavagem de NaCl 2 M, metisergida ou veiculo foi injetado bilateralmente no NPBL. Quinze
min. mais tarde, os animais foram decapitados para coleta de sangue troncular para
quantificacdo hormonal (ocitocina e vasopressina) e remocdo dos encéfalos para quantificacdo
de neurotransmissores (DA e 5-HT) e metabdlitos (DOPAC, HVA e 5-HIAA). As amostras

foram imediatamente processadas conforme descricdo nos itens 3.13 e 3.14. Devido a
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dificuldade na determinacdo dos pontos exatos de injecdo em encéfalos removidos a fresco
sem perfusdo, foram considerados para anélise os niveis de horménios/neurotransmissores de
animais que atenderam ao critério funcional de ingestdo descrito acima, além dos animais

com histologia bilateralmente positiva para o NPBL.

3.18.2 Experimento 1b. Esvaziamento gastrico em ratos com desidratacdo celular apds

injecdo de metisergida no NPBL

O objetivo principal deste experimento foi verificar se 0 mecanismo
serotonérgico antinatriorexigénico presente no NPBL esta associado a taxa de esvaziamento
gastrico quando o conteudo gastrico é hiperténico. Apesar do modelo de desidratacdo celular
de uso corrente em nosso laboratorio para os estudos envolvendo o NPBL ser a sobrecarga

intragéstrica de NaCl 2 M°>->%%

, este protocolo ndo se mostrou adequado para os estudos de
esvaziamento gastrico, ja que um volume consideravel de liquido remanescente no estbmago
foi encontrado 1 h apds a sobrecarga em alguns animais testados inicialmente. Desta maneira,
o protocolo de infusdo iv de NaCl 2 M, também indutor de desidratacdo celular’’, foi
escolhido para uso neste experimento. Um experimento piloto foi realizado para verificar se
havia diferenca na taxa de esvaziamento gastrico entre conteddo isoténico e hiperténico
(controle metodolégico) e assim caracterizar a solucdo hipertdnica como inibidora do

esvaziamento gastrico na condicdo de desidratacdo celular.

Esvaziamento géastrico de sobrecarga de NaCl isotdnico ou hipertdnico em ratos com

desidratacdo celular

Quinze ratos foram desidratados por infusdo iv de NaCl 2 M (conforme
descrito no item 3.9). Sessenta min. apds o inicio da infusdo, os animais foram submetidos a
uma sobrecarga de 3 ml de NaCl 0,3 M ou NaCl 0,15 M por gavagem (contetdo géstrico
hipertdnico ou isotdnico). Dez min. ap6s a gavagem, foram removidos o estdbmago e intestino
para determinagdo do esvaziamento gastrico (ver item 3.15). Um terceiro grupo de ratos foi

submetido aos mesmos procedimentos exceto gavagem de NaCl.

Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre o esvaziamento gastrico em ratos com

desidratacdo celular
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Os 21 animais selecionados na triagem dentre os 29 testados inicialmente
foram desidratados por infusdo iv de NaCl 2 M. Quarenta e cinco min. ap6s o inicio da
infusdo, metisergida ou veiculo foi injetado bilateralmente no NPBL. Quinze min. mais tarde,
os ratos receberam gavagem de 3 ml de NaCl 0,3 M. Dez ou quinze min. ap6s a gavagem
foram removidos o estdmago e intestino para determinacdo do esvaziamento gastrico (ver
item 3.15).

3.18.3 Experimento 1c. Efeito da inje¢cdo de metisergida no NPBL sobre ingestdo de
NaCl em teste de bebedouro unico.

Ingestdo de 4qua e de NaCl 0,3 M em testes de bebedouro Unico apds a injecdo de metisergida

no NPBL durante desidratacdo celular.

Uma vez que estudos prévios demonstraram que a ingestdo de NaCl
hipertdnico potencializada pela metisergida injetada no NPBL é acompanhada da ingestao de
dgua*"8"98 o objetivo deste experimento foi testar se a auséncia de opcao de bebedouro
com agua permitira que a metisergida potencializasse a ingestdo de NaCl 0,3 M.

Dez animais selecionados pela triagem foram desidratados por gavagem de
NaCl 2 M (conforme descrito no item 3.8). Quarenta e cinco min. ap0s a gavagem,
metisergida ou veiculo foi injetado bilateralmente no NPBL. Quinze min. mais tarde, foi
iniciado o teste da ingestdo hidromineral com o oferecimento de um bebedouro contendo &gua
ou NaCl 0,3 M. Os testes de ingestdo hidromineral foram repetidos mais trés vezes, com
alteracdo do tratamento e do liquido disponivel para ingestdo, até que todos os animais
tivessem sido testados nas quatro condi¢fes experimentais possiveis: a) veiculo no NPBL e
ingestdo de agua, b) veiculo no NPBL e ingestdo de NaCl 0,3 M, c) metisergida no NPBL e
ingestdo de agua e d) metisergida no NPBL e ingestdo de NaCl 0,3 M. Os animais foram
aleatoriamente incluidos nos diferentes testes realizados a intervalos de 2 a 3 dias. Apos o
ultimo teste, os animais foram profundamente anestesiados (ver item 3.2) e os encéfalos
perfundidos com formalina para remocao e posterior analise histologica do sitio de injecdo no

NPBL.
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Ingestdo de aqua e de NaCl 0,15 M em testes de dupla escolha ou bebedouro Unico apds a

injecdo de metisergida no NPBL durante desidratacdo celular.

Em estudos prévios do nosso laboratorio, a metisergida injetada no NPBL néo
alterou a ingestdo de NaCl 0,15 M durante hipovolemia, nos mesmos ratos cuja ingestdo de
NaCl 0,3 M foi potencializada por tal tratamento, sugerindo um efeito seletivo do NPBL no
controle da ingestdo de NaCl hipertonico’. O objetivo deste experimento foi verificar se a
acao inibidora seletiva a ingestdo de NaCl 0,3 M exercida pelo NPBL também se aplicaria a
animais com desidratacéo celular.

Nove animais selecionados pela triagem foram desidratados por gavagem de
NaCl 2 M (conforme descrito no item 3.8). Quarenta e cinco min. ap0s a gavagem,
metisergida ou veiculo foi injetado bilateralmente no NPBL. Quinze min. mais tarde, foi
iniciado o teste da ingestdo hidromineral com o oferecimento de um bebedouro contendo
NaCl 0,15 M ou dois bebedouros, um contendo agua e o outro NaCl 0,15 M. Os testes de
ingestdo hidromineral foram repetidos mais trés vezes, com alteracdo do tratamento e do
liquido disponivel para ingestdo, até que todos os animais tivessem sido testados nas quatro
condicBes experimentais possiveis: a) veiculo no NPBL e ingestdo de NaCl 0,15 M (1
bebedouro), b) metisergida no NPBL e ingestdo de NaCl 0,15 M (1 bebedouro), c) veiculo no
NPBL e ingestdo de &gua ou NaCl 0,15 M (2 bebedouros) e d) metisergida no NPBL e
ingestdo de dgua ou NaCl 0,15 M (2 bebedouros). Os animais foram aleatoriamente incluidos
nos diferentes testes realizados a intervalos de 2 a 3 dias. Apds o Ultimo teste, 0s animais
foram profundamente anestesiados (ver item 3.2) e os encéfalos perfundidos com formalina
para remocao e posterior analise histoldgica do sitio de injecdo no NPBL.

3.18.4 Experimento 1d. Efeito da administracdo repetida de muscimol no NPBL sobre a

sensibilizacé@o da ingestdo de NaCl hipertonico

O objetivo deste experimento foi verificar se a desativagdo repetida do NPBL
promovida pela injecdo de muscimol, considerado um estimulo natriorexigénico, promove
sensibilizacdo da ingestédo de sodio.

Vinte e trés ratos com implante bilateral de canulas-guia direcionadas ao NPBL
foram ambientados com agua e NaCl 0.3 M durante 2 dias e, apds este periodo, a ingestdo

destes liquidos foi medida diariamente durante 28 dias. Testes de ingestdo hidromineral foram
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realizados no 7° e no 14° dia (1° e 2° experimentos), sendo iniciados 15 min. apos a injecdo
bilateral de muscimol ou veiculo no NPBL, e dois bebedouros (dgua ou NaCl 0,3 M) foram
oferecidos para o registro da ingestdo hidromineral durante 240 min. No 21° dia (3°
experimento) todos os animais foram tratados com muscimol e o teste de ingestdo realizado
como nos experimentos anteriores. Apds o término do periodo de registro de ingestéo didria,
os animais foram profundamente anestesiados e os encéfalos perfundidos com formalina para
remocao e posterior analise histoldgica do sitio de injecdo no NPBL. Considerando a analise
histoldgica, os resultados obtidos nos testes de ingestdo hidromineral foram alocados em um
dos seguintes grupos experimentais: a) 3 tratamentos com muscimol (3M) e histologia
bilateralmente positiva para o NPBL (NPBL™); b) 3M e histologia negativa para NPBL
(NPBL); c) 2 tratamentos com veiculo e 1 tratamento com muscimol (2V1M) e NPBL"; d)
2V1IM e NPBL".

3.18.5 Experimento 2. Ingestdo hidromineral induzida por PH-RP e intercalada a

autoestimulacéo elétrica do hipotalamo lateral (AEHL)

O objetivo deste experimento foi verificar se ocorre interagao entre os testes de
sede e apetite ao sodio e a AEHL associados as diferentes fases de um ciclo de PH-RP.

Testes piloto da sede e do apetite ao s6dio em resposta a um ciclo de privacdo hidrica (PH) e
reidratacdo parcial (RP), PH-RP

Um estudo piloto foi conduzido com 6 animais ndo treinados para a AEHL
(sem implante de eletrodo no hipotalamo lateral) a fim de quantificar temporalmente a
ingestdo de agua e so6dio em animais submetidos ao protocolo PH-RP. Uma parte do grupo
experimental foi privada de liquidos por 18 h. Logo apos, foi realizado o teste da sede, no
qual todos os animais tinham disponivel um bebedouro contendo agua, durante 75 min.
Imediatamente apo6s o término do teste da sede, foi iniciado o teste do apetite ao s6dio, com o
oferecimento de agua e NaCl 0,15 M por 75 min. Ao final do teste, os animais tiveram acesso
livre a liquidos e ra¢do por uma semana. Em seguida, os animais foram privados de liquidos
por 18 h de maneira contrabalanceada (ver item 3.10) e foi realizado um novo teste da sede e

do apetite ao sédio.
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Ingestdo hidromineral e AEHL: testes da sede e do apetite ao sédio intercalados a AEHL

As sessOes experimentais iniciaram no dia seguinte a confirmacdo do
aprendizado da AEHL, se estendendo diariamente por um total de 8 dias.

Quatorze ratos com implante de eletrodo no hipotalamo lateral (ver item 3.3)
treinados para AEHL foram submetidos a 3 sessfes diérias de 15 min., com intervalo de 60
min. entre as sessoes, totalizando 165 min. de periodo experimental diario durante os 8 dias.
Nos dias 1, 2 e 3 foram obtidas as curvas corrente-resposta basais, utilizando pacotes de
AEHL determinados no treinamento (ver item 3.16). Os animais ndo tiveram acesso a racao
durante todo o periodo experimental didrio. Os animais permaneceram na gaiola de
comportamento operante apenas para a realizacdo das sessdes de AEHL, no restante do
periodo os animais foram colocados em gaiolas individuais.

Na noite do dia 3, 4gua e NaCl 0,15 M foram removidos de parte do grupo
experimental durante 18 h (PH). No final do periodo de PH, os animais privados e 0s animais
controle hidratados passaram pela primeira sessdo de AEHL por 15 min. Em seguida, todos 0s
animais foram retornados as suas gaiolas e, ap6s 30 min. de restricdo a liquidos, foi realizado
0 teste da sede com acesso apenas a agua durante 30 min. Apds o teste da sede, 0s animais
passaram pela segunda sessdo de AEHL por 15 min. Entdo, todos os animais foram
novamente retornados as suas gaiolas e, apds mais 30 min. de restricdo a liquidos, foi
realizado o teste de apetite ao s6dio com acesso a NaCl 0,15 M e agua por 30 min. Apos o
teste de apetite ao sédio, os animais passaram pela terceira e Gltima sessdo de AEHL com
duracdo de 15 min. Em seguida, todos os animais foram retornados as suas gaiolas e tiveram
livre acesso a NaCl 0,15 M, &gua e racao.

A funcéo corrente-resposta basal foi novamente obtida por trés dias (dias 5 a 7)
em todos os ratos. Na noite do dia 7, agua e NaCl 0,15 M foram removidos de maneira
contrabalanceada por 18 h para novo teste de AEHL intercalado com teste da sede e do apetite
ao sodio.

Autoestimulacdo elétrica do hipotalamo lateral apds desidratacio celular

Dezesseis animais treinados para AEHL foram submetidos a uma sesséo de 15
min. realizada diariamente durante 8 dias. Nos dias 1, 2 e 3 foram obtidas as curvas corrente-

resposta basais, utilizando um dos pacotes de AEHL determinados no treinamento (ver item
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3.16). Os animais ndo tiveram acesso a racdo durante toda a sessdo didria. Os animais
permaneciam na gaiola de comportamento operante, na auséncia de racdo ou liquidos, apenas
para a realizacdo das sessdes de AEHL, no restante do periodo os animais eram colocados em
gaiolas individuais.

No dia 4, os animais receberam uma gavagem de NaCl 2 M ou de &gua e apds
1 h passaram pela sessdo de AEHL com duragdo de 15 min. Em seguida, todos os animais
foram retornados as suas gaiolas-morada e tiveram livre acesso a agua e racdo. A funcgédo
corrente-resposta basal foi novamente obtida por trés dias (dias 5 a 7) em todos os ratos.
Entdo, a desidratacdo celular foi realizada de maneira contrabalanceada para novo teste de
AEHL no dia 8.

3.19 Andlise estatistica

Teste-t pareado foi utilizado para a analise da ingestdo total ao término dos
testes de ingestdo hidromineral. Teste-t foi utilizado para a analise da contagem celular
imuno-histoquimica, da concentracdo plasmatica de hormonios, da concentracao tecidual de
neurotransmissores e metabdlitos e da por¢do intestinal corada (dois grupos experimentais,
ver Tabela 3). ANOVA de 1 fator com medidas repetidas foi utilizada para analise da ICP50 e
RPMPmax (tratamento). ANOVA de 1 fator (tratamento) foi utilizada para a analise da
porcdo corada intestinal (quatro grupos experimentais, ver Figura 13C), do contetdo liquido
estomacal e intestinal. ANOVA de 2 fatores com medidas repetidas foi utilizada para a analise
da ingestdo hidromineral ndo cumulativa (tratamento vs. tempo), da ingestdo de agua e de
NaCl 0,3 M em testes de bebedouro Unico (tratamento vs. liquido). ANOVA de 2 fatores
(tratamento vs. teste/semana) foi utilizada para analise da ingestdo em teste de sensibilizacéo
comportamental. Student Newman-Keuls foi o poés-teste utilizado. Diferencas foram

consideradas significantes quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise histoldgica do sitio de injecdo no NPBL

Animais foram considerados histologicamente positivos (NPBL") quando
ambos os sitios de injecdo foram bilateralmente localizados na regido dorsal ao pedunculo

cerebelar superior (scp), a qual corresponde a localizagdo do NPBL segundo Paxinos e
59,78

Watson, 2005, critério adotado em estudos prévios™'® e exemplificado na Figura 1.

Figura 1. Fotomicrografia (20x) de uma secdo coronal do encéfalo de um rato representativo do grupo de
animais com implante bilateral de canulas-guia direcionadas ao NPBL. As setas indicam 0s sitios de injecdo no

NPBL. Barra de escala = 2 mm; scp: pedunculo cerebelar superior (brachium conjunctivum).
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4.2 Experimento la. Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre sinalizadores
centrais e periféricos durante a fase pré-ingestiva da ingestdo de sddio: expressao do
gene c-Fos no encéfalo, neurotransmissores em areas limbicas, concentractes

plasmaticas de hormdnios neuro-hipofisarios

4.2.1 Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre imunorreatividade para a

proteina c-Fos

a) Validacdo funcional da injecdo de metisergida no NPBL

A injecdo de metisergida aumentou a ingestdo de NaCl 0,3 M comparada a
injecdo de veiculo [t(15) = 6,8; p < 0,05] e quase dobrou a ingestdo de agua [t(15) = 2,6; p <
0,05] (Tabela 1).

Tabela 1. Ingestdo de dgua e sddio no teste de ingestdo hidromineral.

Grupo Ingestao (mI/120 min)

NaCl 0,3 M Agua
Veiculo 09+0,3 6,8+0,2
Metisergida 136+19° 11,741,771

Valores representados pela média + erro padrdo da média. 'vs. veiculo. N = 16/grupo.

b) Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre a imunorreatividade para a proteina c-Fos

no encéfalo

No tronco encefélico, a injecdo de metisergida no NPBL aumentou 0 nimero
de células ir-Fos comparado a injecdo de veiculo na porcao intermediaria do NTS [t(14) = 2,4;
p < 0,05] e na area postrema [t(14) = 2,4; p < 0,05; Figura 2], sem modificar a ir-Fos no
ndcleo motor dorsal do vago [t(14) = 0,6; p > 0,05; Figura 3] e na porcdo caudal do NTS
[t(14) = 2,1; p > 0,05; Figura 4].

O tratamento com metisergida no NPBL aumentou o numero de células ir-Fos
comparado a injecdo de veiculo no SFO [t(13) = 2,4; p < 0,05, Figura 5], sem modificar a ir-

Fos no OVLT [t(13) =0,2; p > 0,05; Figura 6]. Também ndo foi observada diferenca na ir-Fos
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nas regides core e shell do NAC [t(13) = 0,0 e t(13) = 0,2, respectivamente; p > 0,05, Figura
7].

No hipotalamo, o grupo de animais tratados com metisergida no NPBL
apresentou ir-Fos aumentada em células ndo ocitocinérgicas, na regido ventral do PVN, em
relacdo ao grupo tratado com veiculo [t(13) = 2,6; p < 0,05], porém n&o houve diferenca no
namero de células ocitocinérgicas ir-Fos positivas (ativadas) ou ir-Fos negativas (desativadas)
entre os grupos [t(13) = 1,9 e t(13) = 0,8, respectivamente; p > 0,05, Figura 8]. Na regido
magnocelular do PVN, ndo foi observada diferenca entre os tratamentos no nimero de células
ir-Fos [t(13) = 0,3; p > 0,05], ocitocinérgicas ativadas [t(13) = 0,7; p > 0,05] e ocitocinérgicas
desativadas [t(13) = 0,9; p > 0,05; Figura 8]. Na regido parvocelular do PVN, nédo foi
observada diferenca entre os tratamentos no nimero de células ir-Fos [t(13) = 1,6; p > 0,05],
ocitocinérgicas ativadas [t(13) = 1,0; p > 0,05] e ocitocinérgicas desativadas [t(13) = 1,1; p >
0,05; Figura 8]. No SON, nao foi observada diferenca entre os tratamentos no nimero de
células ir-Fos [t(12) = 1,7; p > 0,05], ocitocinérgicas ativadas [t(12) = 0,2; p > 0,05] e
ocitocinérgicas desativadas [t(12) = 1,1; p > 0,05; Figura 9].



60

Resultados
NTS Intermediario e Area Postrema

A 400 T Bregma — 14,0 mm
" —,_ DOVeiculo (8)
© B Metisergida (8)
s> 300
‘O ,
© u + vs. veiculo
S (£ 200
o .=
)
£ 100
N
Z

0

C " Metisergida
N .
500 um 500 pm

Figura 2. Namero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) na porcdo intermediaria do nucleo do
trato solitario (NTS int.) e area postrema (AP) de ratos com desidratacdo celular que receberam injecdo de
metisergida (barras pretas) ou veiculo (barras cinza) no NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson
(2005), mostrando a localizacdo do NTS int. (area hachurada), AP (&rea cinza), trato solitario (TS) e nucleo
motor dorsal do vago (NMDV) em se¢do coronal do tronco enceféalico (bulbo) (B). Fotomicrografias de corte
coronal do bulbo ilustrando ir-Fos no NTS int. e AP em aumento de 100x de rato que recebeu metisergida (C) ou

veiculo (D) no NPBL. O nimero de animais por grupo experimental esta descrito entre parénteses.
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Figura 3. Namero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) no nlcleo motor dorsal do vago
(NMDV) de ratos com desidratacdo celular que receberam injecdo de metisergida (barra preta) ou veiculo (barra
cinza) no NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson (2005) ilustrando a localizagdo do NMDV
(&rea hachurada), trato solitario (TS) e area postrema (AP) em se¢do coronal do tronco encefalico (bulbo) (B).
Fotomicrografias de corte coronal do bulbo mostrando ir-Fos no NMDV em aumento de 200x (tracejado branco)
de rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O niimero de animais por grupo experimental esta
descrito entre parénteses.
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Figura 4. Numero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) na porcao caudal do NTS de ratos
com desidratacéo celular que receberam injecdo de metisergida (barra preta) ou veiculo (barra cinza) no NPBL
(A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson (2005) ilustrando a localizagdo do NTS caudal (area hachurada)
em secdo coronal do tronco encefélico (bulbo) (B). Fotomicrografias de corte coronal do bulbo mostrando ir-Fos
no NTS caudal em aumento de 100x de rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O nimero de

animais por grupo experimental esta descrito entre parénteses.
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Figura 5. Namero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) no SFO de ratos com desidratacdo

celular que receberam injecdo de metisergida (barra preta) ou veiculo (barra cinza) no NPBL (A). Diagrama
modificado de Paxinos e Watson (2005) mostrando a localizacdo do SFO (&rea hachurada) em se¢do coronal,
dorsalmente ao terceiro ventriculo (3V) (B). Fotomicrografias de corte coronal ilustrando ir-Fos no SFO em
aumento de 100x de rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O nimero de animais por grupo

experimental est& descrito entre parénteses.
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Figura 6. Nimero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) no OVLT de ratos com desidratacdo
celular que receberam injecdo de metisergida (barra preta) ou veiculo (barra cinza) no NPBL (A). Diagrama
modificado de Paxinos e Watson (2005) ilustrando a localizacdo do OVLT (&rea hachurada) em secdo coronal,
dorso-lateralmente ao terceiro ventriculo (3V) (B). Fotomicrografias de corte coronal mostrando ir-Fos no
OVLT em aumento de 100x de rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O niimero de animais

por grupo experimental esta descrito entre parénteses.



Resultados 65

Nucleo accumbens

A 100 - ,

O Veiculo (7)

B Metisergida (8)
w» 80 - |
©
3 j
‘O
© , 60 -
-
o L
5~ 40 4
g g
S
= 20 -

0 Core Shell
500 pm 500 pm
C D
CA CA

Figura 7. Namero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (ir-Fos) nas regides core e shell do NAC de

ratos com desidratagdo celular que receberam injecdo de metisergida (barras pretas) ou veiculo (barras cinza) no
NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson (2005) ilustrando a localizagdo das regides core e shell
do NAC (érea hachurada) em secdo coronal, dorso-lateralmente ao terceiro ventriculo (3V) (B).
Fotomicrografias de corte coronal de uma das trés regifes analisadas e delimitadas em B por retangulos,
mostrando ir-Fos no NAC em aumento de 100x de rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O

namero de animais por grupo experimental esta descrito entre parénteses.
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Figura 8. Numero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (F), ocitocina (O) ou a.mbas (FO) nas regides
parvocelular, magnocelular e ventral do nicleo paraventricular do hipotalamo (PVNp, PVNmM e PVNy,
respectivamente) de ratos com desidratacdo celular que receberam injecdo de metisergida (barras pretas) ou
veiculo (barras cinza) no NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson (2005) ilustrando a localizagdo
das regies do PVN descritas acima em secdo coronal, lateralmente ao terceiro ventriculo (3V) (B).
Fotomicrografia (800x) de exemplo contendo célula F (seta preta), FO (seta cinza) e O (seta branca) (C).
Fotomicrografias de corte coronal, mostrando ir-Fos no PVN em aumento de 100x de um rato que recebeu
metisergida (D) e outro veiculo (E) no NPBL. O nimero de animais por grupo experimental esta descrito entre

parénteses.
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Figura 9. Nimero de células imunorreativas para a proteina c-Fos (F), ocitocina (O) ou ambas (FO) no SON de

ratos com desidratacdo celular que receberam injecdo de metisergida (barras pretas) ou veiculo (barras cinza) no
NPBL (A). Diagrama modificado de Paxinos e Watson (2005) ilustrando a localizacdo do SON em se¢do
coronal, dorso-lateralmente ao quiasma Optico (OP) (B). Fotomicrografias de corte coronal, em aumento de
200x, de um rato que recebeu metisergida (C) ou veiculo (D) no NPBL. O nimero de animais por grupo

experimental esta descrito entre parénteses.
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4.2.2 Concentracdo de horménios neurohipofisarios no plasma e de neurotransmissores
em &reas limbicas, ap6s injecdo de metisergida no NPBL, em ratos com desidratagédo

celular

Efeito da metisergida sobre a ingestdo hidromineral

A injecdo de metisergida aumentou em aproximadamente 6 vezes a ingestdo de
NaCl 0,3 M comparada a injecé@o de veiculo [t(18) = 4,8; p < 0,05] sem modificar a ingestdo
de agua entre os grupos [t(18) = 1,2; p > 0,05] (Tabela 2).

Tabela 2. Ingestdo de dgua e sddio de ratos com desidratacdo celular: validagdo da injecdo no NPBL.

Grupo Ingestdo (mI/120 min)

NaCl 0,3 M Agua
Veiculo 1,8+0/4 11,1+£1.3
Metisergida 10,7+ 1,7 132+1,8

Valores representados pela média + erro padréo da média. 'vs. veiculo. N = 19/grupo.

Animais cujas injectes foram localizadas dorsalmente ao NPBL (n = 2) ou ndo
puderam ser identificadas e apresentaram ingestdo de NaCl inferior a 4 ml (n = 2) nédo
apresentaram diferenca entre os tratamentos na ingestdo de NaCl 0,3 M [metisergida: 2,0 +
1,5 ml/120 min. vs. veiculo: 1,7 + 1,2 ml/120 min.; t(3) = 0,7, p > 0,05] e de &gua
[metisergida: 12,6 £ 5,7 ml/120 min. vs. veiculo: 12,6 + 2,4 ml/120 min.; t(3) = 0,0, p > 0,05].

a) Determinacdo da concentracdo plasmatica de ocitocina e vasopressina

A injecdo de metisergida no NPBL ndo produziu alteragcdo na concentragéo
plasmatica de ocitocina [t(17) = 0,9; p > 0,05] e vasopressina [t(16) = 0,7; p > 0,05]
comparada a injecdo de veiculo (Figura 10). Houve perda de uma amostra de vasopressina do
grupo que recebeu metisergida.

Nos animais cujas injecdes foram localizadas dorsalmente ao NPBL ou com
histologia indefinida que apresentaram ingestdo de sodio inferior a 4 ml no teste de ingestéo,
foi observado, para ocitocina, 10,1 + 5,4 pg/ml de plasma ap6s metisergida (n = 3) vs. 1,1

pg/ml de plasma apds veiculo (n = 1), e para vasopressina 3,6 = 0,5 pg/ml de plasma apos
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metisergida (n = 3) vs. 3,0 pg/ml de plasma ap6s veiculo (n = 1). Devido ao reduzido numero
de animais, nao foi realizado qualquer teste estatistico comparando os tratamentos.
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Figura 10. Concentracdo plasmatica de ocitocina (direita) e vasopressina (esquerda) de ratos com desidratacéo
celular que receberam injecdo de metisergida (barras pretas) ou veiculo (barras cinza) no NPBL. O nimero de
animais de cada grupo esta descrito entre parénteses.
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b) Determinacdo dos niveis de dopamina, serotonina e seus metabolitos no NAC e na

amigdala

A injecdo de metisergida no NPBL ndo produziu alteracdo na concentracao
tecidual de dopamina ou DA [t(17) = 0,6; p > 0,05], &acido 3,4-diidroxifenilacético ou DOPAC
[t(17) = 0,1; p > 0,05], &cido homovanilico ou HVA [t(16) = 0,1; p > 0,05], serotonina ou 5-
HT [t(8) = 0,7; p > 0,05] e &cido 5-hidroxi-indolacético ou 5-HIAA no nucleo accumbens
comparado a injecdo de veiculo [t(17) = 0,9; p > 0,05] (Figura 11A). Nao foram consideradas
para analise amostras em que a concentragdo tecidual do neurotransmissor ou metabolito foi
inferior ao limite de quantificacdo do método analitico.

A injecdo de metisergida no NPBL aumentou a concentracdo tecidual de DA
na amigdala comparada a injecdo de veiculo [t(17) = 2,3; p < 0,05], mas ndo alterou a
concentracdo de DOPAC [t(17) = 1,8; p > 0,05], 5-HT [t(17) = 1,8; p > 0,05] e 5-HIAA [t(17)
= 0,8; p > 0,05] (Figura 11B). Todas as amostras de tecido apresentaram concentracdes de
HVA inferiores ao limite de quantificacdo do método analitico e os resultados foram
excluidos.

Nos animais cujas injecdes foram localizadas dorsalmente ao NPBL ou com
histologia indefinida que apresentaram ingestdo de sodio inferior a 4 ml no teste de ingestéo,
foi observado no NAC: 2,0 £ 0,3 ng/mg de tecido (metisergida, n = 3) vs. 1,1 ng/mg de tecido
(veiculo, n = 1) para DA, 1,5 + 0,2 ng/mg de tecido (metisergida, n = 3) vs. 1,6 ng/mg de
tecido (veiculo, n = 1) para DOPAC, 0,3 + 0,1 ng/mg de tecido (metisergida, n = 3) vs. 0,2
ng/mg de tecido (veiculo, n = 1) para HVA, 0,2 £ 0,1 ng/mg de tecido (metisergida, n = 3)
sem amostra com veiculo para 5-HT e 0,4 = 0,0 ng/mg de tecido (metisergida, n = 3) sem
amostra com veiculo para 5-HIAA; na amigdala: 0,3 + 0,1 ng/mg de tecido (metisergida, n =
3) vs. 0,4 ng/mg de tecido (veiculo, n = 1) para DA, 0,2 £ 0,0 ng/mg de tecido (metisergida, n
= 3) vs. 0,2 ng/mg de tecido (veiculo, n = 1) para DOPAC, nenhuma amostra com metisergida
vs. 0,1 ng/mg de tecido (veiculo, n = 1) para HVA, 0,4 £ 0,0 ng/mg de tecido (metisergida, n
= 3) vs. 0,5 ng/mg de tecido (veiculo, n = 1) para 5-HT, 0,5 + 0,0 ng/mg de tecido
(metisergida, n = 3) vs. 0,8 ng/mg de tecido (veiculo, n = 1) para 5-HIAA. Néao foram
consideradas amostras em que a concentracdo tecidual do neurotransmissor ou metabélito foi
inferior ao limite de quantificagdo do método analitico. Devido ao reduzido numero de

animais, ndo foi realizado qualquer teste estatistico comparando os tratamentos.



Resultados 72

Neurotransmissores e metabodlitos

A25 Nucleo accumbens %8 Amigdala
T OVeiculo - ,
2,0 - B Metisergida T vs. veiculo
] 0,6 -
1,5 4 y

—_
o
2

=4
(34}
4

Concentragado (ng/mg tecido)

_t
d 0,4 -
' 0,2 -
0 [ - r'_ 0 £l

@©)(11)  (8X11)  (8x10) (4)(6) (8)(11) (8)(11)
DA DOPAC HVA  5-HT 5-HIAA DA

o

(8)(11)
DOPAC 5-HT

@) (8

11)
5-HIAA

Figura 11. Concentracdo de dopamina (DA), acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), &cido homovanilico
(HVA), serotonina (5-HT) e acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA), no nlcleo accumbens (A) e na amigdala (B)
de animais com desidratacdo celular e que receberam inje¢do de metisergida (barras pretas) ou veiculo (barras
cinza) no NPBL. O nimero de animais de cada grupo esta descrito entre parénteses.
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4.3 Experimento 1b. Esvaziamento gastrico em ratos com desidratacdo celular apds
injecdo de metisergida no NPBL

4.3.1 Esvaziamento gastrico de sobrecarga de NaCl isotdnico ou hiperténico em ratos

com desidratacéo celular

A gavagem de NaCl 0,3 M produziu um conteudo liquido estomacal maior do
que a gavagem de NaCl 0,15 M ou nenhuma gavagem (Tabela 3). Houve um efeito
significativo do tratamento [F(2, 12) = 29,4, p < 0,05].

A gavagem de NaCl 0,3 M nédo produziu conteudo liquido intestinal diferente
da gavagem de NaCl 0,15 M ou nenhuma gavagem (Tabela 3). Ndo houve diferenca
significante entre os tratamentos [F(2, 12) = 2,0, p > 0,05].

A gavagem de NaCl 0,3 M corou uma por¢do menor do intestino do que a
gavagem de NaCl 0,15 M [t(8) = 2,5, p < 0,05] (Tabela 3). N&o foi observado corante no

intestino grosso de nenhum animal.

Tabela 3. Efeito da osmolaridade da solucdo de NaCl infundida por gavagem (3 ml) sobre o contetdo liquido

estomacal e intestinal de ratos com desidratacdo celular.

Grupo Conteudo liquido Conteudo liquido  Porcao intestinal
estomacal (g) intestinal (g) corada (%)
Sem gavagem 1,7+£0,1 57+04 —
NaCl 0,15 M 32+03 * 6,3+0,4 68+ 1
NaCl 0,3 M 39+02™ 6,8+0,4 51+ 7"

Valores representados pela média + erro padrdo da média. "diferente da gavagem de NaCl 0,15 M, *vs. grupo

sem gavagem. N = 5/grupo.

4.3.2 Desidratagdo celular induzida por infusdo intravenosa de NaCl 2 M: efeito da

injecéo de metisergida no NPBL sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M

A injecdo de metisergida no NPBL produziu maior ingestdo de NaCl 0,3 M aos
15 e 60 min. do teste de ingestdo comparada a injecdo de veiculo (Figura 12A). Houve um
efeito significativo do tratamento [F(1, 20) = 24,8, p < 0,05], tempo [F(3, 60) = 5,4, p < 0,05]
e interacdo entre os dois fatores [F(3, 60) = 4,2, p < 0,05]. A ingestéo total de NaCl 0,3 M foi
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cinco vezes maior quando os animais receberam metisergida (11,8 + 1,9 ml/120 min.) em
comparacao ao tratamento com veiculo (2,2 + 0,5 m1/120 min.) [t(20) = 5,0, p < 0,05].

O tratamento com metisergida no NPBL potencializou a ingestdo de agua aos
30 min. do teste de ingestdo em comparacdo aos animais que receberam veiculo (Figura 12B).
Houve um efeito significativo do tratamento [F(1, 20) = 17,5, p < 0,05], tempo [F(3, 60) =
5,7; p < 0,05] e interagéo entre os dois fatores [F (3, 60) = 4,2, p < 0,05]. A ingestdo final de
agua foi duas vezes maior em animais tratados com metisergida (11,5 £ 1,4 ml/120 min.) em
comparacéo ao tratamento com veiculo (6,1 £ 0,9 m1/120 min.) [t(20) = 4,2, p < 0,05].

A ingestdo total de liquido apds injecGes de metisergida (23,3 + 2,8 ml/120
min) foi aproximadamente trés vezes em comparacdo ao veiculo (8,3 £ 1,0 ml/120 min.)
[t(20) = 5,9, p < 0,05].

Os ratos que ndo atingiram o critério de selecdo na triagem, portanto nao
incluidos no teste de esvaziamento gastrico, apresentaram injec&o: bilateral no NPBL (n = 1);
no NPBL de um lado e fora do NPBL de outro (n = 2); ambas injecdes fora do NPBL (n = 5).
N&o houve diferenca na ingestdo de NaCl 0,3 M entre os tratamentos com metisergida e
veiculo (1,1 £ 0,4 e 1,8 £ 0,6 ml/120 min., respectivamente) [t(7) = 1,0, p > 0,05, n = 8].
Também ndo houve diferenca na ingestdo de &gua entre os tratamentos com metisergida e
veiculo (5,5+1,1e5,9 = 1,4 ml/120 min., respectivamente) [t(7) = 0,2, p > 0,05, n = 8].
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Desidratacao celular
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Figura 12. Ingestdo ndo cumulativa de NaCl 0,3 M (A) e &gua (B), no teste da ingestdo hidromineral de dois
bebedouros, em animais com desidratacdo celular que receberam injecdo de metisergida (circulos pretos) ou

veiculo (tridngulos cinza) no NPBL. O numero de animais de cada grupo estéa descrito entre parénteses.
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4.3.3 Esvazimento gastrico apds injecdo de metisergida no NPBL de ratos com
desidratacéo celular

A injecdo de metisergida no NPBL néo alterou o conteudo liquido do estdmago
10 ou 15 min. ap6s gavagem de NaCl 0,3 M comparada a injecdo de veiculo (Figura 13A).
Né&o houve efeito significativo do tratamento [F(1, 17) = 0,8, p > 0,05], tempo [F(1, 17) = 0,1,
p > 0,05] ou interacdo entre os fatores [F(1, 17) = 2,0, p > 0,05].

A injecdo de metisergida no NPBL ndo alterou o conteddo liquido do intestino
delgado 10 ou 15 min. ap6s gavagem de NaCl 0,3 M comparada a injecdo de veiculo (Figura
13B). Nao houve efeito significativo do tratamento [F(1, 17) = 0,4, p > 0,05], tempo [F(1, 17)
= 1,6, p < 0,05] ou interacdo entre os fatores [F(1, 17) = 3,9, p > 0,05]. A injecdo de
metisergida também ndo alterou a porcdo corada do intestino delgado (Figura 13C). Néo
houve efeito significante do tratamento [F(1, 17) = 0,4, p > 0,05], tempo [F(1, 17) = 1,9, p >
0,05] ou interacdo entre os fatores [F(1, 17) = 0,6, p > 0,05]. N&o foi encontrado corante no

intestino grosso de nenhum animal.
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Figura 13. Conteldo liquido estomacal (A) e intestinal (B), e por¢do do intestino delgado corada (C) apds

gavagem de NaCl 0,3 M de ratos com desidratacdo celular, que receberam injecdo de metisergida (circulos
pretos) ou veiculo (tridngulos cinza) no NPBL. O numero de animais de cada grupo esta descrito entre
parénteses.
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4.4 Experimento 1c. Efeito da injecdo de metisergida no NPBL sobre ingestdo de NaCl
em teste de bebedouro Unico

4.4.1 Efeito da metisergida no NPBL sobre ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em teste de

bebedouro Unico

4.4.1.1 Desidratacdo celular induzida por gavagem de NaCl 2 M: efeito da injecdo de
metisergida no NPBL sobre a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em teste de dois

bebedouros (triagem)
A injecdo de metisergida no NPBL potencializou a ingestdo de NaCl 0,3 M
[t(9) = 3,2; p < 0,05], sem modificar a ingestdo de agua [t(9) = 1,8; p > 0,05] comparada a

injecdo de veiculo, conforme descrito na tabela 4.

Tabela 4. Ingestdo de dgua e sddio no teste de ingestdo hidromineral.

Grupo Ingestao (mI/120 min)

NaCl 0,3 M Agua
Veiculo 1,7+0,5 80+11
Metisergida 100+28" 112+1,3

Valores representados pela média + erro padrdo da média. 'vs. veiculo. N = 10/grupo.

4.4.1.2 Ingestao de agua e de NaCl 0,3 M em testes de bebedouro Unico apdés a injecéo de

metisergida no NPBL durante desidratacéo celular

A ingestdo de NaCl 0,3 M foi maior ap6s o tratamento com metisergida em
relacdo ao tratamento com veiculo, porém a ingestdo de agua foi similar entre os tratamentos,
havendo efeito significante do fator tratamento [F(1, 36) = 7,9, p < 0,05]. Ao contrario do
tratamento com veiculo, a ingestdo de NaCl 0,3 M foi maior em relacdo a de agua apds
tratamento com metisergida, havendo efeito significativo do fator liquido [F(1, 36) = 4,4, p <
0,05]. N&o houve efeito significativo da interacdo entre os fatores [F(1, 36) = 3,9, p > 0,05;
Figura 14].
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Figura 14. Ingestdo de NaCl 0,3 M (esquerda) ou &gua (direita) durante testes de bebedouro Gnico em animais
com desidratacdo celular, que receberam injecdo de metisergida (barras pretas) ou veiculo (barras cinza) no

NPBL. O nimero de animais de cada grupo esta descrito entre parénteses.
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4.4.2 Efeito da metisergida no NPBL sobre ingestdo de agua e de NaCl 0,15 M em testes
de dupla escolha ou bebedouro Gnico

4.4.2.1 Desidratacdo celular induzida por gavagem de NaCl 2 M: efeito da injecdo de
metisergida no NPBL sobre a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em teste de dois
bebedouros (triagem)

A injecdo de metisergida no NPBL potencializou a ingestdo de NaCl 0,3 M
[t(8) = 3,9; p < 0,05], sem modificar a ingestdo de agua [t(8) = 1,0; p > 0,05] comparada a

injecdo de veiculo, conforme descrito na tabela 5.

Tabela 5. Ingestdo de dgua e sodio no teste de ingestdo hidromineral.

Grupo Ingestdo (mI/120 min)

NaCl 0,3 M Agua
Veiculo 25+0,9 7,718
Metisergida 12,7+3.2"7 93+1,6

Valores representados pela média + erro padrédo da média. 'vs. veiculo. N = 9/grupo.

4.4.2.2 Ingestdo de agua e de NaCl 0,15 M em testes de dois bebedouros apds a injecao

de metisergida no NPBL durante desidratacéo celular

A injecdo de metisergida no NPBL produziu ingestdo de NaCl 0,15 M
significativamente diferente, aos 15 e aos 30 min., em relacdo ao tratamento com veiculo e
aos demais tempos do mesmo tratamento (Figura 15A). Houve um efeito significativo do
tratamento [F(1, 8) = 5,5, p <0,05], do tempo [F(3, 24) = 9,1, p < 0,05] e da interacdo entre 0s
dois fatores [F(3, 24) = 4,0, p < 0,05]. A ingestdo total de NaCl 0,15 M foi maior apds
tratamento com metisergida em comparacdo ao veiculo [t(8) = 2,3, p < 0,05; Figura 15C].

O tratamento com metisergida no NPBL ndo modificou a ingestdo de agua em
comparacdo as injecdes de veiculo; a ingestdo de agua foi maior aos 15 min. em relacdo aos
demais tempos ap0s tratamento com metisergida e em relacdo aos tempos de 60 e 120 min.
apos o tratamento com veiculo (Figura 15B). Houve um efeito significativo do tempo [F(3,
24) = 8,2, p < 0,05], mas ndo houve um efeito significativo do tratamento [F(1, 8) = 0,1, p >

0,05] ou interacdo entre os dois fatores [F(3, 15) = 0,6, p > 0,05]. A ingestdo total de agua
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também foi semelhante entre os animais tratados com metisergida ou veiculo [t(8) = 0,8, p >
0,05; Figura 15C].

4.4.2.3 Ingestao NaCl 0,15 M em testes de bebedouro Unico apds a injecdo de metisergida

no NPBL durante desidratacao celular

A injecdo de metisergida no NPBL produziu ingestdo de NaCl 0,15 M
significativamente diferente, aos 15 e 30 min., em relacdo aos demais tempos do mesmo
tratamento e ao tratamento com veiculo; o tratamento com veiculo promoveu maior ingestdo
aos 15 min. em relagdo aos demais tempos do mesmo tratamento (Figura 15D). Houve um
efeito significativo do tratamento [F(1, 8) = 15,6, p < 0,05], do tratamento [F(3, 24) = 29,1, p
< 0,05] e interacdo entre os dois fatores [F(3, 24) = 9,1, p < 0,05]. A ingestéo total de NaCl
0,15 M aos 120 min. do teste também foi maior entre os animais tratados com metisergida em
relacdo ao tratamento com veiculo [t(8) = 3,9, p < 0,05; Figura 15E].
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Figura 15. Ingestdo ndo cumulativa de NaCl 0,15 M (A) ou agua (B), ingestdo total de NaCl 0,15 M ou &gua aos
120 min. do teste de ingestdo hidromineral com dois bebedouros (C) e ingestdo ndo cumulativa e total de NaCl
0,15 M (D e E, respectivamente) em teste com bebedouro Gnico em animais com desidratacdo celular, que
receberam injecdo de metisergida (circulos ou barras pretas) ou veiculo (tridngulos ou barras cinza) no NPBL. O
ntmero de animais de cada grupo esta descrito entre parénteses.
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4.5 Experimento 1d. Efeito da administracdo repetida de muscimol no NPBL sobre a
sensibilizacéo da ingestdo de NaCl hipertonico

A ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pelo muscimol no grupo 3M com injecGes
no NPBL, no terceiro experimento, foi maior em relacdo aos demais grupos, e em relagéo ao
resultado do proprio grupo nos testes anteriores. A ingestdo de NaCl 0,3 M no grupo 2V1M
com injecGes no NPBL também foi maior no terceiro experimento em relacdo aos anteriores
(Figura 16A). Houve um efeito significante no fator grupo [F(3, 57) = 9,0, p < 0,05], no fator
experimento [F(2, 57) = 6,1, p < 0,05] e na interagcdo entre os fatores [F(6, 57) = 3,5, p <
0,05].

N&o foi observada diferenca na ingestdo de dgua entre 0s grupos em nenhum
teste de ingestdo hidromineral (Figura 16B). Nao houve um efeito significante no fator grupo
[F(3, 57) = 1,8, p > 0,05], no fator teste [F(2, 57) = 1,1, p > 0,05], assim como na interacdo
entre os fatores [F(6, 57) = 1,0, p > 0,05].

Né&o foi observada diferenca na ingestdo diaria média de NaCl 0,3 M (Figura
17A) e de agua (Figura 17B), entre os grupos, nos periodos que compreendem a semana
anterior ao primeiro teste (dias 1 a 6), e posterior ao primeiro (dias 8 a 13), segundo (dias 15 a
20) e terceiro teste (dias 22 a 27). Ndo houve um efeito significante sobre os fatores periodo
[NaCl 0,3 M: F(3, 76) = 0,1, p > 0,05; &gua: F(3, 76) = 0,7, p > 0.05] e tratamento [NaCl 0,3
M: F(3, 76) = 1,4, p > 0,05; agua: F(3, 76) = 2,5, p > 0,05], assim como sobre a interacdo
entre os fatores [NaCl 0,3 M: F(9, 76) = 0,3; p > 0,05; agua: F(9, 76) = 0,2; p > 0,05].
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Figura 16. Ingestdo de NaCl 0,3 M (A) e &gua (B) durante trés testes de ingestdo com dois bebedouros. Os
animais, hidratados, receberam injecdo de veiculo (V) ou muscimol (M) no NPBL (NPBL") ou fora dele
(NPBL") em cada teste de ingestdo hidromineral. O nimero de animais em cada tratamento esta descrito entre

parénteses.
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Figura 17. Ingestdo diaria média de NaCl 0,3 M (A) e &gua (B) correspondente ao periodo precedente ao
primeiro teste de ingestdo hidromineral (dias 1 a 6) e aos periodos subsequentes (dias 8 a 13, 15a20e 22 a27)a
cada teste. Os animais hidratados receberam injecdo de veiculo (V) ou muscimol (M) no NPBL (NPBL") ou fora
dele (NPBL") em cada teste de ingestdo hidromineral (ver Figura 16). O nimero de animais em cada tratamento

esta descrito entre parénteses.
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4.6 Experimento 2. Ingestdo hidromineral induzida por PH-RP e intercalada a

autoestimulacéo elétrica do hipotadlamo lateral (AEHL)

4.6.1 Testes piloto da sede e do apetite ao sdédio em resposta a um ciclo de privacdo
hidrica (PH) e reidratacao parcial (RP), PH-RP

No teste da sede, a ingestdo de agua do grupo privado foi maior comparada ao
grupo hidratado nos instantes 15 e 30 min. (Figura 18A). A ingestao de agua do grupo privado
foi maior aos 15 min. comparada aos demais instantes e aos 30 min. comparada a 45 min. N&o
houve diferenca entre instantes no grupo hidratado. Houve um efeito significativo do
tratamento [F(1, 5) = 110,9; p < 0,05], tempo [F(4, 20) = 190,7; p < 0,05] e interacdo entre 0s
fatores [F(4, 20) = 56,8; p < 0,05]. A ingestdo total de agua durante os 75 min. de teste
(Figura 18B) foi maior no grupo privado comparado ao grupo controle [t(5) = 10,5; p < 0,05].

No teste do apetite ao sodio, realizado logo em seguida ao teste da sede, a
ingestdo de NaCl 0,15 M do grupo parcialmente hidratado (RP) foi maxima aos 15 e 30 min.
e maior do que a ingestdo do grupo hidratado (Figura 19A). Ndo houve diferenca entre
instantes no grupo hidratado. Houve um efeito significativo do tratamento [F(1, 5) = 27,7; p <
0,05], tempo [F(4, 20) = 20,9; p < 0,05] e interacdo entre os fatores [F(4, 20) = 8,6; p < 0,05].
A ingestdo total de NaCl 0,15 M aos 75 min. (Figura 19C) foi maior no grupo RP em relagéo
ao grupo hidratado [t(5) = 5,3; p < 0,05]. A ingestao de agua ndo foi alterada em nenhum dos
dois grupos durante o teste (Figura 19B). Nao houve efeito significativo do tratamento [F(1,5)
= 1,6; p > 0,05], tempo [F(4, 20) = 0,9; p > 0,05] e interacdo entre os fatores [F(4, 20) = 0,4; p
> 0,05]. Nao houve diferenca entre 0s grupos na ingestao total de agua aos 75 min. de teste
(Figura 19D) [t (5) = 1,3; p > 0,05].



Resultados 87

Teste da sede

A B
12 5 —8—PH (6) 12 4 i
~ —x—Hidratado (6)
S :
~ i + vs. hidratado
©
S 8 -
(@]
@
[}
©
o
@ 4 -
0
()
o
£
0
0 15 30 45 60 75 Hidratado PH
Tempo (min)

Figura 18. Teste da sede correspondente a um ciclo de PH-RP. Ingestdo de 4gua ndo cumulativa (A) e total ao
final do teste da sede (B) de animais privados de agua por 18 h (PH; circulos/barras pretas) ou hidratados
(tridngulos/barras brancas). O nimero de animais de cada grupo esta descrito entre parénteses.
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Figura 19. Teste do apetite ao sédio correspondente a um ciclo de PH-RP. Ingestdo ndo cumulativa de NaCl
0,15 M (A) e agua (C) e total ao final do teste do apetite ao sédio (B e D) de animais privados de agua por 18 h e
parcialmente reidratados no teste da sede da Figura 11 (PH-RP; circulos/barras pretas) ou hidratados

(tridngulos/barras brancas). O nimero de animais de cada grupo esta descrito entre parénteses.
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4.6.2 Ingestdo de 4gua e NaCl 0,15 M nos testes de sede e apetite ao sddio intercalados
com AEHL

Dos 14 animais inicialmente designados para este experimento, 3 foram
excluidos dos seus respectivos grupos experimentais por ndo cumprirem os critérios para a
fase de treinamento ou experimental.

No teste da sede o grupo privado ingeriu mais dgua do que o grupo hidratado
[t(10) = 16,2, p < 0,05; Tabela 6].

No teste de apetite ao sddio, o grupo privado e reidratado parcialmente ingeriu
mais NaCl 0,15 M [t(10) = 2,9, p < 0,05] e mais agua [t(10) = 6,4, p < 0,05] do que o grupo
hidratado (Tabela 6).

Tabela 6. Ingestdo (ml/30 min) de agua e sddio nos testes da sede e do apetite ao sédio (protocolo PH-RP)
intercalados a sessdes de AEHL.

Grupo Sede Apetite ao sddio
NaCl 0,15 M Agua
Hidratado 0,2+0,2 0,1+0,1 0,1+0,1
PH/PH-RP 8,6+15" 6,8+ 1,0 1,2+05"

Valores representados pela média + erro padrdo da média. PH: privacdo hidrica de 18 h; PH-RP: reidratacdo

parcial; "vs. hidratado. Grupo PH e PH-RP compostos dos mesmos animais.

4.6.3 Autoestimulacao elétrica do hipotadlamo lateral (AEHL) intercalada pelos testes de
sede e apetite ao sddio do protocolo PH-RP.

A ICP50 ndo foi alterada pela privacdo hidrica (PH) [F(3, 30) = 1,6, p > 0,05;
Figura 20A, B], ingestdo de agua durante teste da sede (PH-RP) [F(3, 30) = 0,7, p > 0,05;
Figura 21A, B] e ingestdo de liquidos durante o teste do apetite ao sodio (PH-RPS) [F(3, 30)
= 0,1, p > 0,05; Figura 22A, B], em comparagédo ao basal e ao grupo hidratado (controle). A
RPMPmax ndo foi alterada pela privacdo hidrica (PH) [F(3, 30) = 0,4, p > 0,05; Figura 20C],
ingestdo de agua durante teste da sede (PH-RP) [F(3, 30) = 0,7, p > 0,05; Figura 21C] e
ingestdo de liquidos durante o teste do apetite ao sédio (PH-RPS) [F(3, 30) = 2,7, p > 0,05;

Figura 22C], em comparacédo ao basal e ao grupo hidratado (controle).
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Figura 20. Autoestimulagdo elétrica no hipotadlamo lateral ao final de um periodo de privagdo hidrica por
animais privados (PH) ou hidratados (Hidr): curva corrente-resposta (A), intensidade de corrente padronizada
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(C). O nmero de animais de cada grupo esté descrito entre parénteses.
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Figura 21. Autoestimulacdo elétrica no hipotalamo lateral ao final de um periodo de privagdo hidrica seguida de
reidratacdo parcial no teste da sede por animais privados e parcialmente reidratados (PH-RP) ou hidratados
(Hidr): curva corrente-resposta (A), intensidade de corrente padronizada equivalente a 50% da resposta maxima
por min., ICP50 (B), resposta maxima padronizada por min., RPMPmax (C). O nimero de animais de cada

grupo esta descrito entre parénteses. Mesmos animais da Figura 20.
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Figura 22. Autoestimulacéo elétrica no hipotalamo lateral ao final do teste do apetite ao sodio por animais PH-
RP que desenvolvem apetite ao sddio (RPS) ou hidratados (Hidr): curva corrente-resposta (A), intensidade de
corrente padronizada equivalente a 50% da resposta méaxima por min., ICP50 (B), resposta méxima padronizada

por min., RPMPmax (C). O nimero de animais de cada grupo estd descrito entre parénteses. Mesmos animais

das Figs. 20 e 21.
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4.6.4 Autoestimulacao elétrica do hipotédlamo lateral ap6s desidratacéo celular

Dos 16 animais inicialmente designados para este experimento, 6 foram
excluidos dos seus respectivos grupos experimentais por ndo cumprirem os critérios para a
fase de treinamento ou experimental.

N&o houve diferenga na ICP50 [F(3, 27) = 1,3, p > 0,05] e na RPMPmax [F(3,
27) = 1,1, p > 0,05] entre os grupos desidratado e controle (hidratado e seus respectivos

periodos basais). Os resultados obtidos estdo representados na tabela 7.

Tabela 7. Intensidade de corrente padronizada equivalente a 50% da resposta maxima por min. (ICP50) e
resposta por min. méxima padronizada (RPMPmax) de ratos com desidratacdo celular operando AEHL na

condicdo basal ou em resposta a gavagem de 4gua (Hidratado) ou de NaCl 2 M (Desidratado)

Grupo AEHL

ICP50 RPMPmax.
Basal 56+0/4 105+ 11
Hidratado 53+0/4 100 + 14
Basal 55+0,3 93 +12
Desidratado 58+0,5 94 + 13

Valores representados pela média + erro padrdo da média. N = 10.
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5 DISCUSSAO

5.1 Inibicédo serotonérgica do NPBL nas fases apetitiva e consumatoria da ingestdo de

sodio paradoxal

Os estudos de imuno-histoquimica apresentados nesta tese foram realizados
para investigar o efeito do bloqueio serotonérgico do NPBL, na fase apetitiva da desidratacéo,
sobre a atividade celular de nucleos envolvidos no controle da ingestdo hidromineral. Os
presentes resultados mostram que a metisergida injetada no NPBL promoveu, no tronco
encefalico, um aumento da ir-Fos na AP e no NTS intermediario adjacente, além de uma
tendéncia (ndo significante) de aumento na por¢do caudal do NTS, sem alterar a ativacao do
NMDV. A AP é circunventricular, livre de barreira hematoencefélica e sua atividade esta
relacionada & osmorrecepcao, assim como a do NTS adjacente a ela®. Da mesma forma que o
NPBL e 0 PVN, a AP também é considerada, uma area inibidora do apetite ao sodio; ela esta

conectada a ambos os nicleos®®!13122123 70,161-163

e sua ablacdo potencializa a ingestdo salina
O aumento da atividade celular da AP e do NTS adjacente ap6s a reidratacdo da PH-RP, fase
a qual o apetite ao sodio esta desinibido, foi observado em trés linhagens de animais em
estudos prévios do nosso laboratério**°, e por Dalmasso et al. (resultados ndo publicados).
Coincidentemente, a ativacdo de células da AP observada nos presentes resultados ocorre na
fase apetitiva da ingestdo paradoxal de s6dio o que sugere uma possivel participacdo do
NTS/AP na facilitacdo da ingestdo de sodio. E possivel também que a metisergida no NPBL
aumente a reposta da AP ao estimulo osmético, favorecendo o componente facilitador da
hiperosmolaridade plasmatica que, associado a desativacdo do mecanismo inibidor do préprio
NPBL, induza ingestdo de sodio. O NTS, por sua vez, possui uma populacdo neuronal
sensivel & aldosterona e facilitadora da ingestdo de sédio '**, que poderia estar envolvida
também na ingestdo de sodio paradoxal. De uma maneira geral, os presentes resultados
associados a literatura sugerem que o eixo formado entre NTS/AP e o NPBL ndo seja

exclusivamente inibidor da ingestdo de s6dio******

, embora a ablacdo desta regido facilite a
ingestdo de sodio, como descrito acima. Estudos adicionais sdo necessarios para a melhor
compreensdo sobre os subtipos neuronais ativados no NTS/AP, bem como a importancia
desta ativacdo durante a fase de expressédo do apetite ao sodio.

O NTS e a AP sdo areas também envolvidas no processamento da informacédo

aferente proveniente do trato gastrointestinal e da modulagéo da resposta motora do NMDV
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que, por sua vez, modula a taxa de esvaziamento géstrico™'. A reducdo da taxa do
esvaziamento gastrico faz parte de um mecanismo inibidor da ingestdo hidromineral em ratos
desidratados, atuante desde a fase anterior a absorcéo (pré-sisttmica) da ingestdo de NaCl e
4gua’**®1%1% - Considerando a participacdo do eixo formado por NTS/AP e NPBL na
modulacdo do apetite ao sddio, este eixo poderia modular também a atividade triangulo entre
NTS-AP-NMDV e, consequentemente, a atividade motora gastrointestinal que determina taxa
de esvaziamento gastrico. Todavia, os resultados obtidos ndo confirmam a hipotese da
modulacdo do NPBL sobre o controle motor gastrico, tomando como parametro a auséncia de
efeito da metisergida sobre a ir-Fos do NMDV. Além dos estudos imuno-histoquimicos
durante a fase apetitiva, também foi avaliada a importancia do NPBL para o mecanismo de
controle do esvaziamento gastrico na fase consumatoria da ingestdo de sédio. Um pequeno
volume de sddio ingerido em animais com desidratacdo intracelular poderia ativar
mecanismos rapidos de saciedade dependentes da liberacdo de serotonina no NPBL, que
operariam reduzindo a taxa de esvaziamento gastrico, e consequentemente reduzindo a
ingestdo de NaCl hiperténico.

No teste inicial de ingestdo hidromineral, a injecdo de metisergida no NPBL de
ratos com desidratagéo intracelular, desta vez produzida por infusdo iv de NaCl 2 M, induziu
um aumento de 5 vezes na ingestdo de NaCl 0,3 M logo nos primeiros 15 min., periodo
coincidente ao surgimento da saciedade rapida®®'°"'%®. Esta é a primeira demonstracio de
ingestdo paradoxal de NaCl 0,3 M induzido pelo aumento da osmolaridade plasmatica por via
endovenosa associada a desativacdo do NPBL, ja que o modelo de desidratacdo celular
usualmente utilizado em nosso laboratorio € a gavagem hipertonica.

Nos mesmos animais que participaram do teste de ingestdo hidromineral,
novamente desidratados, a injecdo de metisergida no NPBL, precedente a uma distensdo
gastrica hipertbnica via gavagem, ndo alterou nenhum dos parametros gastrintestinais
avaliados: contetdo liquido estomacal, intestinal e distancia percorrida pelo liquido infundido
em relacdo ao tratamento controle. Este resultado sugere que a taxa de esvaziamento gastrico
ndo foi modificada pela metisergida na fase pré-sisttmica da ingestdo de sédio paradoxal, ao
contréario da expectativa de aumento considerando a hipétese de trabalho. Os dados obtidos
estdo de acordo com os resultados imuno-histoquimicos pré-ingestivos, e sugerem que a
ingestdo paradoxal de sddio ocorre independentemente de uma modificagdo dos mecanismos

gue modulam a o esvaziamento gastrico. Apesar de néo ter sido realizada imuno-histoquimica
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apos a ingestdo de sodio, os resultados funcionais de esvaziamento gastrico ndo sugerem que
a atividade do NMDV seria modificada pela metisergida no NPBL.

O método de avaliacdo do esvaziamento gastrico, validado em estudo prévio
envolvendo avaliacdo do contetido géstrico hipertonico na sepse em nosso laboratério®®,
permitiu verificar em um grupo adicional de ratos hiperosmdticos maior contetddo liquido
estomacal hipertdnico em relagdo ao isotdnico e menor segmento intestinal marcado com
liquido hiperténico. Esta demonstracdo da reducdo da taxa esvaziamento gastrico do contetdo
hipertdbnico em relacdo ao isotdnico se assemelha a reducdo observada em animais
hipovolémicos com acesso livre & ingestdo de NaCl hipertdnico ou isotonico™®”.

Paralelamente aos mecanismos inibidores do tronco encefalico, o sistema
ocitocinérgico hipotalamico também tem sido descrito como inibidor do apetite ao sédio. Por
isso, foi investigada a influéncia do blogueio serotonérgico no NPBL sobre a atividade
ocitocinérgica hipotalamica, medida pela expressdo de ir-Fos em células ocitocinérgicas no
PVN e no SON, e pela dosagem da concentracdo plasmaética de ocitocina. A ocitocina
plasmatica é um importante agente natriurético de acéo renal e esta envolvida no aumento dos
niveis de ANP, ndo inibindo propriamente o apetite ao soédio, mas considerada um marcador
da atividade ocitocinérgica antinatriorexigénica central, presente tanto na hipovolemia como
na hiperosmolaridade plasméatica®*®>*. Estudos recentes demonstraram que a injecdo de
moxonidina no NPBL de ratos com desidratacdo celular, além de ser um potente facilitador da
ingestdo de sddio, reduz os niveis plasmaticos de ocitocina e vasopressina, assim como a
diurese e a natriurese®®. Resultados similares foram obtidos com a injecdo de metisergida no
NPBL de ratos submetidos ao protocolo de expansdo isotonica de volume, reforcando a
participacdo do NPBL no mecanismo de defesa contra a hipervolemia®. Desta forma,
hipdtese testada previa que a metisergida no NPBL também iria reduzir a ativacdo de
neurdnios ocitocinérgicos no PVN e no SON de ratos com desidratacdo celular e,
consequentemente, a concentracdo plasmatica de ocitocina, bem como a ativacdo de
neurdnios ocitocinérgicos hipotalamicos.

Todavia, os resultados obtidos ndo confirmaram a hipdtese inicial a respeito da
modulacdo do NPBL sobre o mecanismo ocitocinérgico hipotalamico. Os experimentos
realizados ndo demonstraram diferenca nas concentracbes plasmaticas de ocitocina e
vasopressina entre 0s grupos de animais hiperosmoticos tratados com metisergida ou veiculo
no NPBL. Em concordancia com paralelismo entre a ocitocina plasmatica e central, foi notada

auséncia de efeito da metisergida no NPBL sobre a ativa¢do de neurnios ocitocinérgicos nas
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trés sub-regides do PVN estudadas (PVNm, PVNp e PVNv) e do SON, realizadas em um
grupo de animais diferente daqueles utilizados para analise hormonal. E possivel que o
bloqueio serotonérgico realizado nestes experimentos seja menos efetivo que o agonismo
adrenérgico/imidazolico no NPBL para a desativacdo do mecanismo antinatriorexigénico,
considerando que durante a hiperosmolaridade plasmética animais tratados com moxonidina
ingerem em torno de 19 ml de NaCl 0,3 M/2 h>, enquanto no presente estudo os animais
selecionados em triagem ingeriram aproximadamente a 60% deste volume. Talvez a auséncia
de efeito do bloqueio serotonérgico sobre os horménios hipotalamicos justifique esta evidente
diferenga na intensidade da ingestdo de sodio hipertdnico produzida por ambos 0s
tratamentos. Também ndo houve diferenca entre os tratamentos na ir-Fos de células néo
ocitocinérgicas no PVNp, assim como no PVNm e no SON, sendo as projec@es destas duas
Gltimas regides enceféalicas direcionadas em sua maioria para a neuro-hipé6fise'®, coerente
com tal auséncia de efeito da metisergida sobre os niveis plasmaticos de vasopressina, apesar
da identificacdo fenotipica destes neurdnios néo ter sido realizada. Em suma, 0s presentes
resultados e trabalhos prévios conjuntamente sugerem que a supressdo do mecanismo

ocitocinérgico hipotalamico, considerado antinatriorexigénico®*®

, pode ocorrer ou nao de
acordo com o tipo de desativacdo promovida no NPBL, mas a natriorexigénese ndo depende
necessariamente da redugéo do tonus ocitocinérgico central.

O efeito da metisergida no NPBL potencializando a ir-Fos no PVNv pode ter
relacdo com o aumento da ativacdo no NTS/AP. Neur6nios do PVNv e de porcdes mais
caudais do PVN projetam-se para uma série de areas posteriores do encéfalo, incluindo o
NTS, a AP, o complexo parabraquial, além regifes pré-ganglionares autonémicas como o
NMDV*®. A maior ativacdo do PVNv pela metisergida em ratos hiperosméticos também
ocorre na fase de reidratacdo parcial do protocolo PH-RP, a exemplo do NTS/AP discutido
acima (Dalmasso et al., resultados ndo publicados). Talvez a desativacdo do mecanismo
antinatriorexigénico do NPBL possa aumentar a atividade celular do PVNv e do NTS/AP
através de suas conexdes com o proprio NPBL ou ainda via amigdala/BNST, ja& que a
amigdala parece exercer um controle centrifugo sobre areas que a supre de informacGes
gustatérias ou humorais'®"*®®. Como exemplo desta forma de controle, a lesio do CEA
aumenta a ir-Fos no nacleo parabraquial medial, também envolvido no processamento do
sistema gustatério™®. E possivel que o mecanismo antinatriorexigénico do NPBL opere

inibindo a atividade da amigdala, a qual, por sua vez, deixaria de modular a atividade de areas
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tronculares responséaveis pelo processamento de sinais osmorreceptivos, Vvolemia,
mineralocorticoides e palatabilidade ao sal, favorecendo a ingestédo de NaCl.

Tanto a integridade SFO como a do OVLT € necessaria para a ingestdo de agua
e liberagdo de vasopressina em animais hiperosméticos™®*"*. O OVLT é uma area da lamina
terminal que possui atividade osmorreceptora intrinseca e cuja atividade neural depende
diretamente da intensidade do estimulo osmético™®. No presente estudo, a atividade do OVLT
ndo foi modificada pelo blogueio serotonérgico no NPBL, sugerindo que nem as conexdes do
NPBL via MnPO, nem o suposto controle centrifugo da amigdala parecem modular a
atividade do OVLT. De um modo geral, a ativacdo do SFO observada € aparentemente muito
inferior aquela promovida pelo protocolo PH-RP ou infusdo iv de NaCl hipertdnico

encontrada na literatura*%"

, portanto, ndo é possivel afirmar que o aumento da ir-Fos no
SFO entre grupos tratados com metisergida ou veiculo possua algum significado fisiologico
para o controle da ingestdo de sodio ou tecer qualquer comentério adicional sobre o resultado.

A ir-Fos no NAC néo foi alterada pela metisergida no NPBL, assim como nao
foi alterada também a neurotransmissdo dopaminérgica, marcadora de recompensa para

estimulos gustatorios**"

, hem a serotonérgica, também envolvida na modulacdo da
recompensa’®®. Sendo o accumbens uma &rea envolvida na modulacdo do sistema de
dopaminérgico de recompensa, 0s resultados sugerem que 0 mecanismo serotonérgico do
NPBL ndo modula a atividade do NAC, ao menos na fase apetitiva da ingestdo de sodio
paradoxal. Entretanto, 0 NPBL poderia participar da modulacdo do sistema de recompensa na
fase consumatoria da ingestao de sodio, possibilidade ndo testada nos presentes experimentos.
Testes de reatividade gustatéria em animais hipovolémicos mostraram que a injecdo de
moxonidina no NPBL aumenta as respostas positivas (heddnicas) e reduz as negativas
(aversivas) somente apos a ingestdo de sodio, sugerindo um papel modulador do NPBL sobre
a recompensa ao sabor salgado *’*. Talvez 0 mesmo ocorra na desidratacao celular.

Na amigdala houve um aumento da concentragédo tecidual de dopamina, porém
sem modificacdo na concentracdo tecidual de seus metabdlitos, assim como ndo houve
modificacdo da neurotransmissdo serotonérgica. Estes resultados sugerem uma modulacéo
dopaminérgica na amigdala na fase pré-ingestiva da ingestdo paradoxal de sédio, ainda que 0s
niveis de DOPAC e HVA, semelhantes entre os tratamentos, encontrados ndo confirmem a
liberacdo efetiva deste neurotransmissor. Neurdnios dopaminérgicos provenientes da VTA

133

projetam-se para areas do sistema limbico, como 0 NAC e a amigdala™. Ainda, neurbnios do

complexo parabraquial sensiveis & serotonina projetam-se para a VTA™ talvez com o papel
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de inibir o ténus dopaminérgico na amigdala, logo a metisergida no NPBL reverteria esta
inibicdo. Dado que a integridade da amigdala é necessaria para a atuagdo do mecanismo

inibidor do parabraquial sobre o apetite ao sodio™*"

, € possivel que o NPBL também
module a atividade da amigdala de forma indireta, via neurdnios dopaminérgicos da VTA. Os
resultados sugerem que a neurotransmissdo dopaminérgica na amigdala possa ter alguma

importancia para a ingestdo paradoxal de sédio.

5.2 Seletividade do NPBL a ingestédo de NacCl

Estudos de ingestdo hidromineral tém sido realizados em testes de bebedouro
unico, e testes de preferéncia, envolvendo dois ou mais bebedouros, geralmente com
diferentes liquidos disponiveis. Muito Uteis na investigacdo da preferéncia mineral durante a
desidratacdo, os testes com multiplos bebedouros podem apresentar uma maior ingestéo total
em relagdo ao bebedouro Gnico®%. Ainda, a ingestdo de um liquido pode influenciar a do
outro, por exemplo, a ingestdo de s6dio pode aumentar a ingestdo de agua devido a ativacdo
osmotica. Por outro lado, uma clara desvantagens do oferecimento de apenas um bebedouro é
a ingestdo de solugdo com baixa palatabilidade ou alta aversividade, a qual pode ocorrer em
animais desidratados, quando esta é Gnica fonte de 4gua disponivel®*1"®.

A preferéncia ao sédio é dependente da natureza do sal e da concentracdo
oferecida, e pode variar de acordo com a linhagem do rato. Para o NaCl, as concentrac6es
préximas a isotonicidade normalmente sdo preferidas por ratos Sprague-Dawley, Long-Evans,
Wistar, sendo que tal preferéncia é decrescente tanto para as solucdes hipertdnicas, como
também para solu¢des hipotonicas. Desta forma, a curva de preferéncia ao NaCl em funcéo da
concentracdo assume o formato relativamente similar a letra “U” em posi¢do invertida,

conforme descrito em estudos prévios da literatura®®*’.

Situacdes de hipovolemia
provocam um deslocamento vertical da curva de preferéncia ao NaCl, ou seja, o pico de
ingestdo continua coincidindo com a isotonicidade, todavia o volume ingerido é maior®®. O
pico de ingestdo de solugdo contendo NaCl apresentado por ratos Holtzman em nosso
laboratdrio, com apetite ao sédio induzido pelo protocolo furo/cap, situa-se entre 0,08 e 0,15
M (David et al., resultados ndo publicados). Aparentemente, ratos espontaneamente
hipertensos apresentam uma curva de preferéncia deslocada a direita, com a concentragdo
preferida pertencendo ao lado hipertonico da curva®’’. Todavia, ndo ha nenhum relato na

literatura de curva de preferéncia ao NaCl em animais com apenas com desidratacdo
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intracelular, ou seja, ndo se conhece a concentracdo preferida de NaCl neste tipo de
desidratagéo.

A ativacdo celular no DRN (ir-Fos) apos a ingestdo de NaCl hiperténico ou
isotonico induzida por hipovolemia, enquanto o NPBL aparentemente é responsivo apenas a
ingestdo de salina hipert6nica, sugere funcbes diferentes para ambos os ndcleos envolvidos no
eixo serotonérgico antinatriorexigénico: enquanto o DRN pode ser estar envolvido
inespecificamente a saciedade da ingestdo de sal, o NPBL inibiria especificamente sobre a
ingestdo de NaCl hipertonico’. Corrobora esta hipétese o estudo prévio realizado no nosso
laboratério, foi demonstrada uma potencializagdo da ingestdo de NaCl hipertonico pela
hipovolemia ap6s metisergida no NPBL, porém este mesmo tratamento ndo promoveu
qualquer alteracdo na ingestdo de NaCl isotdnico quando os mesmos ratos foram testados
novamente’®. Baseado nestes estudos, foi testado se o bloqueio serotonérgico no NPBL
também potencializaria seletivamente a ingestdo de NaCl hipertbnico em ratos com
desidratagéo celular.

Nos testes de ingestdo mineral com dois bebedouros realizados para a triagem
dos animais submetidos a desidratacdo celular, a metisergida promoveu um aumento de 4-5
vezes na ingestdo de NaCl hipertdnico, sem alterar a ingestdo de dgua. Assim, considerando a
ingestdo de ambos os liquidos ao final do experimento, uma mistura praticamente isotonica
foi obtida quando os animais foram tratados com metisergida (aproximadamente metade da
ingestdo total corresponde ao NaCl 0,3 M), contrastando com a ingestdo hipotbnica nos
animais hiperosmoticos ap0s o tratamento controle.

Nos testes de preferéncia entre dgua e NaCl isotdnico, a hipotese de que o
mecanismo inibidor do NPBL seria seletivo para a ingestdo de NaCl hipertdnico ndo foi
confirmada, pois a ingestdo de NaCl 0,15 M também foi potencializada pela metisergida em
teste de dois bebedouros. Os resultados obtidos em testes de bebedouro Unico foram similares
aos resultados obtidos nos testes com dois bebedouros, ou seja, a ingestio de NaCl
hipertonico ou isoténico foi potencializada pela metisergida, mas ndo a de agua. A Unica
excecdo foi a ingestdo de NaCl hipertdnico do grupo controle, porém esperada se
considerarmos que o animal estava desidratado e ndo possuia outra fonte hidrica além da
solugdo de NaCl, estando entdo o consumo de NaCl hipertonico de acordo com a ingestéo
ndo seletiva na auséncia de agua relatada na literatura®*"®. Desta forma, tal ingestdo de NaCl

hipertdnico o que ndo deve ser interpretado como expressdo da ingestdo paradoxal de sodio.
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Notadamente a serotonina no NPBL é capaz de inibir a ingestdo de NaCl
hipertnico e de isotdnico durante a desidratacdo intracelular, reduzindo o valor hedonico do
NaCl isotbénico, o qual talvez sofra pouca ou nenhuma inibicdo em animais hidratados ou
hipovolémicos. Este resultado ainda é consistente com o papel protetor do NPBL contra a
hiperosmolaridade plasmatica, pois durante a desidratacdo celular a ingestdo de agua seria a
mais adequada para restaurar a homeostase, mas o0s animais ainda assim ingerem sodio. Esta
ingestdo “indevida” de sodio talvez seja decorrente da alta palatabilidade do NaCl isoténico,
ou de alguma forma de apetite mineral relativamente inespecifico®. Vale ressaltar que mesmo
solugdes hipertdnicas consideradas ‘“aversivas” sdo consumidas de forma voluntaria
diariamente por ratos, ainda que em volume muito reduzido (vide exemplo da Figura 17A).
N&o é possivel afirmar com certeza qual tipo de alteracdo na curva de preferéncia ao NaCl
ocorreu apos o tratamento com metisergida no NPBL de ratos hiperosméticos, mas os
resultados obtidos em teste com um bebedouro sugerem que a solugdo de NaCl hipertonico
apresenta 0 mesmo grau de palatabilidade da solugéo isotonica.

Considerando que o esvaziamento gastrico para o NaCl hipertdnico é mais
lento em relagdo ao NaCl isotbnico em animais hiperosmoticos, conforme demonstrado no
presente resultado, a ingestdo de NaCl isotdnico em volume aproximadamente semelhante ao
de solucdo hipertonica apds tratamento com metisergida, nos testes de bebedouro Unico,
constitui uma evidéncia adicional de que o mecanismo de esvaziamento gastrico ndo € o fator
limitante para a expressdo da ingestdo paradoxal de NaCl. Caso fosse, animais deveriam
ingerir maior volume de NaCl isotdnico, ja que os presentes resultados sugerem que a
serotonina no NPBL ndo participa do controle gastrico em ratos hiperosmoticos.

Em suma, os presentes resultados também demonstram que, ao contrario do
animal hipovolémico, o NPBL ndo inibe seletivamente a ingestdo de NaCl hipertbnico no
animal com desidratacdo celular. Sendo o NPBL um integrador de aferéncias viscerais
gustatorias e osmorreceptivas, a serotonina liberada nesta area poderia fazer parte de um
mecanismo redutor do valor heddnico do sabor salgado, com acdo preferencial ao lado
hipertonico da curva de preferéncia ao NaCl durante desidratagdo extracelular’ e uma aco
mais ampla durante a desidratacdo intracelular. Se isto for verdade, o bloqueio serotonérgico
poderia potencializar também a ingestdo de NaCl hipoténico, porém experimentos adicionais
seriam necessarios para testar esta hipotese. Os presentes resultados indicam que o NPBL néo

inibe seletivamente a ingestdo de NaCl hiperténico, mas também néo descartam a proposicéo
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do NPBL como um protetor contra 0 consumo excessivo e inapropriado de sddio, defendendo

0 organismo contra hiperosmolaridade e hipervolemia.

5.3 Injecdes repetidas de muscimol no NPBL e sensibilizacdo da ingestdo de NacCl

hipertdnico

Os experimentos realizados nesta tese confirmaram as previsdes que, em ratos
hidratados, injecfes sucessivas de muscimol no NPBL sensibilizariam a resposta
natriorexigénica deste tratamento. A sensibilizacdo da ingestdo de sédio foi demonstrada pela
primeira vez por Falk, na década de 60, em animais hipovolémicos'”®. Desde entdo, diversos
laboratérios tem reproduzido experimentalmente este fendmeno utilizando modelos de
natriorexigénese dependente de angiotensina 11%“°*!. O presente resultado é a primeira
demonstracdo de sensibilizacdo de ingestdo de sédio pela desativacdo repetida de um
mecanismo antinatriorexigénico, em animais hidratados, nos quais supostamente ndo foram
ativados mecanismos facilitadores da ingestdo de sodio. Os detalhes do mecanismo envolvido
neste fenbmeno ainda precisam ser investigados.

Todavia, ainda é possivel que a angiotensina Il também participe da
sensibilizacdo por desativacdo do NPBL. Recentes estudos realizados em nosso laboratério
demonstraram que o efeito natriorexigénico do muscimol em ratos hidratados depende da
ativacdo de receptores AT, centrais™, assim como da integridade no CEA'®. E possivel que
0 muscimol remova uma inibicdo tdnica do NPBL sobre a amigdala, amplificando o sinal
facilitador proveniente de areas circunventriculares sensiveis & angiotensina Il. O histérico de
inibicbes do NPBL poderia ativar mecanismos de plasticidade do eixo NPBL-amigdala,
liberando o apetite ao s6dio com maior intensidade em comparacédo a primeira desativacéo.

Animais sensibilizados possuem alteracdes morfologicas e funcionais em areas
encefélicas do sistema de recompensa, tornando-os individuos mais aptos a reidratacdo em
caso de desidratacdo futura, uma consideravel vantagem evolutiva em ambiente terrestre onde
a abundancia de 4gua e sodio ndo é regra’®®. Ainda, a sensibilizacdo induzida por
desidratagcdes parece compartilhar sistema com a sensibilizagdo a drogas de abuso, pois o0
efeito destas é potencializado em animais sensibilizados, assim como reciprocamente o
histérico de administracdo de tais substancias potencializa o apetite ao s6dio**'"°%°. A
desativacdo do NPBL pelo baclofeno, além de induzir ingestdo de &gua e sodio, aumenta a

ingestdo de solucdo palativel de sacarose’®. N&o se conhece alguma interacdo entre a
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desativacao repetida do NPBL e a atividade de &reas encefalicas relacionadas a recompensa,
ou ainda sobre o efeito de drogas de abuso.

5.4 Testes da sede e do apetite ao sodio intercalados com AEHL

Os experimentos demonstraram que o protocolo PH-RP, constituido por 18 h
de privacdo hidrica, promove sede e apetite ao sodio em ratos Sprague-Dawley, dissociaveis
pelo acesso inicial a &gua e posterior ao NaCl isoténico, a semelhanca de resultados prévios
do nosso laboratério utilizando ratos Holtzman e um perfodo maior de privacao™®’.

Nos experimentos envolvendo AEHL intercalada & ingestio a PH e a
desidratacdo celular ndo causaram anedonia. Durante a fase em que mecanismos inibidores da
ingestdo de sodio estdo ativados, como ap0s a privacdo hidrica ou gavagem de NaCl 2 M, a
AEHL ndo foi alterada. Apds desinibicdo do apetite ao sédio da PH pela ingestdo de NaCl,
também ndo houve alteracdo da AEHL. A saciedade plena também ndo alterou a AEHL,
assim como a ingestdo de agua e sodio ndo foi afetada pelos testes de AEHL. Os resultados
indicam também que o protocolo PHRP utilizado ndo produziu qualquer comprometimento
do desempenho do animal em operar a alavanca, pois a RPM méxima também néo foi
reduzida em nenhuma das etapas do protocolo. Em estudo paralelo, a ativacdo do NAC pela
sequéncia do protocolo de PH (36 h) e reidratagdo parcial, medida por ir-Fos, foi parcialmente
revertida apds reidratacdo plena, sugerindo que o sistema de recompensa ligado a ingestao
hidromineral € ativado na PH-RP, e a desativacio do NAC pode ser um marcador de
saciedade (Dalmasso e cols. resultados ndo publicados). Todavia, os resultados obtidos nédo
confirmam a modificagdo do mecanismo de recompensa ao estimulo no HL em nenhuma das
fases do ciclo PH-RP. Como foi demonstrado na literatura que a hipovolemia reduz o valor
hedoénico do estimulo elétrico 48 h apds o inicio da desidratacdo, os resultados sugerem que a
desidratacdo aguda, seja intracelular especifica ou dupla, ndo alteram a recompensa associada
a AEHL, ou seja, ndo modificam o estado heddnico do animal.

Apesar de a AEHL ser considerada um marcador da atividade do sistema de
recompensa™*?***, os dados obtidos sugerem gque mecanismos de recompensa essencialmente
independentes foram ativados na fase aguda da desidratacdo e pela AEHL. Estes resultados
contrastam com a reducdo da AEHL (anedonia) em animais com hipovolemia crénica ndo
resolvida, os quais demonstram alguma sobreposi¢cdo de mecanismos de recompensa para a

AEHL e para a desidratacéo™****°,
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6 CONCLUSAO

Os estudos realizados nesta tese avaliaram o papel da supressao de mecanismos
inibidores ao apetite ao soédio sobre diferentes aspectos centrais, sisttémicos e
comportamentais relativos a natriorexigénese.

O esquema apresentado na Figura 23 sintetiza 0s pontos da via de controle

ingestivo investigados (letras “a” até “¢”’), comentados abaixo.

a. Na fase apetitiva da ingestdo paradoxal de sodio, os estudos imuno-
histoquimicos e de deteccdo tecidual de neurotransmissores demonstram
qgue NTS e a AP apresentam maior ativacao, além de sugerirem a existéncia
de uma modulacdo dopaminérgica na amigdala, mas ndo no NAC. Os testes
de determinacdo da concentragdo plasmatica de horménios hipotalamicos,
assim como os testes da atividade de neurdnios ocitocinérgicos no PVN e no
SON, demonstram que 0 mecanismo serotonérgico antinatriorexigénico do
NPBL ndo modula o sistema ocitocinérgico hipotalamico (também
antinatriorexigénico), sugerindo que a expressao da ingestdo de sodio ndo
depende de tal sistema.

b. Os testes funcionais de avaliacdo de conteido gastrintestinal ndo confirmam
a hipétese inicial da interacdo entre 0 mecanismo serotonérgico
antinatriorexigénico do NPBL e o controle da taxa de esvaziamento
gastrico. A atividade inalterada do NMDV e os experimentos de ingestdo
paradoxal também sugerem que a modulacdo do esvaziamento gastrico ndo
determina o surgimento nem a manutencao da ingestao paradoxal.

c. O mecanismo serotonérgico do NPBL, em ratos com desidratacdo celular,
inibe tanto a ingestdo de NaCl hiperténico como a ingestdo de solugédo
isotonica.

d. Os estudos comportamentais demonstraram que episodios de ativacao
gabaérgica no NPBL produz sensibilizagdo da ingestdo de NaCl hipertonico.

e. A AEHL ndo é modificada na desidratacdo celular, nem apos a remocao de
mecanismos inibidores da ingestdo de sodio pela saciedade da sede no
modelo PH-RP.
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Em suma, os resultados sugerem que a ingestdo paradoxal de sédio durante a
desidratacdo  celular, produzida pela desativacdo do mecanismo serotonérgico
antinatriorexigénico do NPBL, ocorre independentemente do sistema ocitocinérgico
hipotalamico e da inibicao periférica relacionada a saciedade rapida. A desativacdo aguda de
mecanismos inibidores ndo modifica a recompensa & AEHL, mas desativacdes repetidas do
NPBL sensibilizam a ingestédo de NaCl, sugerindo a interacdo do NPBL com a recompensa ao
sabor salgado. A determinacdo do papel fisiologico da ativacdo neuronal em areas tronculares
consideradas inibidoras e o papel da dopamina na amigdala durante a fase apetitiva da

ingestdo de sddio demandam estudos adicionais.

Estbmago |«—{ NMDV

A NAC
ab a,cd(?),e
NTS/AP NPBL Amigdala - limbico
Receptores orais a PVN - ocitocina

Natriorexigénese @%

Figura 23. Fluxograma hipotético das vias neurais envolvidas com o controle do apetite ao sédio, com énfase ao
objeto de estudo proposto. As letras (a-e) referem-se aos comentéarios no texto. A via serotonérgica no NPBL
poderia ser ativada por sinais originados em osmorreceptores. Estdo omitidas conex8es reciprocas entre 0s
diferentes nucleos (por ex., entre NPBL e CEA) e vias facilitadoras que recrutariam o CEA e NAC para induzir

ingestdo de sodio (+). A inibicdo da ingestdo de sodio é representada por (-).
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