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RESUMO

A ingestdo de sddio é induzida por sinais facilitatorios, como angiotensina Il
(ANG I1) e aldosterona. A hiperosmolaridade e a estimulacdo colinérgica central, estimulos
classicamente considerados antinatriorexigénicos, também induzem ingestdo de NaCl quando
0s mecanismos inibitorios do ndcleo parabraquial lateral (NPBL) sdo bloqueados. No presente
estudo, investigamos a possivel interacdo entre osmorreceptores e mecanismos colinérgicos e
angiotensinérgicos centrais no controle da ingestdo de agua e NaCl induzida por diferentes
estimulos dipsogénicos e/ou natriorexigénicos combinados com bloqueio dos mecanismos
inibitérios do NPBL. Em ratos com canulas de aco inoxidavel implantadas no ventriculo
lateral (VL) ou 6rgdo subfornical (OSF) e bilateralmente no NPBL, foram estudados os
efeitos de injecdes de atropina (antagonista colinérgico muscarinico), losartan ou ZD 7155
(antagonistas de receptores AT;) no VL ou diretamente no OSF na ingestdo de dgua e NaCl
0,3 M induzida por injecGes bilaterais de moxonidina (agonista adrenérgico a,/imidazolico)
no NPBL combinadas com: a) hiperosmolaridade plasmatica induzida por sobrecarga
intragéstrica de NaCl 2 M; b) injecBes de carbacol (agonista colinérgico) no VL ou OSF; ¢)
injecBes subcutaneas de furosemida (FURO) e captopril (CAP); d) injecdo de ANG Il no VL.
Adicionalmente, também foi investigado se a aplicacdo aguda de estimulos osmdticos,
angiotensinérgico e colinérgico ativariam neurénios dissociados do OSF mantidos em cultura
e se um mesmo neurdnio seria ativado por diferentes estimulos. Em ratos tratados com NaCl 2
M ig, injecBes de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL aumentaram a ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M. Injecdes no VL ou OSF de atropina (20 nmol/1,0 pl e 2 nmol/0,1 ul,
respectivamente) ou losartan (100 pg/1,0 ul e 1 pg/0,1 pl, respectivamente) aboliram a
ingestdo de agua e NaCl em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam injecdes de
moxonidina no NPBL. Injecbes de moxonidina também aumentaram a ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP, injecdes de ANG Il (50 ng/1,0 ul) e carbacol (4
nmol/1,0 pl) no VL ou carbacol (0,5 nmol/0,1 ul) no OSF. O bloqueio de receptores AT, com
injecOes de losartan no VL ou ZD 7155 (1 pg/0,1 pl) no OSF aboliu a ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M em ratos tratados com injecdo de carbacol no VL ou OSF combinada com
injecGes de moxonidina no NPBL. No entanto, injec&o de atropina no VL, apesar de reduzir a
ingestdo de agua, ndo alterou a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos tratados com FURO + CAP
ou injecdo de ANG Il no VL combinados com inje¢des de moxonidina no NPBL. Injecbes de
losartan no VL reduziram a ingestdo de sacarose 0,06 M, mas ndo alteraram a ingestdo de
racdo induzida por privacgao alimentar por 24 h. Finalmente, os estudos in vitro mostraram que

estimulos osmaticos, angiotensinérgico e colinérgico ativam as células dissociadas do OSF e



que diferentes estimulos podem ativar uma mesma célula do OSF. Portanto, os resultados do
presente estudo sugerem que diferentes estimulos, tais como hiperosmolaridade e ativacdo
colinérgica central, facilitam a ingestdo de NaCl através da ativacdo de mecanismos
angiotensinérgicos centrais.

Palavras-chave: Nucleo parabraquial lateral; 6rgdo subfornical; angiotensina Il; carbacol;
hiperosmolaridade.



ABSTRACT

Sodium intake is induced by facilitatory signals, such as angiotensin 11 (ANG
I1) and aldosterone. Hyperosmolarity and central cholinergic activation, classic
antinatriorexigenic stimuli, also induce NaCl intake when the inhibitory mechanisms of the
lateral parabrachial nucleus (LPBN) are deactivated. In the present study, we investigated the
possible interaction between osmoreceptors and cholinergic and angiotensinergic mechanisms
in the control of water and NaCl intake induced by different dipsogenic and/or natriorexigenic
stimuli combined with the blockade of LPBN inhibitory mechanisms. Rats with stainless steel
cannulas implanted in the lateral ventricle (LV) or subfornical organ (SFO) and bilaterally
into the LPBN were used to study the effects of injections of atropine (muscarinic cholinergic
antagonist), losartan or ZD 7155 (AT, receptor antagonists) into the LV or SFO on water and
0.3 M NaCl intake induced by bilateral injections of moxonidine (o-
adrenoceptor/imidazoline agonist) into the LPBN combined with a) plasma hyperosmolarity
induced by intragastric (ig) 2 M NaCl; b) injections of carbachol (cholinergic agonist) into the
LV or SFO; c¢) subcutaneous injections of furosemide (FURO) and captopril (CAP); d)
injection of ANG Il into the LV. Additionally, we also investigated whether acute application
of osmotic, angiotensinergic and cholinergic stimuli would activate cultured SFO dissociated
cells and if the same cell would be activated by different stimuli. In rats treated with ig 2 M
NaCl, injections of moxonidine (0.5 nmol/0.2 pul) into the LPBN increased water and 0.3 M
NaCl intake. Injections into the LV or SFO of atropine (20 nmol/1.0 ul and 2 nmol/0.1 pl,
respectively) or losartan (100 pg/1.0 pl and 1 pg/0.1 ul, respectively) abolished water and 0.3
M NaCl intake in rats treated with ig 2 M NaCl combined with moxonidine into the LPBN.
Moxonidine injected into the LPBN also increased water and 0.3 M NaCl intake induced by
FURO + CAP, injections of ANG Il (50 ng/1.0 pl) and carbachol (4 nmol/1.0 ul) into the LV
or carbachol (0.5 nmol/0.1 pl) into the SFO. The blockade of AT, receptors with injections of
losartan into the LV or ZD 7155 (1 pg/0.1 pl) into the SFO abolished water and 0.3 M NaCl
intake in rats treated with carbachol into the LV or SFO combined with LPBN injections of
moxonidine. However, atropine injected into the LV, despite reducing water intake, did not
change 0.3 M NaCl intake in rats treated with FURO + CAP or injection of ANG Il into the
LV combined with injections of moxonidine into the LPBN. Injections of losartan into the LV
reduced 0.06 M sucrose intake, but did not change food intake induced by 24 h of food
deprivation. Finally, in vitro studies showed that osmotic, angiotensinergic and cholinergic
stimuli activate SFO dissociated cells and that different stimuli can activate the same SFO

cell. Therefore, the results of the present study suggest that different stimuli, such as



hyperosmolarity and central cholinergic activation, facilitate NaCl intake through activation

of central angiotensinergic mechanisms.

Keywords: Lateral parabrachial nucleus; subfornical organ; angiotensin II; carbachol;

hyperosmolarity.
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1. INTRODUCAO

A manutencdo do volume e da osmolaridade dos liquidos corporais € uma
condicdo necessaria ao funcionamento celular. A dgua compde cerca de 60% do corpo de um
individuo adulto e, muito embora grande parte da dgua esteja contida no interior das células,
cerca de um terco ocupa 0s espacos em torno das células, sendo chamado de liquido
extracelular’. O sdédio é o principal fon constituinte do liquido extracelular e a sua
concentracdo € mantida em uma estreita faixa de variacdo (138 a 146 mmol/l), visto que o
sodio contribui amplamente para a determinacdo da osmolaridade do liquido extracelular™.
Portanto, como a &gua e o0 sodio sdo os principais determinantes do volume e osmolaridade do
liguido extracelular, deve haver um balangco entre ingestdo e excrecdo de agua e sodio.
Quando a concentracdo extracelular de sdédio aumenta, hd um aumento da pressdao osmética
efetiva no liquido extracelular, o que promovera o movimento de agua para fora das células e,
consequentemente, reducdo do volume de liquido contido dentro das células. A reducdo do
volume do liquido celular é caracteristica da desidratacéo celular. A desidratacdo celular pode
ser induzida experimentalmente por infusdo de solucdes hiperténicas por via endovenosa ou
parenteral. No caso da privacdo hidrica, por exemplo, além de perda de agua do
compartimento intracelular, também hé& perda de agua do compartimento extracelular e, nesse
caso, a desidratacdo é dita absoluta. Por outro lado, quando ha perda de agua e solutos apenas
do compartimento extracelular, como nos casos de hemorragia, diarreia e vomito, a
desidratacdo € dita extracelular. Nessas situacfes de alteracfes de volume ou osmolaridade
dos liquidos corporais, diferentes mecanismos sdo ativados para promover ajustes na ingestao
e excrecdo de agua e sbdio, o que normalmente permite restabelecer o equilibrio
hidroeletrolitico do organismo. Receptores localizados em diversas partes do organismo (por
exemplo, receptores localizados no sistema cardiovascular e osmorreceptores) ou horménios
produzidos sinalizam para algumas regides especificas do cérebro que, uma vez ativadas,
desencadeiam respostas renais e/ou comportais de ingestdo de agua e sodio®>. As respostas
comportamentais de busca e ingestdo de agua e sodio dependem de estados motivacionais
denominados sede e apetite ao sddio. O apetite ao sddio é operacionalmente definido como
ingestdo de solucbes hipertdnicas de NaCl em concentragdes consideradas aversivas por
animais normohidratados*”.

A sede é uma sensacdo causada pela necessidade de agua e mesmo um
pequeno aumento de 1 a 2% na osmolaridade plasmatica ja é suficiente para motivar o animal
a procurar, obter e consumir dgua. Além de sede, a hiperosmolaridade também induz secrecao

de vasopressina para prevenir a excrecdo urinaria de agua, inibe a ingestdo adicional de
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soluco hipertdnica de NaCl e aumenta a excrecdo urinéria de sodio®™. A coordenagdo dessas
respostas neuroenddcrinas sugere a existéncia de um mecanismo capaz de detectar as
alteracdes na osmolaridade do liquido extracelular. Em um estudo classico, Verney descreveu
o controle osmotico da liberagdo de vasopressina e introduziu o termo “osmorreceptor” para
designar os elementos sensoriais capazes de detectar alteracbes na osmolaridade do liquido
extracelular e gerar sinais elétricos para desencadear uma resposta adequada®™. Em 1977,
Andersson e colaboradores questionaram a existéncia dos osmorreceptores e propuseram a
existéncia de receptores sensiveis a alteracbes na concentracdo de sodio nas areas
periventriculares™. Esse questionamento foi motivado por resultados que mostraram que a
infusdo de solugdo hipertonica de NaCl no ventriculo lateral (VL) ou no terceiro ventriculo
(111-V) aumenta a ingestdo de agua e reduz o volume urinario, enquanto que a infusdo de
solucdo hipertdnica de sacarose ndo produz esses efeitos®. No entanto, estudos posteriores
mostraram que a infusdo intracerebroventricular (icv) de solugbes pode alterar tanto a
osmolaridade quanto a concentracéo de sédio no liquido cerebroespinhal (LCE)*". Os autores
ainda mostraram que a infusdo icv de NaCl 0,5 M, que aumenta a osmolaridade e a
concentracdo de sodio no LCE, produz efeitos de maior magnitude quando comparado a
infusdo icv de solucdo de sacarose 0,7 M contendo sédio em concentragdo isotbnica, que
aumenta apenas a osmolaridade'’. Dessa forma, foi postulado que os osmorreceptores e 0s
receptores de sodio participam do controle da ingestdo de dgua e secrecdo de vasopressina.

Os osmorreceptores sao definidos funcionalmente como células com habilidade
intrinseca de detectar alteracbes na osmolaridade do liquido extracelular e, embora os
osmorreceptores centrais tenham um papel importante no controle da osmolaridade dos
liquidos corporais, sabe-se que 0s osmorreceptores periféricos também contribuem para o
balanco hidroeletrolitico. Estudos em humanos e animais mostraram que 0S osmorreceptores
periféricos estdo localizados na parede da cavidade orofaringea®® e do trato gastrintestinal**%,
nos vasos sanguineos que irrigam o intestino® e na veia porta hepética®’. As informac6es dos
osmorreceptores periféricos chegam ao sistema nervoso central através de fibras ascendentes
do nervo vago®?%. Em relacdo aos osmorreceptores centrais, existem evidéncias de que uma
importante populacdo de osmorreceptores esteja localizada em regides encefalicas livres de
barreira hematoencefalica, como os 6rgdos circunventriculares (OCVs)?°. Os OCVs s&o
estruturas altamente vascularizadas e os capilares que irrigam os OCVs possuem fenestras, o
gue permite o intimo contato dos OCVs com as substdncias circulantes no sangue. A
localizacdo dos OCVs ainda permite uma grande proximidade dessas areas com o0s solutos

presentes no LCE que flui pelos ventriculos encefélicos. Trabalhos pioneiros mostraram um
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importante papel da regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V) no controle da
ingestdo de agua, pois nos primeiros cinco dias apds a lesdo da regido AV3V ocorre uma
abrupta abolicdo na ingestdo diaria de 4gua®*®'. Passada a fase inicial, a ingestdo diaria de
agua retorna aos valores normais, mas a ingestdo de agua induzida por hiperosmolaridade é
abolida®. A regido AV3V é constituida pelo 6rgéo vasculoso da lamina terminal (OVLT),
tecido periventricular da regido pré-Optica, porcdo anterior da area hipotalamica anterior e
pela regido ventral do nucleo pré-optico mediano (MnPO). Estudos eletrofisioldgicos e
imunohistoquimicos em ratos confirmaram a existéncia de neurdnios intrinsicamente
sensfveis a alteracdes na osmolaridade no 6rgéo subfornical (OSF)**** e OVLT®*. O OSF e 0
OVLT sdo 6rgdos circunventriculares e, juntamente com o MnPO, sdo parte da lamina
terminal.

Assim como a hiperosmolaridade, a estimulacdo colinérgica central também é
um potente estimulo para a ingestdo de &gua. Um dos primeiros trabalhos a descrever o efeito
dipsogénico da estimulagdo colinérgica mostrou que a aplicacdo de acetilcolina em forma
cristalina ou do agonista colinérgico carbacol no hipotalamo lateral (HL) induz ingestdo de
4gua em ratos normohidratados®®. Trabalhos posteriores mostraram que injecdes de
acetilcolina ou carbacol no 111-V ou no OSF também induz ingestdo de agua®" . A lesdo da
regido AV3V ou do OSF reduz significativamente as respostas induzidas por injecéo icv de
carbacol®*“*°. Qutra regi&o encefélica importante para as respostas pressora e dipsogénica do
carbacol é a area septal medial (ASM), visto que a lesdo ou a injecdo do antagonista de
receptores colinérgicos muscarinicos atropina na ASM reduz o aumento na pressao arterial e a
ingestdo de agua induzidos por injecdo de carbacol no VL**. A ASM possui conexdes
anatébmicas e funcionais com areas cerebrais envolvidas com o controle cardiovascular e do
equilibrio hidroeletrolitico, tais como o HL e 0o OSF***. Também j& foram demonstrados
efeitos pressor e natriurético, bem como aumento da secrecdo de vasopressina e inibicdo da
ingestdo de NaCl ap6s injecdo icv de carbacol*™°. Pela semelhanca das respostas induzidas
por hiperosmolaridade e por ativacdo colinérgica central, acredita-se que a acetilcolina possa
ser um dos neurotransmissores utilizados pelas vias ativadas pela hiperosmolaridade.

O sistema renina angiotensina periférico também ¢é importante para a
manutencdo da concentracdo de sdédio no liquido extracelular. A molécula precursora da
angiotensina € 0 angiotensinogénio, uma globulina produzida pelo figado. O
angiotensinogénio é clivado pela renina, uma enzima proteolitica sintetizada e armazenada
pelas células justaglomerulares dos rins, produzindo a angiotensina | (ANG I). Em segundos,

a ANG 1| é, por sua vez, convertida em angiotensina Il (ANG II) pela agdo da enzima
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conversora de angiotensina (ECA), localizada especialmente nos pulmdes, sendo também
encontrada nos rins e nas células endoteliais do sistema vascular sisttmico’. A secrecio de
renina pelas células justaglomerulares é aumentada em situacGes em que ha diminuicdo da
pressdo de perfusdo arterial renal, reducdo da concentracdo do ion sodio que alcanca as
células da mécula densa ou estimulacdo dos receptores B, adrenérgicos renais>'. Por outro
lado, ANG 11 e vasopressina inibem a secrecio de renina”. Curiosamente, a concentracéo de
ANG Il no encéfalo de ratos encontra-se aumentada mesmo apés a nefrectomia bilateral®,
sugerindo que a ANG |1 possa ser sintetizada no sistema nervoso central®®. Ja foi demonstrado
que astrécitos secretam angiotensinogénio no espaco intersticial e no LCE®*™ e alguns
estudos sugerem que os neurdnios do nicleo paraventricular (NPV)>* e OSF>’ também sdo
capazes de produzir angiotensinogénio. Além disso, estudos in vivo e in vitro demonstraram
que a renina®>® e a ECA®! também sdo produzidas no sistema nervoso central. Ou seja, todos
0s componentes do sistema renina angiotensina, incluindo precursores e enzimas necessarias
para a producdo de ANG II, ja foram identificados no encéfalo, sugerindo que a ANG Il possa
agir como neurotransmissor no sistema nervoso central®.

A ANG Il possui inimeras func@es fisiologicas, como regulacdo da pressao
arterial e secrecdo de vasopressina e de aldosterona, além de estimular a ingestao de agua e/ou
NaCl, tanto por suas acdes periféricas (controle da secrecdo de aldosterona), quanto pela acédo
direta em algumas areas do cérebro®*®. O receptor AT, é o receptor para ANG Il mais
importante para seu efeito dipsogénico e a distribuicdo desse receptor no sistema nervoso
central coincide com as diversas areas encefalicas que sabidamente estdo envolvidas com o
controle cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico, sendo que hd uma grande expressao
de RNAm para o receptor AT, no OSF e na regido AV3V°**®. Acredita-se que 0 OSF é o
principal local de acdo central da ANG Il circulante, visto que a lesdo dessa area abole
completamente a sede induzida por infusdo sistémica de ANG 113, Estudos anatdmicos
mostraram que o OSF emite projecGes para outras estruturas da lamina terminal, como OVLT
e MnPO*®®, A interrupgdo da projecdo do OSF para o MnPO através de cortes horizontais no
encéfalo de ratos abole completamente a ingestdo de &gua induzida por injecGes subcutaneas
de ANG 11%. Dessa forma, o efeito dipsogénico da ANG Il parece depender da ativacdo dos
neurdnios do MnPO por um sinal excitatério proveniente dos neurénios do OSF que sédo
ativados pela acdo da ANG II circulante nos receptores AT;. Em relacdo a ingestdo de NaCl,
ja foi demonstrado que a administragdo periférica ou icv de inibidores da ECA ou inje¢&o icv
de losartan (antagonistas de receptores AT;) diminui a ingestdo de NaCl em animais

depletados de sédio ou privados de agua®® "3, Ainda, a injecdo icv de ANG Il aumenta a
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ingestdo de NaCl induzida por hipovolemia®. O tratamento com injecBes subcutaneas do
diurético furosemida (FURO) e do bloqueador da ECA captopril (CAP) induz ingestdo de
NaCl em curto prazo devido a hipotensdo associada a um aumento da formacdo central de
ANG I1>™ e j4 foi demonstrado o aumento da expressdo da proteina Fos em estruturas como o
OSF, OVLT e MnPO ap6s o tratamento com FURO + CAP”. Assim, verifica-se que a ANG
I1 tem um importante papel no controle da ingestéo de NacCl.

A aldosterona, um mineralocorticoide, também tem papel fundamental na
conservacdo do sodio no organismo. A secrecdo de aldosterona pela zona fasciculada da
adrenal é induzida pela ANG Il e pela reducdo na concentragdo plasmatica de sédio’®"’. A
aldosterona tem acBes renais, regulando a reabsorcdo de sodio e secrecdo de potéassio’®, e
acOes em areas centrais como o nucleo central da amigdala (CeA), induzindo o apetite ao
s6dio”®®. O nucleo do trato solitario (NTS) contém uma subpopulagdo de neurénios que
coexpressam receptores de mineralocorticoides e a enzima 11-B-hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 2 (HSD2)*®*. A enzima HSD2 inativa os glicocorticoides endégenos, o
que torna esses neurdnios sensiveis apenas & aldosterona®. Os neurdnios HSD2 enviam
projecBes para o nicleo parabraquial lateral (NPBL) e CeA®*. A infusdo cronica de
aldosterona no quarto ventriculo aumenta a ingestdo diaria de NaCl, enquanto que a injecao
do antagonista de mineralocorticoide RU 28318 no quarto ventriculo reduz a ingestdo de
NaCl induzida por deplecdo de sddio, sugerindo que os neurénios HSD2 do NTS também
estdo envolvidos na modulagéo do apetite ao s6dio®.

Paralelamente a atuacdo dos mecanismos que facilitam a ingestdo de agua e de
NaCl, como os citados acima, 0 organismo também dispde de mecanismos inibitérios da
ingestdo de &gua e de NaCl que atuam limitando a ingestdo nas situacdes em que o equilibrio
estd presente, ou seja, esses mecanismos sinalizam para que ocorra a saciedade. Os
mecanismos inibitorios podem envolver sinais neurais que se originam em receptores
viscerais periféricos como receptores gustativos ou aqueles localizados no sistema
cardiovascular ou gastrointestinal ou a atuacdo de hormdnios como o peptideo natriurético
atrial (ANP) e a ocitocina (OT).

As informacbes dos barorreceptores arteriais e receptores cardiopulmonares
s30 importantes para o controle da ingestdo de &4gua e NaCI>***®*’. O aumento da pressdo
arterial inibe a ingestdo de agua e NaCl, enquanto que a reducdo da presséao arterial facilita

esta ingestao®

. A ingestdo de agua induzida por infusdo sistémica de ANG Il é aumentada
pelo blogueio da concomitante resposta pressora por injecdo sistémica do vasodilatador

minoxidil®. Em ratos, quando um bal4o é inflado na juncdo da veia cava superior com o atrio
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direito, simulando um aumento do retorno venoso, 0s receptores cardiopulmonares sao
ativados®. Essa ativacdo dos receptores cardiopulmonares reduz a ingestdo de agua induzida
por privacdo hidrica e a ingestdo de NaCl induzida por deplecao de sodio ou pelo tratamento
subcutaneo com desoxicorticosterona (DOCA — composto esteroide com propriedades
semelhantes & aldosterona)®®°. Em cées, a reduc&o do retorno venoso por meio de um bal&o
inflado na veia cava inferior induz ingestdo de &gua com inicio da ingestdo entre 6 a 28
minutos ap6s o baldo ser inflado®™. Esses resultados sugerem que 0s receptores
cardiopulmonares sinalizam para a inibicdo da ingestdo de agua e NaCl quando o volume do
liquido extracelular esta aumentado.

O ANP e a OT sdo secretados na circulacdo sanguinea durante expansao de
volume, particularmente durante expansdo hipertonica, e ambos tém agdo natriurética®. Ou
seja, 0 ANP e a OT atuam no sentido de reduzir a volemia e a concentracdo de sodio, acbes
opostas as da ANG Il e aldosterona. O ANP, um peptideo sintetizado pelos midcitos atriais,
participa da manutencdo do volume por produzir diurese e natriurese®. Além dessas acBes
renais, 0 ANP também age centralmente inibindo a sede e o apetite ao sédio. Estudos
demonstraram que a ingestdo de agua e NaCl induzida por privagdo hidrica, deplecdo de sédio

-v929% & o tratamento central

ou injecdo central de ANG Il é abolida por injecdo de ANP no IlI
com anticorpo para ANP aumenta a ingestdo de NaCl induzida por inje¢do icv de ANG Il ou
hipovolemia'®®. A OT tem efeitos similares aos do ANP. A OT é sintetizada no corpo celular
de neurbnios magnocelulares do NPV e do nucleo supra-6ptico (NSO) e transportada pelos
axonios até a neuro-hipofise, de onde € liberada para a corrente sanguinea em situacGes de
hiperosmolaridade. A injecdo icv de OT reduz a ingestdo de NaCl induzida por deplecéo de
s6dio®™ e alguns estudos sugerem que a ativacdo de receptores ocitocinérgicos centrais seja
responsavel pela inibicdo da ingestdo de NaCl observada em ratos com osmolaridade

plasmatica aumentada™®’.

A hiperosmolaridade e a estimulacdo colinérgica ou
angiotensinérgica central aumentam a concentracdo plasmatica de OT e a expressao da
proteina Fos no NPV e no NSO, sugerindo que o mecanismo inibitorio ocitocinérgico é
ativado durante esses tratamentos®. A ativacdo do mecanismo inibitorio ocitocinérgico pela
ANG 11 seria a razdo pela qual inicialmente apenas a ingestdo de adgua é induzida quando a
ANG Il é injetada centralmente, enquanto que a ingestdo de NaCl é inibida. No entanto, a
ingestdo de &gua promovendo a diluigdo dos liquidos corporais inibiria 0 mecanismo
ocitocinérgico, liberando a ingestdo de NaCI®"**.

Mecanismos centrais adrenérgicos também sdo importantes para o controle da

ingestdo de agua e NaCl exercendo acdes inibitorias ou facilitatorias dependendo do tipo de
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receptor ativado. A injecdo icv da neurotoxina 6-hidroxidopamina, uma neurotoxina que
causa a morte de neurdnios catecolaminérgicos, abole a ingestdo de agua e a resposta pressora
induzida por ANG II, sugerindo que os neurdnios adrenérgicos das estruturas situadas na
lamina terminal devem estar intactos, exercendo acOes facilitatérias para que a ANG Il

produza suas agbes centrais'®'%. A

injecdo de prazosin (antagonista de receptores
adrenérgicos a3) na ASM reduz a resposta dipsogénica induzida por injegdo icv de ANG I,
mostrando que a noradrenalina age em receptores adrenérgicos ay para mediar as acfes da
ANG 11*. Por outro lado, a ingestdo de 4gua e NaCl induzida pelos mais diferentes tipos de
estimulos até hoje testados é altamente influenciada por um mecanismo inibitério relacionado
com receptores adrenérgicos a,. Os receptores adrenérgicos o, estdo localizados na membrana
pré- e pés-sinaptica de neurdnios em diversas areas do sistema nervoso central’®'%, Esses
receptores estdo negativamente acoplados a adenilato ciclase e, quando ativados, os niveis de
AMPc e a atividade dos canais de calcio sdo reduzidos. Isto gera uma cadeia de eventos que,

por fim, resulta na inibicdo da sintese e liberacdo de noradrenalina®®*

. Além de agirem como
autorreceptores, os receptores adrenérgicos o, também podem agir como heterorreceptores e
alguns estudos mostram a presenca desses heterorreceptores em neurdnios serotonérgicos*®.
Dessa forma, a ativacdo do receptor adrenérgico a; pela noradrenalina pode inibir a liberagcéo
de serotonina (5-HT)™ %%,

A noradrenalina atuando em receptores adrenérgicos a;, prosencefalicos inibe a
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ingestdo de dgua e NaCl™~". A moxonidina e a clonidina, agonistas de receptores adrenérgicos

ap/imidazolicos, sdo farmacos anti-hipertensivos que administrados em &reas prosencefalicas

inibem a ingestdo de &gua e NaCl induzida por diferentes estimulos'®®*,

InjecOes de
clonidina perifericamente ou em areas prosencefalicas reduzem a ingestdo de agua induzida
por hiperosmolaridade, privacdo hidrica ou injecdes de ANG Il ou carbacol*****8, Ainda, a
ingestdo de NaCl induzida por diferentes estimulos natriorexigénicos também € inibida pelos
agonistas adrenérgicos o,/imidazélicos administrados em areas prosencefalicas™®® 1412,
Clonidina e moxonidina possuem afinidade tanto para receptores adrenérgicos ap, COMO para
receptores imidazélicos e isso levou a duvida se o efeito inibitorio dessas drogas sobre a
ingestdo de dgua e NaCl seria decorrente da ligacdo aos receptores adrenérgicos o OU a0S
receptores imidazolicos. A noradrenalina, o ligante endogeno dos receptores adrenérgicos oo,
ndo possui afinidade pelos receptores imidazolicos e, portanto, estudos utilizando injecdes de
noradrenalina solucionariam essa divida'®. A injecdo de noradrenalina no I11-V reduz a
ingestdo de NaCl induzida por deplecdo de sodio, sugerindo que a inibicdo da ingestdo de

agua e NaCl seja decorrente da ativacdo dos receptores adrenérgicos a, € ndo de receptores
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imidazolicos™2. No entanto, a maior eficacia dos agonistas e antagonistas adrenérgicos o que
também possuem afinidade pelos receptores imidazélicos sugere um sinergismo entre 0s
receptores adrenérgicos o, e 0s receptores imidazolicos no controle da ingestdo de agua e
NaCI****2!, Ainda, os resultados de estudos com injecao de agonistas adrenérgicos a, no VL,
I11-V, ASM, érea pré-optica lateral e HL sugerem que os receptores adrenérgicos oy que
inibem a ingestdo de 4gua e NaCl est&o localizados no prosencéfalo'?®14114.119-121,123124,126

Recentemente foi descoberto um importante mecanismo inibitorio da ingestdo
de 4gua e NaCl no NPBL**"*** O NPBL é uma subdivisdo do nicleo parabraquial (NPB),
uma estrutura pontina composta por grupamentos celulares localizados ao redor do pedunculo
cerebelar superior. O NTS e a area postrema (AP) recebem informacdes viscerais através de
aferéncias dos receptores cardiovasculares, osmorreceptores periféricos e substancias
circulantes no sangue e enviam essas informagdes por meio de projecdes eferentes ao NPB™>
3% O NPB, por sua vez, possui conexdes reciprocas com o NTS e AP, além de fazer conexdes
com areas prosencefélicas envolvidas no controle do balanco hidroeletrolitico, tais como
NPV, CeA e MnPO™*2  Assim, um papel importante do NPBL seria integrar as
informacdes ascendentes do NTS e AP que, por sua vez, poderiam influenciar a atividade das
areas prosencefalicas envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico.

O NPB também participa da integracdo das informacfes originadas nos
receptores gustatorios. Os neurdnios do NPB sdo ativados ap6s a aplicacdo de NaCl 0,3 M na
lingua ou pela ingestdo de NaCI**'**1% Ainda, a lesdo do NPB previne a aquisicdo da
aversdo condicionada ao sabor quando a solucdo de NaCl é usada como estimulo
condicionado e também inibe a ingestdo de NaCl induzida por deplecdo de sédio'*, sugerindo
que o NPB recebe informacdes relacionadas ao sabor salgado. Essas informacGes chegam ao
NPB através de projecoes da porcao rostral do NTS, area encefalica que recebe informacdes
relativas ao sabor salgado através do nervo facial****. A seccdo do ramo corda do timpano
do nervo facial reduz a preferéncia por solugdes contendo o ion sodio em animais depletados
de sodio, sugerindo que esses animais ndo conseguem discriminar o NaCl de outras
solugdes™’.

O NPB recebe projecdes de diversas areas encefélicas e 0s neurotransmissores
envolvidos em algumas dessas projecdes ja foram descritos. Neurdnios serotonérgicos,
catecolaminérgicos, glutamatérgicos, colecistocinérgicos e opioidérgicos estdo presentes nas
projecdes do NTS e da AP para o NPBL™®*** Neurdnios gabaérgicos e imunorreativos para

hormonio liberador de corticotrofina (CRH) estdo presentes nas projecbes do CeA para o
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NPBL™>'® Neurdnios imunorreativos para encefalina, dinorfina e CRH também ja foram
demonstrados nas projecdes de nicleos hipotalamicos para o NPB*’.

Estudos pioneiros mostraram que as lesdes eletroliticas ou quimicas e a injecao
de lidocaina no NPBL aumentam a ingestdo de agua induzida por injecdo central ou periférica
de ANG II, bem como por outros estimulos relacionados com a formacdo de ANG I,
sugerindo um papel inibitério do NPBL sobre o controle da ingestdo de 4gua®!31%81 Em
um estudo subsequente, Menani e colaboradores mostraram que injecoes bilaterais no NPBL
de metisergida, um antagonista de receptores serotonérgicos, aumentam a ingestdo de agua
induzida por injecdo icv de ANG 11", Por outro lado, injegBes de 5-HT ou DOI (agonista de
receptores 5-HT,a2c) N0 NPBL reduzem a ingestdo de agua induzida por ANG Il injetada no
VL™ Esses resultados corroboram com os resultados anteriores que demonstram o
envolvimento do NPBL com os mecanismos inibitérios da ingestdo de dgua e sugerem que
vias serotonérgicas participam desse efeito. A participacdo do NPBL nos mecanismos que
inibem a ingestdo de NaCl também foi evidenciada por estudos que demonstraram que
injecOes bilaterais de metisergida no NPBL também aumentam a ingestdo de NaCl induzida
pela ANG 11 injetada no VL ou no OSF**21%. As injecdes de metisergida no NPBL também
aumentam a ingestdo de NaCl induzida por FURO + CAP, deplecdo de sodio ou tratamento
subcutaneo com DOCA1818 par gutro lado, a ativacio dos receptores serotonérgicos com
injecdo de DOI no NPBL reduz a ingestio de NaCl induzida por FURO + CAP e
DOCA™?%  Estudos utilizando a técnica de microdialise também mostraram que a
concentracdo de 5-HT e seu metabdlito 5-HIAA (&cido hidroxiindolacético) no NPBL esta
reduzida em ratos tratados com FURO + CAP, enquanto que a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
aumenta significativamente a concentracio de 5-HT e 5-HIAA nessa mesma regido'®.

Além da 5-HT, a colecistocinina (CCK) também tem um papel inibitorio na
ingestio de 4gua e NaCI**, demonstrando-se, inclusive, uma interdependéncia e
cooperatividade entre 5-HT e CCK no NPBL no controle da ingestdo de 4gua e NaCI*®.
Estudos mais recentes mostraram que paralelamente a 5-HT e CCK, varios outros
neurotransmissores e receptores participam do controle da ingestédo de NaCl no NPBL. Dentre
esses neurotransmissores, 0 CRH e o glutamato ativam esse mecanismo inibitério reduzindo
ou limitando a ingestdio de NaCl, enquanto a ativagdo de receptores gabaérgicos,
opioidérgicos, adrenérgicos ap e purinérgicos no NPBL bloqueiam o mecanismo inibitério
levando a uma intensa ingestdo de NaCl por ratos normohidratados ou estimulados a ingerir

NaCI'?"128167170 portanto, pelo que se sabe até hoje parecem existir neurotransmissores que
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ativam e outros que desativam ou bloqueiam o mecanismo inibitério da ingestdo de NaCl
presente no NPBL.

Um aumento paradoxal da ingestdo de NaCl hiperténico foi recentemente
descrito apds o bloqueio dos mecanismos inibitorios do NPBL. Apo0s a injecdo de metisergida
ou moxonidina no NPBL, ratos submetidos a sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M, além de
ingerir 4gua, também ingerem NaCI'"**"2. A sobrecarga intragéstrica e a ingestdo de NaCl
hipertdnico aumentam a expressdo da proteina Fos em neurdnios do NPBL, sugerindo que
provavelmente as informacGes viscerais e gustatérias e a osmolaridade ativam uma via
dependente do NPBL que poderia influenciar a ingestdo de NaCI**"***. Segundo modelo
proposto por De Luca Jr. e colaboradores'’, a hiperosmolaridade ativa mecanismos que
induzem a sede e o apetite ao sddio; porém, ha uma inibicdo paralela do apetite ao sodio pelos
mecanismos inibitérios do NPBL que neutralizariam os efeitos facilitatérios da ingestdo de
NaCl produzidos pela hiperosmolaridade. A semelhanga do que ocorre com
hiperosmolaridade, a inje¢do icv de carbacol, além de induzir ingestdo de agua, também induz
ingestdo de NaCl quando os mecanismos inibitérios do NPBL estdo bloqueados'’®. Dessa
forma, é possivel que o modelo proposto para explicar a ingestdo de NaCl induzida por
hiperosmolaridade também seja valido para explicar os efeitos induzidos pela ativacdo
colinérgica central.

InjecOes de antagonistas da 5-HT, CCK, CRH e glutamato, assim como
agonistas de receptores adrenérgicos a, € purinérgicos no NPBL aumentam a ingestdo de
NaCl em ratos submetidos a protocolos dipsogénicos e/ou natriorexigénicos!?’13!132161.164.168-
71 Porém, em ratos normohidratados esses mesmos tratamentos ndo produzem nenhum efeito
na ingestdo de NaCI*?"13:132170 1550 |evou & hipdtese de que a ingestdo de NaCl s6 ocorreria
guando, simultaneamente, mecanismos facilitatorios fossem ativados e mecanismos
inibitdrios fossem desativados. No entanto, resultados mais recentes mostraram que somente
injecOes bilaterais de agonistas gabaérgicos ou opioidérgicos no NPBL induzem uma intensa

ingestdo de NaCl em ratos normohidratados®?*6"174

. Esses estudos demonstraram que
injecOes bilaterais no NPBL de muscimol (agonista de receptores GABA,), baclofen
(agonista de receptores GABAg) ou B-endorfina (agonista de receptores opioidérgicos)
induzem intensa ingestao de NaCl e &gua em ratos normohidratados e sem nenhum tratamento
prévio'?®16717* Esses resultados sugerem o envolvimento do aminoacido inibitério acido y-
aminobutirico (GABA) e de opioides endégenos no NPBL no controle da ingestdo de NaCl e
também a existéncia de um mecanismo inibitério tbnico que age restringindo a ingestdo de

NaCl e agua.
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O blogueio dos receptores AT; no OSF reduz a ingestdo de agua e NaCl
induzida por injecdo de ANG Il no OSF ou por FURO + CAP combinados com injecOes de
metisergida no NPBL, mostrando que ha uma interacdo entre o NPBL e 0s mecanismos
facilitatorios prosencefalicos'®®2. Além disso, recentemente demonstrou-se que a ingestdo
de NaCl e &gua induzida por inje¢des de muscimol no NPBL é reduzida por injecGes de
atropina ou losartan no VL ou mais especificamente no OSF'>'"® sugerindo que a ingestdo
de NaCl e agua induzida por inje¢cdes de muscimol no NPBL nédo depende apenas do bloqueio
dos mecanismos inibitdrios, mas também de sinais facilitatorios gerados pelos mecanismos
colinérgicos e angiotensinérgicos prosencefalicos. Até o momento, ainda nao se sabe se esses
sinais facilitatérios dos mecanismos colinérgicos e angiotensinérgicos sao tonicos ou fasicos,
OuU seja, se esses mecanismos estdo sempre ativados ou se o bloqueio dos mecanismos
inibitérios do NPBL gera a ativacdo desses mecanismos. Uma possivel explicacdo é que a
ingestdo inicial de NaCl ap6s o tratamento com muscimol no NPBL mesmo que néo seja
muito intensa possa causar um pequeno aumento na osmolaridade plasmatica e,
consequentemente, ativacdo de osmorreceptores que, por sua vez, gerariam sinais
facilitatérios que intensificariam a ingestdo de NaCl em ratos tratados com muscimol no
NPBL, da mesma forma que ocorre em ratos com sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M
tratados com metisergida ou moxonidina no NPBL. Sendo assim, o efeito inicial do muscimol
no NPBL seria multiplicado pela ativagdo dos osmorreceptores, gerando uma intensa ingestao
de NaCl. Por sua vez, o blogueio dos receptores colinérgicos muscarinicos ou
angiotensinérgicos removeria sinais facilitatorios responsaveis pela ingestao inicial de NaCl
ou mesmo talvez os efeitos causados pela ativagdo dos osmorreceptores, reduzindo a ingestdo
de NaCl induzida por muscimol no NPBL.

A interacdo entre 0s mecanismos inibitérios do NPBL e 0s mecanismos
facilitatorios também foi descrita por estudos que mostraram a interacdo do NPBL e do CeA
para o controle da ingestdo de NaCl. A lesdo do CeA reduz a ingestdo de NaCl induzida por
diferentes tratamentos, tais como deplecdo de sodio, injecdo icv de renina ou injecédo
subcutanea de DOCA, sugerindo que mecanismos facilitatérios para a ingestdo de NaCl
possam ser integrados no CeA’8"1® "‘Como demonstrado recentemente, a lesédo do CeA
também abole a ingestdo de NaCl induzida por injecdes de muscimol em animais
normohidratados ou por injecdes de moxonidina ou metisergida em ratos tratados com FURO
+ CAP™8 portanto, a atividade de mecanismos facilitatorios no CeA é necesséria para o

aumento na ingestdo de NaCl induzido por blogueio dos mecanismos no NPBL.
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Os mecanismos envolvidos no controle da ingestdo de NaCl descritos acima
estdo resumidos no modelo esquematico apresentado na Figura 1. Neste modelo, o NPBL faz
parte de um circuito encefalico cuja principal funcéo € inibir a ingestdo de NaCl. Os sinais
viscerais ou humorais chegam ao NPBL atraves de projecOes vindas do NTS e da AP. No
NPBL, esses sinais promovem a liberacdo de diversos neurotransmissores, sendo que alguns
deles ativam (5-HT, CCK, CRH, e glutamato), enquanto outros desativam (opioides,
noradrenalina, ATP e GABA) o0 mecanismo inibitério do NPBL. A interacdo entre 0s
mecanismos inibitorios do NPBL e os mecanismos facilitatorios para a ingestdo de NaCl se da
em é&reas integrativas, sendo que uma &rea possivelmente relacionada com a integragdo de
sinais é a amigdala, particularmente o CeA. Nas areas integrativas, os sinais vindos do NPBL
inibem os sinais facilitatorios produzidos, por exemplo, pela acdo da ANG Il ou
hiperosmolaridade no OSF e/ou OVLT.

Balango hidroeletrolitico
z INGESTAO DE I Pressdo arterial
>&  soébio "
| Receptores gustativos | |,
Barorreceptores
Area integrativa Receptores
(CeA ou outra) CCK CRH cardiopulmonares
Glutamato Outros receptores viscerais
Sinais humorais

}’ Opioides QN A H
( ,‘ 1 Noradrenalina :
/ E ATP 6‘3 <
)
oy SARA NTS

3
1
)
= x>
ANG 11 i

OSF/ovLT MINERALOCORTICOIDES

& RECEPTORES AT, —— FACILITACAO ~—— VIA DIRETA
~—— INIBICAO === VIA INDIRETA

Figura 1 — Diagrama esquematico baseado em estudos em ratos mostrando a modulagdo dos mecanismos
inibitérios do NPBL por diferentes neurotransmissores e a interacdo entre os mecanismos inibitérios do NPBL e
mecanismos facilitatérios prosencefalicos envolvidos no controle da ingestdo de agua e NaCl. +, excitagao; -,
inibicdo; 5-HT, serotonina; ANG II, angiotensina Il; AP, area postrema; ATP, trifosfato de adenosina; CCK,
colecistocinina; CeA, nicleo central da amigdala; CRH, horménio liberador de corticotrofina; GABA, acido y-
aminobutirico; NPBL, nlcleo parabraquial lateral; NTS, nicleo do trato solitario; OSF, érgao subfornical;
OVLT, 6rgéo vasculoso da lamina terminal. Baseado em Menani e colaboradores™®.

Além de interagir com os mecanismos inibitorios do NPBL, existem evidéncias

de que os mecanismos facilitatérios prosencefalicos também interagem entre si. Ja foi
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demonstrado que o aumento da osmolaridade plasmatica ativa regides prosencefalicas
também ativadas pela ANG 11°°1%31%  Além disso, a ANG Il potencializa o aumento na
frequéncia de disparos induzido por estimulo osmético em células osmossensiveis do NSO,
O mecanismo angiotensinérgico também possui interacdo com o mecanismo colinérgico, ja
tendo sido demonstrada a participacdo dos receptores colinérgicos na resposta pressora
induzida por ANG 11'®’ e participacdo dos receptores angiotensinérgicos na resposta pressora

induzida por carbacol*®®,

No entanto, a interacdo entre os mecanismos facilitatorios
prosencefalicos para o controle da ingestdo de NaCl ainda ndo foi estudada. Os mecanismos
ativados pelos osmorreceptores para facilitar a ingestdo de NaCl aparentemente sé&o os
mesmos envolvidos na ingestdo de agua. Porém, ainda nenhum estudo confirmou quais sao 0s
mecanismos ativados pelos osmorreceptores para gerar sinais facilitatorios para a ingestdo de

NaCl ou mesmo se existem areas prosencefalicas especificas envolvidas nestes efeitos.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi investigar a interagdo entre 0s mecanismos
colinérgico e angiotensinérgico e as vias osmossensiveis no controle da ingestdo de agua e
NaCl induzida por diferentes protocolos dipsogénicos e/ou natriorexigénicos combinados com
blogueio dos mecanismos inibitérios do NPBL.

Para isso investigamos se injecOes de atropina ou losartan e ZD 7155
(antagonista de receptores AT;) no VL ou diretamente no OSF alterariam a ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M induzida por injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com: a)
hiperosmolaridade plasmatica induzida por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M; b) ativacéo
dos receptores colinérgicos com injecbes de carbacol no VL ou OSF; c) tratamento
subcutaneo com FURO + CAP; d) ativacdo dos receptores angiotensinérgicos com injecGes de
ANG Il no VL.

Adicionalmente, devido a importancia do OSF para as respostas induzidas por
hiperosmolaridade e estimulacdo angiotensinérgica e colinérgica, também foi investigado se a
aplicacdo aguda de estimulos osmoticos, angiotensinérgico e colinérgico alteraria a
concentracdo citosdlica de calcio (uma indicacdo de aumento da atividade neuronal) em
neurdnios dissociados do OSF mantidos em cultura e se um mesmo neurdnio seria ativado por

diferentes estimulos.
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3. MATERIAL E METODO
3.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman com peso entre 290 e 310 g provenientes do
Biotério do Campus de Araraquara da UNESP para 0os experimentos in vivo. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais de aco inoxidavel, com livre acesso a racao (Bio Base,
Aguas Frias, Brasil) e dois bebedouros contendo agua e solugio de NaCl 0,3 M e
permaneceram em salas climatizadas (temperatura de 23 + 2 °C e umidade de 50 £ 10%), com
ciclo claro-escuro de doze horas (luzes acesas as 7 h). Os experimentos in vivo foram
aprovados pelo comité de ética no uso de animais da Faculdade de Odontologia de Araraquara
(Proc. CEUA n° 01/2011). Para os experimentos in vitro realizados no Departamento de
Psicologia da Universidade de lowa (EUA), foram utilizados filhotes machos de rato Sprague-
Dawley (18 a 20 dias; Harlan Laboratories, Indiandpolis, EUA). Antes de serem utilizados, o0s
filhotes foram mantidos no ambiente do laboratério junto com a mée por 4 a 7 dias e tiveram
livre acesso a racdo (7013 NIH-31 modified rat diet) e &gua. Os experimentos in vitro foram

aprovados pelo comité de ética no uso de animais da Universidade de lowa.

3.2. Cirurgia encefalica

Os ratos foram anestesiados com injecao intraperitoneal de cetamina (80 mg/kg
de peso corporal; Agener Unido, Embu-Guagu, Brasil) e xilazina (7 mg/kg de peso corporal,
Agener Unido) e posicionados em um aparelho estereotdxico (Kopf, Tujunga, EUA). O
bregma e o lambda foram utilizados como referéncia para nivelar a cabeca dos ratos e se
determinar os pontos de introducdo das canulas-guia de ago inoxidavel. Nesse ponto foi feita
trepanacdo do osso do cranio com uma broca esférica, abrindo-se um orificio de
aproximadamente 1,5 mm de diametro. As canulas de aco inoxidavel com diametro interno de
0,5 mm e comprimento de 12 mm foram posicionadas no cérebro de acordo com coordenadas
estereotdxicas pre-estabelecidas para a area a ser estudada e fixadas nas cabecas dos ratos com
resina acrilica aderida a dois parafusos presos na calota craniana. Para o NPBL, foram
implantadas céanulas bilateralmente, posicionadas de acordo com as seguintes coordenadas:
9,7 mm caudal ao bregma, 2,1 mm lateral a linha mediana e 3,2 mm abaixo da dura-mater.
Para as injecBes no VL, uma canula foi implantada de acordo com as seguintes coordenadas:
0,3 mm caudal ao bregma, 1,5 mm lateral a linha mediana e 4,0 mm abaixo da dura-mater.
Para as inje¢cbes no OSF também foi implantada uma cénula em direcdo a essa area,
posicionada de acordo com as seguintes coordenadas: 1,1 mm caudal ao bregma, na linha

mediana e 2,8 mm abaixo da dura-mater. As extremidades das canulas-guia foram
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posicionadas no encéfalo 2 mm acima dos locais que receberam a inje¢cdo. Exceto durante as
injecdes, um mandril de metal foi utilizado para o preenchimento e fechamento da
extremidade externa das canulas-guia. Ao fim da cirurgia, 0os ratos receberam injecdo
intramuscular de antibidtico (benzilpenicilina — 80.000 Uls e estreptomicina — 33 mg;
Pentabidtico Veterinario — Pequeno Porte, Fort Dodge Satde Animal Ltda., Campinas, Brasil)
e injecdo subcutanea de analgésico/anti-inflamatorio (cetoprofeno 1% - 0,03 ml/rato;
Ketoflex, Mundo Animal, S&o Paulo, Brasil). Apods a cirurgia, os ratos foram manipulados
diariamente e treinados para o procedimento experimental. Os experimentos foram iniciados

cinco dias apos a cirurgia encefalica.

3.3. Injecdo de drogas no encéfalo

As injecbes no NPBL, VL e OSF foram feitas utilizando-se seringa Hamilton
de 5 pl (Hamilton, Reno, EUA), conectada por um tubo de polietileno (PE-10; Clay Adams,
Parsippany, EUA) a uma agulha injetora. Para a execugdo dos experimentos, os ratos foram
retirados das gaiolas, 0 mandril de metal foi removido e a agulha injetora (2 mm mais longa
gue a canula-guia) foi introduzida no encéfalo através da canula-guia. O volume de injecéo foi
de 0,2 ul no NPBL (em cada lado), 1,0 pl no VL e 0,1 pl no OSF. Apds as injecbes, 0 mandril

de metal foi recolocado e os ratos devolvidos para as gaiolas.

3.4. Drogas injetadas centralmente

Angiotensina Il (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) foi dissolvida em salina
isotbnica estéril e administrada no VL na concentracdo de 50 ng/1,0 pl.

Cloridrato de carbacol (Sigma-Aldrich), agonista colinérgico, foi dissolvido
em salina isotdnica estéril e administrado no VL na concentracdo de 4 nmol/1,0 ul e no OSF
na concentracao de 0,5 nmol/0,1 pl.

Cloridrato de moxonidina (Sigma-Aldrich), agonista adrenérgico
ap/imidazolico, foi dissolvido em veiculo (propilenoglicol e agua 2:1) e administrado no
NPBL na concentragéo de 0,5 nmol/0,2 pl.

Metilborometo de atropina (Sigma-Aldrich), antagonista colinérgico
muscarinico, foi dissolvido em salina isoténica estéril e administrado no VL na concentracdo
de 20 nmol/1,0 pl e no OSF na concentragao de 2 nmol/0,1 pl.

Losartan potassico (Sigma-Aldrich), antagonista de receptores AT,, foi
dissolvido em salina isoténica estéeril e administrado no VL na concentracdo de 100 pg/1,0 pl

e no OSF na concentragédo de 1 pg/0,1 pl.
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ZD 7155 (Tocris Bioscience, Bristol, Inglaterra), antagonista de receptores
AT, foi dissolvido em salina isotdnica estéril e administrado no OSF na concentragdo de 1

ug/0,1 pl.

3.5. Aumento na osmolaridade plasmatica induzido por sobrecarga intragéstrica de
NaCl hipertonico

Racéo e bebedouros contendo agua e NaCl 0,3 M foram removidos e, por meio
de uma sonda de polietileno, os animais receberam uma sobrecarga intragastrica de 2 ml de
NaCl 2 M. Este tratamento aumenta em 4% a concentracdo sérica de sodio e a osmolaridade
plasmatica®. Todos os animais foram previamente treinados com a introducdo da sonda

intragastricamente e infusdo de 0,5 ml de agua uma vez por dia, por cinco dias.

3.6. Teste de ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M

A ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M foi testada em ratos mantidos em suas gaiolas
e durante a execuc¢do dos experimentos 0s ratos nao tiveram acesso a racdo. Apos as injecdes
de drogas no encéfalo (ver protocolos experimentais no item 3.13 para detalhamento sobre as
drogas injetadas), duas buretas de vidro graduadas (subdivisées de 0,1 ml) acopladas com
bicos de ago inoxidavel, uma contendo agua e outra NaCl 0,3 M, foram oferecidas aos
animais. A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi medida aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. Foi

guardado um intervalo de, no minimo, 72 horas entre dois experimentos nos mesmos animais.

3.7. Teste de ingestdo de sacarose 0,06 M e 4gua

Apb6s o periodo de recuperacdo da cirurgia encefalica, os animais foram
treinados para a ingestdo de sacarose 0,06 M. Para isso, 0s animais tiveram a disposicédo
solucdo de sacarose 0,06 M por 2 horas diariamente. Assim que se observou uma estabilidade
no volume ingerido de sacarose 0,06 M foram feitos os experimentos. A ingestdo de sacarose
0,06 M e agua foi testada em ratos mantidos em suas gaiolas. Durante a execucdo dos
experimentos, 0s ratos ndo tiveram acesso a ragdo. Apos as injecdes de drogas no encéfalo
(ver protocolo experimental no item 3.13.5 para detalhamento), duas buretas de vidro
graduadas (subdivisdes de 0,1 ml) acopladas com bicos de ago inoxidavel, uma contendo
sacarose 0,06 M e outra agua, foram oferecidas aos animais. A ingestdo de sacarose 0,06 M e
agua foi medida aos 30, 60, 90 e 120 minutos. Foi guardado um intervalo de, no minimo, 72

horas entre dois experimentos nos mesmos animais.
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3.8. Teste de ingestdo de racéo e agua

A ingestdo de racdo e agua foi testada em ratos mantidos em suas gaiolas. Os
animais permaneceram sem ragdo, mas com acesso a agua por 24 horas. Apos esse periodo, as
buretas com agua foram removidas e foram feitas injecGes de drogas no encéfalo (ver
protocolos experimentais no item 3.13.6 para detalhamento). Um comedouro contendo uma
quantidade pré-pesada de racdo e uma bureta de vidro graduada (subdivisdes de 0,1 ml)
acoplada com bico de aco inoxidavel contendo agua foram oferecidos aos animais. A ingestdo
de racdo e agua foi medida aos 30, 60, 90 e 120 minutos, recolhendo-se antes das pesagens
qualquer residuo de racdo espalhado pelos animais. Foi guardado um intervalo de, no minimo,

72 horas entre dois experimentos N0s mesmaos animais.

3.9. Analise histologica

Terminados os experimentos, 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 ratos foram profundamente anestesiados com tiopental sddico (70 mg/kg de
peso corporal; Cristalia, Itapira, Brasil) e perfundidos por meio de injecdo no coracdo de 50
ml de solucdo de formalina 10%. A seguir, os encéfalos foram retirados e fixados em
formalina 10% por alguns dias. Apés a fixacdo, foram feitos cortes coronais (60 um de
espessura) nos pontos de inje¢do. Os cortes histologicos foram montados em laminas, corados
pelo método Giemsa e analisados em microscopio para a localizacdo dos sitios de injecdo no
NPBL, VL e OSF.

3.10. Cultura de células do OSF

Para obtencdo das células do OSF, filhotes de rato Sprague-Dawley foram
decapitados. A cabeca dos animais foi imediatamente colocada em etanol 70% gelado por
alguns segundos e, em seguida, o cérebro foi rapidamente removido e colocado em uma placa
de Petri com uma solugéo contendo sacarose 220 mM, KCI 3 mM, CaCl, 0,2 mM, dextrose 10
mM, MgSO, 6 mM, NaH,PO, 1,25 mM e NaHCO3; 26 mM. Foi feito um corte coronal
espesso utilizando o quiasma oOptico como referéncia anatdbmica e, com o auxilio de um
microscopio estereoscépio binocular (Olympus, Center Valley, EUA), o OSF foi identificado
e removido. Os tecidos do OSF de 5 a 6 filhotes foram agrupados, colocados em um tubo
contendo solucdo salina balanceada de Earle (Sigma-Aldrich) e dispase | (4 U/2 ml; Roche,
Indianapolis, EUA) e incubados nessa solucéo por 1 h a 37 °C. Apos trés lavagens em meio

de cultura, uma suspensdo de celulas foi preparada por trituragdo dos fragmentos com o
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auxilio de uma pipeta de Pasteur até que os fragmentos de tecido fossem visivelmente
dissociados. Laminulas circulares (22 mm) foram revestidas com poli-L-lisina (0,1 mg poli-L-
lisina/ml; Sigma-Aldrich) e colocadas em placas de Petri esterilizadas. Quatro a cinco gotas
da suspenséo de células foram colocadas sobre as laminulas e incubadas a 37 °C em ambiente
umidificado para que as células aderissem a laminula. Ap6s 2 a 4 h, foi adicionado meio de
cultura a placa de Petri suficiente para cobrir a laminula. O meio de cultura utilizado foi o
meio de Eagle modificado por Dulbecco (Sigma-Aldrich) com 10% de soro bovino fetal
(inativado por calor a 56 °C durante 30 minutos; Sigma-Aldrich) e 1% de solucdo de L-

glutamina-penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich).

3.11. Medida da concentracdo intracelular de calcio

A concentracdo intracelular de calcio ([Ca*]) foi medida utilizando o
indicador fluorescente de célcio Fluo-4AM (Invitrogen, Carlsbad, EUA). No dia do
experimento, as células foram incubadas em liquido cerebroespinhal artificial (LCEa; NaCl
126 mM, KCI 3 mM, CaCl, 2 mM, dextrose 10 mM, MgSO, 1 mM, NaH,PO,4 1,25 mM e
NaHCO3; 26 mM) contendo 0,02 mM de Fluo-4AM durante 60 minutos a 37 °C. Durante a
incubacédo, o Fluo-4AM ¢ absorvido pelas células e convertido em Fluo-4, um composto ndo
permeante na membrana celular. Para as medidas da [Ca®*]; e manipulagdes farmacoldgicas, a
laminula contendo as células do OSF foi colocada em uma cadmara acoplada a platina do
microscépio. Um aumento na [Ca*]; produz um aumento na intensidade de fluorescéncia do
Fluo-4. A intensidade de fluorescéncia foi medida usando um sistema digital de anéalise de
imagem (microscopio confocal FluoView 500; Olympus) usando um laser de Argon
(comprimento de onda de 488 nm) como fonte de excitagdo. Ao final do experimento, a
viabilidade das células foi verificada aplicando LCEa contendo KCI 50 mM (substituindo
uma quantidade equimolar de NaCl). Os dados foram analisados e a intensidade de
fluorescéncia convertida em valores numéricos. A resposta a estimulagédo foi discernida como
um aumento subito na intensidade da fluorescéncia e representada como porcentagem em
relacdo a fluorescéncia basal. A substituicdo da solugdo que banha as células induz uma
pequena alteragdo na intensidade de fluorescéncia (2,99 + 0,67%) e, portanto, alteragcdes na
intensidade de fluorescéncia menores do que 8,7% (media somada a dois desvios padroes)
foram consideradas como artefato da manipulacdo. Apenas as células que apresentavam uma
mudanca na intensidade de fluorescéncia maior do que 8,7% foram considerados como sendo
sensiveis & solucdo aplicada. As medidas da [Ca?*]; foram realizadas & temperatura ambiente

(24 £ 2 °C) em sala escura e 3 dias apds a dissociacdo e cultura das células do OSF. A
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osmolalidade das solucGes testadas foi determinada pelo ponto de congelamento utilizando o
osmdmetro HOSMETTE™ (Precision Systems Inc., Natick, EUA).

3.12. Anélise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média (EPM) foram
representados em graficos ou tabelas. A analise de variancia (ANOVA) de 1 fator
(tratamento) e o poés-teste de Student-Newman-Keuls foram utilizados para a anélise da
intensidade de fluorescéncia em testes de medida da [Ca®]; em células do OSF. ANOVA de 2
fatores (tratamento e tempo) e o pds-teste de Student-Newman-Keuls foram utilizados para a
andlise da ingestdo de agua, NaCl 0,3 M, sacarose 0,06 M e racdo. Diferencas foram

consideradas significantes para P < 0,05.

3.13. Protocolos experimentais testados

3.13.1. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam
injecOes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com injecé@o de atropina ou losartan
no VL.

Os ratos portadores de cénulas implantadas no VL e NPBL receberam
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (2 ml/rato) para induzir aumento da osmolaridade
plasmaética e logo em seguida salina, atropina (20 nmol/1,0 pl) ou losartan (100 pg/1,0 pl)
foram injetados no VL. Quarenta e cinco minutos ap6s a sobrecarga e injecdes no VL, 0s
animais receberam injecdes bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL.
Quinze minutos apds as injecbes no NPBL, os ratos tiveram acesso as buretas contendo agua
e NaCl 0,3 M. Os ratos tratados com NaCl 2 M ig foram submetidos a quatro testes nos quais
receberam as seguintes combinacdes de tratamentos centrais:

1) salina VL + veiculo NPBL;

2) salina VL + moxonidina NPBL;

3) atropina VL + moxonidina NPBL,;

4) losartan VL + moxonidina NPBL.

Em cada teste, o grupo de animais foi subdividido em dois subgrupos e cada
subgrupo recebeu uma das combinag6es indicadas acima. As combinacdes de tratamentos em
cada subgrupo foram testadas de maneira aleatdria e, ao final de todos os experimentos, cada

animal recebeu todas as combinagdes de tratamentos.
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3.13.2. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injecdes de
carbacol no VL que receberam injecOes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com
injecOes de atropina ou losartan no VL.

Os ratos normohidratados portadores de canulas implantadas no VL e NPBL
receberam injec¢des bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL e injecdo
de salina, atropina (20 nmol/1,0 pl) ou losartan (100 pg/1,0 pl) no VL. Apds quinze minutos,
0s animais receberam injecdo de carbacol (4 nmol/1,0 pl) no VL e imediatamente apds a
injecdo no VL, os ratos tiveram acesso as buretas contendo agua e NaCl 0,3 M. Os ratos
foram submetidos a quatro experimentos, envolvendo as seguintes combinagbes de
tratamentos centrais:

1) salina + carbacol VL + veiculo NPBL,;

2) salina + carbacol VL + moxonidina NPBL;

3) atropina + carbacol VL + moxonidina NPBL;

3) losartan + carbacol VL + moxonidina NPBL.

Em cada teste, o grupo de animais foi subdividido em dois subgrupos e cada
subgrupo recebeu uma das combinag6es indicadas acima. As combinacdes de tratamentos em
cada subgrupo foram testadas de maneira aleatéria e, ao final de todos os experimentos, cada
animal recebeu todas as combinacdes de tratamentos.

3.13.3. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP em ratos tratados com
injecBes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com injecao de atropina no VL.

Os ratos portadores de canulas implantadas no VL e NPBL receberam injec6es
subcutaneas de FURO (10 mg/kg de peso corporal) + CAP (5 mg/kg de peso corporal) e logo
em seguida, salina ou atropina (20 nmol/1,0 ul) foram injetados no VL. Quarenta e cinco
minutos apos o tratamento com FURO + CAP e inje¢es no VL, 0s animais receberam
injecOes bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL. Quinze minutos
apos as injecbes no NPBL, os ratos tiveram acesso as buretas contendo dgua e NaCl 0,3 M.
Os ratos foram submetidos a trés testes nos quais receberam as seguintes combinagdes de
tratamentos centrais:

1) salina VL + veiculo NPBL,;

2) salina VL + moxonidina NPBL;

3) atropina VL + moxonidina NPBL,;

Em cada teste, o grupo de animais foi subdividido em dois subgrupos e cada

subgrupo recebeu uma das combinag6es indicadas acima. As combinacgdes de tratamentos em
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cada subgrupo foram testadas de maneira aleatéria e, ao final de todos os experimentos, cada

animal recebeu todas as combinagdes de tratamentos.

3.13.4. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injecdes de
ANG Il no VL que receberam injecOes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com
injecdo de atropina no VL.

Os ratos normohidratados portadores de canulas implantadas no VL e NPBL
receberam injecdes bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL e injecéo
de salina ou atropina (20 nmol/1,0 pl) no VL. Apds quinze minutos, 0s animais receberam
injecdo de ANG Il (50 ng/1,0 ul) no VL e imediatamente apds a injecdo, os ratos tiveram
acesso as buretas contendo agua e NaCl 0,3 M. Os ratos foram submetidos a trés
experimentos, envolvendo uma das seguintes combinacdes de tratamentos centrais:

1) salina + ANG Il VL + veiculo NPBL;

2) salina + ANG Il VL + moxonidina NPBL,;

3) atropina + ANG Il VL + moxonidina NPBL.

Em cada teste, o grupo de animais foi subdividido em dois subgrupos e cada
subgrupo recebeu uma das combinag6es indicadas acima. As combinagdes de tratamentos em
cada subgrupo foram testadas de maneira aleatéria e, ao final de todos os experimentos, cada

animal recebeu todas as combinacdes de tratamentos.

3.13.5. Ingestdo de sacarose 0,06 M e agua em ratos normohidratados tratados com injecdes
de losartan no VL.

Os ratos normohidratados portadores de canulas implantadas no VL receberam
injecBes de salina ou losartan (100 pg/1,0 pl) no VL. Apds quinze minutos, 0os animais
tiveram acesso as buretas contendo sacarose 0,06 M e agua. Os ratos foram submetidos a dois
experimentos, envolvendo um dos seguintes tratamentos centrais:

1) salina VL;

2) losartan VL.

Em cada teste, o grupo de animais foi subdividido em dois subgrupos e cada
subgrupo recebeu uma das combinacGes indicadas acima de maneira contrabalanceada nos

dois testes.
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3.13.6. Ingestdo de racdo e Agua induzida por privacdo alimentar por 24 horas em ratos
normohidratados tratados com injecdes de losartan no VL.

Os ratos normohidratados portadores de canulas implantadas no VL
permaneceram sem ragcdo, mas com acesso a agua por 24 horas. Apos esse periodo, as buretas
contendo agua foram removidas e os animais receberam injec@es de salina ou losartan (100
pg/1,0 ul) no VL. Apds quinze minutos, 0s animais tiveram acesso a uma quantidade
conhecida de racdo e bureta contendo agua. Os ratos foram submetidos a dois experimentos,
envolvendo um dos seguintes tratamentos centrais:

1) salina VL

2) losartan VL.

Em cada teste, o grupo de animais foi subdividido em dois subgrupos e cada
subgrupo recebeu uma das combinac@es indicadas acima de maneira contrabalanceada nos

dois testes.

3.13.7. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam
injecOes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com injecé@o de atropina ou losartan
no OSF.

Os ratos portadores de canulas implantadas no OSF e NPBL receberam
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (2 ml/rato) para induzir aumento da osmolaridade
plasmatica e logo em seguida salina, atropina (2 nmol/0,1 pl) ou losartan (1 pug/0,1 ul) foram
injetados no OSF. Quarenta e cinco minutos apds a sobrecarga e injecGes no OSF, os animais
receberam injecdes bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL. Quinze
minutos apds as injecbes no NPBL, os ratos tiveram acesso as buretas contendo agua e NaCl
0,3 M. Os ratos tratados com NaCl 2 M ig foram submetidos a quatro testes nos quais
receberam as seguintes combinac¢des de tratamentos centrais:

1) salina OSF + veiculo NPBL,;

2) salina OSF + moxonidina NPBL;

3) atropina OSF + moxonidina NPBL;

4) losartan OSF + moxonidina NPBL.

Em cada teste, 0 grupo de animais foi subdividido em dois subgrupos e cada
subgrupo recebeu uma das combinag6es indicadas acima. As combinacdes de tratamentos em
cada subgrupo foram testadas de maneira aleatoria e, ao final de todos os experimentos, cada

animal recebeu todas as combinagdes de tratamentos.
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3.13.8. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com inje¢des de
carbacol no OSF que receberam injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas
com injecdes de atropina ou ZD 7155 no OSF.

Os ratos normohidratados portadores de canulas implantadas no OSF e NPBL
receberam injec¢des bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL e injecdo
de salina, atropina (2 nmol/0,1 ul) ou ZD 7155 (1 ug/0,1 pl) no OSF. Apds quinze minutos,
0s animais receberam injecdo de carbacol (0,5 nmol/0,1 ul) no OSF e imediatamente apos a
injecdo, os ratos tiveram acesso as buretas contendo agua e NaCl 0,3 M. Os ratos foram
submetidos a quatro experimentos, envolvendo uma das seguintes combinagdes de
tratamentos centrais:

1) salina + carbacol OSF + veiculo NPBL;

2) salina + carbacol OSF + moxonidina NPBL,;

3) atropina + carbacol OSF + moxonidina NPBL,;

3) losartan + carbacol OSF + moxonidina NPBL.

Em cada teste, 0 grupo de animais foi subdividido em dois subgrupos e cada
subgrupo recebeu uma das combinag6es indicadas acima. As combinacgdes de tratamentos em
cada subgrupo foram testadas de maneira aleatéria e, ao final de todos os experimentos, cada

animal recebeu todas as combinacdes de tratamentos.

3.13.9. Alteragdo na [Ca**]; em células do OSF tratadas com LCEa hiperosmético.

Apds o periodo de incubacdo com o Fluo-4AM, a laminula contendo as células
do OSF foram fixadas na camara acoplada a platina do microscopio. As células foram
banhadas com LCEa isosmético (292 mOsm/kg) e a intensidade de fluorescéncia basal foi
registrada. Apos a registro da fluorescéncia basal, a solucdo que banhava as células foi
substituida por LCEa isosmotico (controle) ou LCEa com osmolalidades de 308, 313 e 321
mOsm/kg. Os solutos utilizados para aumentar a osmolalidade do LCEa foram NaCl e
manitol. A intensidade da fluorescéncia foi registrada novamente um minuto ap6s a aplicacéo
do LCEa hiperosmdtico. A resposta foi analisada e representada como porcentagem de
alteracdo na intensidade de fluorescéncia em relacdo ao basal. O nimero total de células no
campo focal e o nimero de células sensiveis ao estimulo aplicado também foram

quantificados.
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3.13.10. Alteracdo na [Ca’*]; em células do OSF tratadas com ANG Il e LCEa
hiperosmético.

Ap0s o periodo de incubacdo com o Fluo-4AM, a laminula contendo as células
do OSF foram fixadas na camara acoplada a platina do microscépio. As células foram
banhadas com LCEa isosmético (292 mOsm/kg) e a intensidade de fluorescéncia basal foi
registrada. Apds a registro da fluorescéncia basal, a solu¢cdo que banhava as células foi
substituida por LCEa isosmaético (controle), LCEa hiperosmético (308 mOsm/kg) ou ANG 11
0,1 uM. O soluto utilizado para aumentar a osmolalidade do LCEa foi NaCl. A intensidade da
fluorescéncia foi registrada novamente um minuto apés a aplicacdo do LCEa hiperosmético
ou ANG II. As solugdes foram testadas de maneira contrabalanceada e com intervalo de 10
minutos entre os testes. A resposta foi analisada e representada como porcentagem de
alteracdo na intensidade de fluorescéncia em relacdo ao basal. O namero total de células no
campo focal e o nimero de células sensiveis aos estimulos aplicados também foram

quantificados.

3.13.11. Alteracdo na [Ca®']i em células do OSF tratadas com carbacol e LCEa
hiperosmético.

Apos o periodo de incubagdo com o Fluo-4AM, a laminula contendo as células
do OSF foram fixadas na camara acoplada a platina do microscopio. As células foram
banhadas com LCEa isosmético (292 mOsm/kg) e a intensidade de fluorescéncia basal foi
registrada. Apos a registro da fluorescéncia basal, a solucdo que banhava as células foi
substituida por LCEa isosmoético (controle), LCEa hiperosmoético (308 mOsm/kg) ou carbacol
100 pM. O soluto utilizado para aumentar a osmolalidade do LCEa foi NaCl. A intensidade
da fluorescéncia foi registrada novamente um minuto ap6s a aplicacdio do LCEa
hiperosmotico ou carbacol. As solucdes foram testadas de maneira contrabalanceada e com
intervalo de 10 minutos entre os testes. A resposta foi analisada e representada como
porcentagem de alterac@o na intensidade de fluorescéncia em relacdo ao basal. O numero total
de células no campo focal e o nimero de células sensiveis aos estimulos aplicados também

foram quantificados.

3.13.12. Alteracdo na [Ca®*]i em células do OSF tratadas com ANG Il e carbacol.
Ap0s o periodo de incubagdo com o Fluo-4AM, a laminula contendo as células
do OSF foram fixadas na camara acoplada a platina do microscépio. As células foram

banhadas com LCEa e a intensidade de fluorescéncia basal foi registrada. Apos a registro da
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fluorescéncia basal, a solucdo que banhava as células foi substituida por LCEa (controle),
ANG 11 0,1 pM ou carbacol 100 pM. A intensidade da fluorescéncia foi registrada novamente
um minuto apos a aplicacdo de ANG Il ou carbacol. As solugdes foram testadas de maneira
contrabalanceada e com intervalo de 10 minutos entre os testes. A resposta foi analisada e
representada como porcentagem de alteracdo na intensidade de fluorescéncia em relagéo ao
basal. O nimero total de células no campo focal e 0 nimero de células sensiveis aos estimulos

aplicados também foram quantificados.
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4. RESULTADO
4.1. Analise histologica

As injecdes foram consideradas posicionadas corretamente quando localizadas
nas porcdes lateral dorsal e central do NPBL (ver Fulwiler e Saper'*® para definicdo dos
subnicleos do NPBL) (Figura 2). Os sitios de injecdo no NPBL do presente estudo séo
similares aos utilizados em estudos prévios que mostraram efeito das injecdes bilaterais de
moxonidina no NPBL"*2" 171181191192 Aq jniecées no VL foram consideradas corretamente
posicionadas quando a canula estava direcionada para a por¢do central ou posterior do VL.
Injecbes no OSF foram consideradas corretamente posicionadas quando o corante estava
visivel apenas no parénquima do OSF, ndo havendo ruptura do epéndima que separa 0 OSF
da porcdo dorsal do I11-V (Figura 3). Nos animais cujos sitios de injecdo ndo atingiram o
OSF, estas foram classificadas como: a) injecdo na ASM, quando as injecBes atingiram a
regido situada na linha média entre os cornos anteriores dos ventriculos laterais, corpo caloso
e comissura anterior; b) injecdo na porc¢do dorsal do I11-V, quando o epéndima apresentava-se
rompido e ndo havia sinal de injecdo no parénquima do OSF; c) injecdo no tecido adjacente
ao OSF, quando o sitio de injecdo ndo fora o tecido do OSF ou da ASM ou o I11-V. Os ratos
com sitio de injecdo localizado na extremidade ventral do OSF em uma posicdo em que
pudesse ter ocorrido vazamento para o Ill-V foram excluidos da analise, ja que ndo era

possivel classifica-los como tendo injecdo apenas no OSF ou apenas no I11-V.
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Figura 2 — Fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de um animal representativo dos grupos testados
mostrando os sitios de injecdo no NPBL (indicados pelas setas). pcs, pedinculo cerebelar superior.
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Figura 3 — Fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de um animal representativo dos grupos testados
mostrando o sitio de injecdo no OSF (indicado pela seta).
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4.2. Ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam
injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com injecdo de atropina ou
losartan no VL.

Injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL de ratos tratados
com NaCl 2 M ig aumentaram significativamente a ingestdo de agua (13,0 + 4,4 ml/2 h, vs.
veiculo no NPBL: 6,9 £ 1,0 ml/2 h) [F(3,24) = 7,00; P < 0,05] e NaCl 0,3 M (18,6 + 5,2 ml/2
h, vs. veiculo no NPBL: 0,2 £ 0,1 ml/2 h) [F(3,24) = 10,96; P < 0,05]. O pré-tratamento com
injecBes de atropina (20 nmol/1,0 ul) ou losartan (100 pg/1,0 ul) no VL aboliu a ingestéo de
agua (0,7 £ 0,3 ml/2 h e 0,9 + 0,8 ml/2 h, respectivamente) e NaCl 0,3 M (1,3+ 0,4 ml/2he
0,6 = 0,3 ml/l2 h, respectivamente) induzida por hiperosmolaridade combinada com

moxonidina injetada no NPBL (Figura 4).
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Figura 4 - Ingestdo cumulativa de (A) agua e (B) NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam
injecBes bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL combinadas com injecdo de salina,
atropina (20 nmol/1,0 pl) ou losartan (100 pg/1,0 pl) no VL. Valores sdo representados como média + EPM; n =
ndmero de animais.
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4.3. Ingestao de 4gua e NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injec6es de
carbacol no VL que receberam injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas
com injecao de atropina ou losartan no VL.

A injecdo de carbacol (4 nmol/1,0 pl) no VL de ratos normohidratados que
receberam injecBes de veiculo no NPBL induziu ingestdo de &gua (5,0 £ 1,2 ml/2 h) e uma
pequena ingestdo de NaCl 0,3 M (1,0 = 0,2 ml/2 h). InjecGes bilaterais de moxonidina (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL aumentaram a ingestdo de agua (11,1 + 3,6 ml/2 h) [F(3,27) = 7,98; P
< 0,05] e NaCl 0,3 M (16,6 £ 5,8 ml/2 h) [F(3,27) = 6,12; P < 0,05] em animais tratados com
injecdo de carbacol no VL. O pré-tratamento com injecGes de atropina (20 nmol/1,0 ul) ou
losartan (100 pg/1,0 pl) no VL aboliu a ingestdo de &gua (0,9 + 0,6 ml/2 he 1,2 + 0,6 ml/2 h,
respectivamente) e NaCl 0,3 M (2,4 £ 1,3 ml/2 h e 4,0 + 2,0 ml/2 h, respectivamente) de ratos
tratados com injecdo de carbacol no VL que receberam injecdes de moxonidina no NPBL
(Figura 5).
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Figura 5 - Ingestdo cumulativa de (A) agua e (B) NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injecéo de
carbacol (4 nmol/1,0 ul) no VL que receberam injecdes bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no
NPBL combinadas com injecdo de salina, atropina (20 nmol/1,0 pl) ou losartan (100 ug/1,0 ul) no VL. Valores
sdo representados como média £ EPM; n = ndimero de animais.
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4.4. Ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP em ratos tratados com
injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com injecédo de atropina no VL.

Em ratos tratados com salina icv, injecGes bilaterais de moxonidina (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL aumentaram a ingestdo de agua (23,0 = 3,2 ml/2 h, vs. veiculo no
NPBL: 8,9 + 1,0 ml/2 h) [F(2,16) = 10,04; P < 0,05] e NaCl 0,3 M (27,8 + 4,8 ml/2 h, vs.
veiculo no NPBL.: 4,5 £ 0,7 ml/2 h) [F(2,16) = 14,05; P < 0,05] induzida por FURO + CAP. O
pré-tratamento com injecdo de atropina (20 nmol/1,0 pl) ndo modificou a ingestdo de NaCl
0,3 M (27,5 = 3,8 ml/2 h), porém reduziu a ingestdo de agua (14,7 £ 2,2 ml/2 h) induzida por
FURO + CAP combinado com inje¢des de moxonidina no NPBL (Figura 6).
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Figura 6 - Ingestdo cumulativa de (A) agua e (B) NaCl 0,3 M induzida por FURO + CAP em ratos que
receberam injecdes de salina ou atropina (20 nmol/1,0 pl) no VL combinadas com injeces bilaterais de veiculo
ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL. Valores sdo representados como média =+ EPM; n = nimero de
animais.
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4.5. Ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injecdo de
ANG 11 no VL que receberam inje¢des bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas
com injecdo de atropina no VL.

A injecdo de ANG Il (50 ng/1,0 pul) no VL de ratos normohidratados que
receberam injecdo de veiculo no NPBL induziu ingestdo de &gua (14,3 = 1,5 ml/2 h) e uma
pequena ingestdo de NaCl 0,3 M (3,3 = 1,0 ml/2 h). InjecGes bilaterais de moxonidina (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL aumentaram a ingestdo de agua (25,2 + 2,5 ml/2 h) [F(2,16) = 6,50; P
<0,05] e NaCl 0,3 M (26,9 £ 2,7 ml/2 h) [F(2,16) = 26,81; P < 0,05] em animais tratados com
injecdo de ANG Il no VL. O pré-tratamento com injecdo de atropina (20 nmol/1,0 ul) no VL
ndo modificou a ingestdo de NaCl 0,3 M (23,6 + 3,9 ml/2 h), porém reduziu a ingestdo de
agua (18,8 = 2,2 ml/2 h) de ratos tratados com injecdo de ANG Il no VL que receberam

injecBGes de moxonidina no NPBL (Figura 7).
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Figura 7 - Ingestdo cumulativa de (A) &gua e (B) NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injecao de
ANG I1 (50 ng/1,0 ul) no VL que receberam injegdes bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no
NPBL combinadas com injecdo de salina ou atropina (20 nmol/1,0 ul) no VL. Valores sdo representados como
média £ EPM; n = ndmero de animais.
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4.6. Ingestdo de sacarose 0,06 M e dgua em ratos normohidratados tratados com injecao
de losartan no VL.

A injecdo de losartan (100 pg/1,0 ul) no VL de ratos treinados a ingerir
sacarose 0,06 M diariamente reduziu a ingestdo de sacarose 0,06 M (9,7 = 2,5 ml/2 h, vs.
salina no VL: 14,7 £ 3,3 ml/2 h) [F(1,9) = 5,26; P < 0,05], sem alterar a ingestdo de agua (0,1
£0,1 ml/2 h, vs. salinano VL: 2,5+ 1,9 ml/2 h) [F(1,9) = 1,79; P > 0,05] (Figura 8).
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Figura 8 - Ingestdo cumulativa de (A) sacarose 0,06 M e (B) agua em ratos normohidratados que receberam
injecdo de salina ou losartan (100 pg/1,0 ul) no VL. Valores sdo representados como média = EPM; n = nimero
de animais.
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4.7. Ingestdo de racdo e agua induzida por privacdo alimentar por 24 horas em ratos
normohidratados tratados com injecdo de losartan no VL.

A inje¢ao de losartan (100 pg/1,0 ul) no VL ndo alterou a ingestao de ragdo
induzida por privacdo alimentar por 24 horas (12,7 £ 1,8 g/2 h, vs. salina no VL: 12,6 + 0,8
g/2 h) [F(1,9) = 0,00; P < 0,05], porém reduziu a ingestdo de agua (9,4 + 2,5 ml/2 h, vs. salina
no VL: 13,6 = 1,0 ml/2 h) [F(1,9) = 6,35; P > 0,05] (Figura 9).
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Figura 9 - Ingestdo cumulativa de (A) ragdo e (B) dgua em ratos privados de ragdo por 24 horas que receberam
injecdo de salina ou losartan (100 pg/1,0 ul) no VL. Valores sdo representados como média + EPM; n = nimero
de animais.
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4.8. Ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam
injecOes bilaterais de moxonidina no NPBL combinadas com injecdo de atropina ou
losartan no OSF.

4.8.1. Efeito de injecOes corretamente posicionadas no OSF e NPBL.

InjecOes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL de ratos tratados
com NaCl 2 M ig aumentaram significativamente a ingestdo de agua (15,1 + 3,6 ml/2 h, vs.
veiculo no NPBL.: 6,3 £ 1,6 ml/2 h) [F(3,21) = 8,51; P < 0,05] e NaCl 0,3 M (21,4 £ 4,4 ml/2
h, vs. veiculo no NPBL.: 0,7 + 0,4 ml/2 h) [F(3,21) = 9,46; P < 0,05]. O pré-tratamento com
injecdo de atropina (2 nmol/0,1 pl) ou losartan (1 pug/0,1 pl) no OSF aboliu a ingestdo de agua
(21+£09ml/2he25+1,1ml/2 h, respectivamente) e NaCl 0,3 M (5,0 £ 2,8 ml/2he 3,3 =
2,0 ml/2 h, respectivamente) induzida por hiperosmolaridade combinada com moxonidina
injetada no NPBL (Figura 10).

4.8.2. Efeito de injecOes posicionadas na ASM e NPBL.

Em alguns animais, a canula direcionada ao OSF atingiu a ASM e, portanto,
esses animais receberam injecGes de atropina e losartan na ASM combinado com injecoes de
moxonidina no NPBL. Nesses animais, injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no
NPBL aumentaram significativamente a ingestdo de agua (17,2 £ 7,4 ml/2 h, vs. veiculo no
NPBL: 6,3 £ 1,9 ml/2 h) [F(3,12) = 2,70; P < 0,05] e NaCl 0,3 M (23,4 = 5,4 ml/2 h, vs.
veiculo no NPBL: 0,6 £ 0,4 ml/i2 h) [F(3,12) = 8,49; P < 0,05] induzida por
hiperosmolaridade. O pré-tratamento com injecdo de atropina (2 nmol/0,1 ul) ou losartan (1
pg/0,1 pl) na ASM reduziu a ingestdo de agua (4,6 £ 2,3 ml/2 h e 6,3 £ 3,2 ml/2 h,
respectivamente) e NaCl 0,3 M (4,4 £ 1,9 ml/2 h e 4,2 + 2,5 ml/2 h, respectivamente)

induzida por hiperosmolaridade combinada com moxonidina injetada no NPBL (Tabela 1).

4.8.3. Efeito de injecBes corretamente posicionadas no NPBL, mas fora do OSF ou da ASM.
A especificidade do OSF e da ASM como local de acdo das injecBes de
atropina ou losartan foi confirmada pelos resultados obtidos em ratos tratados com NaCl 2 M
ig que receberam injecOes de moxonidina no NPBL combinado com injecdo de atropina ou
losartan no 111-V ou no tecido adjacente ao OSF. O pré-tratamento com atropina (2 nmol/0,1
pl) ou losartan (1 pg/0,1 pl) no I1I-V ndo alterou os efeitos das injecBes bilaterais de
moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL de ratos tratados com NaCl 2 M ig na ingestdo de
agua (salina I11-V: 14,5 £ 3,6 ml/2 h; atropina I11-V: 15,0 = 1,8 ml/2 h; losartan 111-V: 17,5 +
2,8 ml/2 h) [F(3,15) = 3,64; P <0,05] e NaCl 0,3 M (veiculo I11-V: 19,9 + 2,1 ml/2 h; atropina
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I11-V: 20,1 £ 1,7 ml/2 h; losartan I11-V: 20,6 + 3,5 ml/2 h) [F(3,15) = 18,84; P < 0,05] (Tabela
2). Quando a canula estava posicionada no tecido adjacente ao OSF, a injecdo de atropina (2
nmol/0,1 ul) ou losartan (1 pg/0,1 ul) também ndo alterou os efeitos da moxonidina na
ingestdo de &gua (salina tecido: 16,4 £ 2,4 ml/2 h; atropina tecido: 16,4 £ 2,2 ml/2 h; losartan
tecido: 16,6 + 3,1 ml/2 h) [F(3,9) = 6,39; P < 0,05] e NaCl 0,3 M (veiculo tecido: 22,2 + 1,8
ml/2 h; atropina tecido: 20,6 £ 3,1 ml/2 h; losartan tecido: 22,6 + 1,6 ml/2 h) [F(3,9) = 31,88;
P < 0,05] de ratos tratados com NaCl 2 M ig (Tabela 3).
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Figura 10 - Ingestdo cumulativa de (A) &gua e (B) NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig que
receberam injecdes bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL combinadas com inje¢do de
salina, atropina (2 nmol/0,1 ul) ou losartan (1 ug/0,1 pl) no OSF. Valores sdo representados como média + EPM;
n = ndmero de animais.
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Tabela 1 — Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam
injecOes bilaterais de veiculo ou moxonidina no NPBL combinadas com injecdo de salina, atropina ou losartan
na ASM.

Tratamento Ingestdo de agua (ml)
n=>5 30 min 60 min 90 min 120 min
salina ASM + veiculo NPBL 5014 6,2+1,9 6,319 6,3+1,9
salina ASM + moxonidina NPBL 74+24 131+59 145+6,6 17,2+74*

atropina ASM + moxonidina NPBL 35+23 44+23 45+23 4,6 £23%

losartan ASM + moxonidina NPBL 51+29 6,0+3,1 6,2 +3,2 6,3 £3,2F

Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)

30 min 60 min 90 min 120 min
salina ASM + veiculo NPBL 0,3+0,3 0,6+04 0,6+04 06+04
salina ASM + moxonidina NPBL 12,4 +£5,7* 18,7 +5,5* 20,1+55* 23,4+54*
atropina ASM + moxonidina NPBL 24+151 44+197 44+19% 44+£197F

losartan ASM + moxonidina NPBL 39+2,61 39+2,6f 42+25% 42+£25%

Valores sdo representados como média £ EPM; * Diferente de salina ASM + veiculo no NPBL; { Diferente de
salina ASM + moxonidina no NPBL; n = nimero de animais. Atropina (2 nmol/0,1 ul); losartan (1 pg/0,1 pl);
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl).
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Tabela 2 — Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam
injecOes bilaterais de veiculo ou moxonidina no NPBL combinadas com injecdo de salina, atropina ou losartan

no I-V.
Tratamento Ingestdo de agua (ml)

n=6 30 min 60 min 90 min 120 min
salina I11-V + veiculo NPBL 53+1,0 6,2+1,2 6,5+1,3 6,8+1,2
salina 111-V + moxonidina NPBL 45+1,2 98+25 135+3,7* 145+ 3,6*
atropina I11-V + moxonidina NPBL 6,7+0,8 131+1,1* 150+1,8* 15,0+1,8*
losartan 111-V + moxonidina NPBL 38+11 143+3,6* 175+28* 175+28*

Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)

30 min 60 min 90 min 120 min
salina 111-V + veiculo NPBL 0,5+0,3 0,5+0,3 0,6 +£0,3 0,6+0,3
salina 111-V + moxonidina NPBL 51+1,2 132+22* 199+21* 199+21*
atropina I11-V + moxonidina NPBL 7,717 160+22* 201+1,7* 20,1+1,7*
losartan I11-V + moxonidina NPBL 84+28* 17,8+3,8* 20,7+34* 20,6+35*

Valores sdo representados como média £ EPM; * Diferente de salina I11-V + veiculo no NPBL; n = nimero de
animais. Atropina (2 nmol/0,1 ul); losartan (1 pg/0,1 pl); moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl).
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Tabela 3 — Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam
injecOes bilaterais de veiculo ou moxonidina no NPBL combinadas com injecdo de salina, atropina ou losartan

no tecido adjacente ao OSF.

Tratamento Ingestdo de agua (ml)
n=4 30 min 60 min 90 min 120 min
salina tecido + veiculo NPBL 56*0,6 6,8+0,9 71+09 71%09
salina tecido + moxonidina NPBL 54+14 11,7+19 164+24* 16,4 +24*
atropina tecido + moxonidina NPBL 6,1 +0,8 96172 12,7+ 0,4* 16,4 +2,2*
losartan tecido + moxonidina NPBL 6,0+ 0,9 10,3+3,1 145+3,6* 16,6 +3,1*
Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)

30 min 60 min 90 min 120 min
salina tecido + veiculo NPBL 0,8+0,6 09+0,6 09+0,6 09+0,6
salina tecido + moxonidina NPBL 12,1 +39* 218+22* 231+17* 232+18*
atropina tecido + moxonidina NPBL 11,4 +4,6* 19,7+32* 204+29* 20,6+3,1*
losartan tecido + moxonidina NPBL ~ 7,9+3,1* 16,2+4,3* 222+15* 226+1,6*

Valores sdo representados como média £ EPM; * Diferente de salina tecido + veiculo no NPBL; n = nlmero de
animais. Atropina (2 nmol/0,1 ul); losartan (1 pg/0,1 pl); moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul).
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4.9. Ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injecdo de
carbacol no OSF que receberam injecGes bilaterais de moxonidina no NPBL
combinadas com injecdo de atropina ou ZD 7155 no OSF.

4.9.1. Efeito de injecOes corretamente posicionadas no OSF e NPBL.

A injecgdo de carbacol (0,5 nmol/0,1 pl) no OSF de ratos normohidratados que
receberam injecBes de veiculo no NPBL induziu ingestdo de &gua (7,4 £ 1,2 ml/2 h) e uma
pequena ingestdo de NaCl 0,3 M (1,7 = 0,5 ml/2 h). InjecBes bilaterais de moxonidina (0,5
nmol/0,2 pl) no NPBL aumentaram a ingestdo de agua (14,0 + 2,2 ml/2 h) [F(3,36) = 26,75; P
< 0,05] e NaCl 0,3 M (20,9 £ 4,9 ml/2 h) [F(3,36) = 19,49; P < 0,05] em animais tratados com
injecdo de carbacol no OSF. O pré-tratamento com injecdes de atropina (2 nmol/0,1 ul) ou
ZD 7155 (1 pg/0,1 ul) no OSF aboliu a ingestdo de agua (0,4 £ 0,2 ml/2he 1,3+ 1,0 ml/2 h,
respectivamente) e NaCl 0,3 M (1,7 £ 0,5 ml/2 h e 2,1 + 0,6 ml/2 h, respectivamente) de ratos
tratados com injecdo de carbacol no OSF que receberam injecdes de moxonidina no NPBL
(Figura 11).

4.9.2. Efeito de injecdes posicionadas na ASM e NPBL.

Em alguns animais, a canula direcionada ao OSF atingiu a ASM e, portanto,
esses animais receberam injecdes de carbacol, atropina e losartan na ASM combinadas com
injecGes de moxonidina no NPBL. Nesses animais, a injecdo de carbacol (0,5 nmol/0,1 ul) na
ASM combinada com injecdes de veiculo no NPBL induziu ingestdo de agua (9,0 = 0,6 ml/2
h) e uma pequena ingestdo de NaCl 0,3 M (1,8 £ 0,5 ml/2 h). InjecBes bilaterais de
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL aumentaram a ingestdo de agua (26,1 + 8,1 ml/2 h)
[F(3,6) = 15,11; P < 0,05] e NaCl 0,3 M (32,1 = 10,4 ml/2 h) [F(3,6) = 8,05; P < 0,05] em
animais tratados com injecdo de carbacol na ASM. O pré-tratamento com injecdo de atropina
(2 nmol/0,1 pl) ou ZD 7155 (1 pg/0,1 pl) na ASM aboliu a ingestdo de agua (0,4 £ 0,2 ml/2 h
e 0,2 £ 0,1 ml/2 h, respectivamente) e NaCl 0,3 M (1,5 + 1,1 ml/2 h e 5,5 = 4,6 ml/2 h,
respectivamente) de ratos tratados com injecédo de carbacol na ASM que receberam injecoes
de moxonidina no NPBL (Tabela 4)

4.9.3. Efeito de inje¢Ges corretamente posicionadas no NPBL, mas fora do OSF ou da ASM.
A especificidade do OSF e da ASM como local de acdo das injecBes de

carbacol, atropina ou losartan foi confirmada pelos resultados obtidos em ratos tratados com

injecOes de carbacol e atropina ou losartan no tecido adjacente ao OSF que receberam

injecbes de moxonidina no NPBL. A injecdo de carbacol (0,5 nmol/0,1 ul) no tecido
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adjacente ao OSF combinada com injecGes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no
NPBL ndo induziu ingestdo de &gua (3,4 + 0,6 ml/2 h, vs. veiculo NPBL: 2,8 + 0,7 ml/2 h)
[F(3,12) = 2,05; P > 0,05] e NaCl 0,3 M (3,1 £ 0,3 ml/2 h, vs. veiculo NPBL: 1,4 + 0,5 ml/2
h) [F(3,12) = 2,76; P > 0,05]. InjecBes de atropina (2 nmol/0,1 ul) ou ZD 7155 (1 pg/0,1 ul)
no tecido adjacente ao OSF também ndo alteraram a ingestdo de &gua (1,6 £ 0,6 ml/2he 2,9 +
0,9 ml/2 h, respectivamente) e NaCl 0,3 M (0,8 £ 04 ml/2 h e 3,3 £ 1,2 ml/2 h,

respectivamente) (Tabela 5).
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Figura 11 - Ingestdo cumulativa de (A) agua e (B) NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injecao
de carbacol (0,5 nmol/0,1 pl) no OSF que receberam injecGes bilaterais de veiculo ou moxonidina (0,5 nmol/0,2
pl) no NPBL combinadas com injecdo de salina, atropina (2 nmol/0,1 ul) ou ZD 7155 (1 pg/0,1 ul) no OSF.
Valores sdo representados como média £ EPM; n = nimero de animais.



Resultado 71

Tabela 4 — Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injecdo de
carbacol na ASM que receberam injecdes bilaterais de veiculo ou moxonidina no NPBL combinadas com
injecdo de salina, atropina ou ZD 7155 na ASM.

Tratamento Ingestéo de &gua (ml)

n=3 30 min 60 min 90 min 120 min

salina + carb ASM + veiculo NPBL 8,8 +0,7 8,9+0,7 8,9+0,7 9,0+0,6
salina + carb ASM + moxo NPBL 11,3+49 150+36 21,8+59* 26,1+8,1*
atrop + carb ASM + moxo NPBL 02+0,1f 04+02%f 04+02Ff 04+0,2F

ZD + carb ASM + moxo NPBL 02+0,1f 02+01f 02+0,1f 0,2+0,17

Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)

30 min 60 min 90 min 120 min
salina + carb ASM + veiculo NPBL 1,7 +0,5 1,7+0,5 1,7+0,5 1,8+0,5
salina + carb ASM + moxo NPBL 94+44 232+7,7* 29,8+9,0* 32,1+10,4*
atrop + carb ASM + moxo NPBL 10£10  13+12f 1,5+1,1Ff 15+1,1%

ZD + carb ASM + moxo NPBL 15+14 48+421 55+4,6f 55+4,67

Valores sdo representados como média £ EPM; * Diferente de salina + carbacol ASM + veiculo no NPBL;
Diferente de salina + carbacol ASM + moxonidina no NPBL; n = nimero de animais. Atrop, atropina (2
nmol/0,1 ul); carb, carbacol (0,5 nmol/0,1 ul); moxo, moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul); ZD, ZD 7155 (1 pug/0,1 ul).
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Tabela 5 — Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injecdo de
carbacol no tecido adjacente ao OSF que receberam injecOes bilaterais de veiculo ou moxonidina no NPBL
combinadas com injecdo de salina, atropina ou ZD 7155 no tecido adjacente ao OSF.

Tratamento Ingestdo de agua (ml)

n=5 30 min 60 min 90 min 120 min

salina + carb tecido + veiculo NPBL 2,7+0,7 2,7+20,7 28+0,7 28+0,7
salina + carb tecido + moxo NPBL 3,1+0,7 3,3+0,7 3,3+0,7 3,4+0,6
atrop + carb tecido + moxo NPBL 09+04 15+£0,6 15+£0,6 16+0,6

ZD + carb tecido + moxo NPBL 27+10 27+10 28+0,9 29+0,9

Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)

30 min 60 min 90 min 120 min
salina + carb tecido + veiculo NPBL ~ 1,3+0,5 1,3+0,5 1405 14+0,5
salina + carb tecido + moxo NPBL 27+04 29+0,3 31+0,3 3,1+0,3
atrop + carb tecido + moxo NPBL 0,5%0,3 0,7+0,3 0,8+04 0804

ZD + carb tecido + moxo NPBL 21+12 27+11 3,2+1,3 33+1,2

Valores sdo representados como média + EPM; n = nimero de animais. Atrop, atropina (2 nmol/0,1 pul); carb,
carbacol (0,5 nmol/0,1 ul); moxo, moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul); ZD, ZD 7155 (1 pg/0,1 pl).
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4.10. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos que receberam injecdes bilaterais de
moxonidina fora do NPBL apds diferentes pré-tratamentos.

Para confirmar a especificidade do NPBL como o local no qual as injecdes de
moxonidina produzem efeitos na ingestdo de agua e NaCl 0,3 M, foram analisados o0s
resultados de animais nos quais as injecdes foram posicionadas fora do NPBL. Os resultados
analisados foram os de animais que receberam injecOes bilaterais de veiculo ou moxonidina
no tecido adjacente ao NPBL combinadas com injecédo de salina ou droga no VL.

Injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) em tecido adjacente ao
NPBL de ratos tratados com NaCl 2 M ig ndo modificaram a ingestéo de agua (8,1 + 0,7 ml/2
h, vs. veiculo: 6,2 £ 0,9 ml/2 h) [F(3,27) = 16,16; P < 0,05] e NaCl 0,3 M (1,8 + 0,7 ml/2 h,
vs. veiculo: 0,3 £ 0,1 ml/2 h) [F(3,27) = 1,51; P > 0,05]. Nesses animais, 0 pré-tratamento
com injecdo de atropina (20 nmol/1,0 ul) ou losartan (100 pg/1,0 ul) no VL reduziu a
ingestdo de agua (3,4 £ 1,4 ml/2 h e 1,3 £ 0,7 ml/2 h, respectivamente), mas ndo alterou a
ingestdo de NaCl 0,3 M (1,5 £ 1,0 ml/2 h e 0,5 £ 0,2 ml/2 h, respectivamente) induzida por
hiperosmolaridade combinada com moxonidina injetada no tecido adjacente ao NPBL (Tabela
6).

Em ratos normohidratados que receberam injecdo de carbacol (4 nmol/1,0 ul)
no VL, as injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no tecido adjacente ao NPBL
ndo alteraram a ingestdo de agua (7,1 £ 2,8 ml/2 h, vs. veiculo: 6,2 + 1,9 ml/2 h) [F(3,12) =
4,35; P <0,05] e NaCl 0,3 M (2,4 £ 0,9 ml/2 h, vs. veiculo: 1,3 + 0,7 ml/2 h) [F(3,12) = 1,80;
P > 0,05]. O pré-tratamento com injecao de atropina (20 nmol/1,0 ul) ou losartan (100 pg/1,0
pl) no VL aboliu a ingestdo de agua (1,1 £ 0,7 ml/2 h e 0,1 + 0,1 ml/2 h, respectivamente),
sem alterar a ingestdo de NaCl 0,3 M (1,0 £ 0,5 ml/2 h e 0,9 £ 0,4 ml/2 h, respectivamente) de
ratos tratados com injecdo de carbacol no VL que receberam injecdes de moxonidina no
tecido adjacente ao NPBL (Tabela 7).
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Tabela 6 — Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam
injecBes bilaterais de veiculo ou moxonidina no tecido adjacente ao NPBL combinadas com inje¢do de salina,

atropina ou losartan no VL.

Tratamento Ingestdo de agua (ml)
n=10 30 min 60 min 90 min 120 min
salina VL + veiculo fora do NPBL 55+£09 59+0,8 6,2+0,9 6,2+0,9
salina VL + moxo fora do NPBL 7,3+0,7 8,0+0,7 8,1+0,7 8,1+0,7
atropina VL + moxo fora do NPBL 1,4+08* 21+10* 2510 34+14*
losartan VL + moxo fora do NPBL 1,2+0,7 13+0,7* 13+0,7* 13%0,7*
Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)

30 min 60 min 90 min 120 min
salina VL + veiculo fora do NPBL 0,3+0,1 03+0,1 0,3+0,1 03+0,1
salina VL + moxo fora do NPBL 1,7+0,7 1,8+0,7 1,8+0,7 1,8+0,7
atropina VL + moxo fora do NPBL 0,8+0,8 0,9+0,9 15+£1,0 15+£1,0
losartan VL + moxo fora do NPBL 0,2+0,1 0,4+0,2 05+0,2 05+0,2

Valores sdo representados como média + EPM; * Diferente de salina VL + veiculo fora do NPBL e salina VL +
moxonidina fora do NPBL; n = nimero de animais. Atropina (2 nmol/0,1 pl); losartan (1 pg/0,1 pl); moxo,
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl).
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Tabela 7 — Ingestdo cumulativa de &4gua e NaCl 0,3 M em ratos normohidratados tratados com injecdo de
carbacol no VL que receberam injecOes bilaterais de veiculo ou moxonidina no tecido adjacente ao NPBL

combinadas com injecdo de salina, atropina ou losartan no VL.

Tratamento Ingestdo de agua (ml)
n=>5 30 min 60 min 90 min 120 min
sal + carb VL + veiculo forado NPBL  57+2,1 6,2+1,9 6,2+1,9 6,2+19
sal + carb VL + moxo fora do NPBL 6,6+28 71+28 71+28 71+28
atrop + carb VL + moxo forado NPBL 1,0+£0,7 1,1+0,7 1,1+0,7* 11+0,7*
los + carb VL + moxo fora do NPBL 0,0£0,0 01+01* 01+01* 0,1+0,1*
Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml)

30 min 60 min 90 min 120 min
sal + carb VL + veiculo forado NPBL  1,2+0,7 1,3+0,7 1,3+0,7 1,3+0,7
sal + carb VL + moxo fora do NPBL 21+0,8 24+09 24+0,9 24+09
atrop + carb VL + moxo forado NPBL 0,7+0,5 09%0,5 0,9+0,5 1,0£0,5
los + carb VL + moxo fora do NPBL 05+0,3 0,704 0,7+0,4 09+04

Valores sdo representados como média £ EPM; * Diferente de salina + carbacol VL + veiculo fora do NPBL e
salina + carbacol VL + moxonidina fora do NPBL; n = nimero de animais. Atrop, atropina (20 nmol/1,0 pl);
carb, carbacol (4 nmol/1,0 ul); los, losartan (100 pg/1,0 pl); moxo, moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul); sal, salina.
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4.11. Alteracdo na [Ca*']; em células do OSF tratadas com LCEa hiperosmético.

A aplicacdo aguda de LCEa com osmolalidades de 308, 313 e 321 mOsm/kg
preparado com a adicdo de NaCl aumentou a intensidade de fluorescéncia do Fluo-4 em
células sensiveis do OSF (22,1 + 1,2%, 25,4 £ 1,9% e 28,5 £ 4,0%, respectivamente). De
maneira semelhante, quando manitol foi utilizado como soluto para preparar o LCEa com
osmolalidades de 308, 313 e 321 mOsm/kg, a intensidade de fluorescéncia do Fluo-4
observada apds a aplicacdo dessas solugdes também foi aumentada em células sensiveis do
OSF (20,5 + 1,1%, 30,0 £ 5,4% e 24,6 = 2,2%, respectivamente) [F(6,265) = 24,09; P < 0,05]
(Figura 12). Porcentagens significantes de células do OSF foram sensiveis a aplicacdo de
LCEa hiperosmético, ndo havendo diferenca entre as porcentagens de células sensiveis as

solucdes testadas (Tabela 8).
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Figura 12 — Alteracéo na intensidade de fluorescéncia induzida pela aplicacdo aguda de LCEa com diferentes
osmolalidades (308, 313 e 321 mOsm/kg). Os solutos utilizados para aumentar a osmolalidade do LCEa foram
NaCl (barra preta) e manitol (barra cinza). Valores sdo representados como média =+ EPM; nimero de células
representado entre parénteses.

Tabela 8 — Porcentagem de células do OSF sensiveis a aplicagdo aguda de LCEa com diferentes osmolalidades.

Osmolalidade do

Soluto % n
LCEa (mOsm/kg)
308 mOsm/kg NaCl 46,1 35
Manitol 34,9 15
313 mOsm/kg NaCl 46,7 87
Manitol 47,0 8
321 mOsm/kg NaCl 40,3 48
Manitol 45,2 14

Valores sdo representados como porcentagem do nimero total de células testadas. n = nimero de células.
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4.12. Alteracdo na [Ca®']i em células do OSF tratadas com ANG Il e LCEa
hiperosmadtico.

A aplicacdo aguda de ANG Il 0,1 uM ou LCEa hiperosmotico (308 mOsm/kg)
aumentou a intensidade de fluorescéncia do Fluo-4 em células sensiveis do OSF em 33,9 £
2,5% e 24,6 = 1,3%, respectivamente [F(2,336) = 91,23; P < 0,05] (Figura 13). Porcentagens
significantes de células do OSF foram sensiveis apenas a ANG Il (20,0%), LCEa

hiperosmotico (24,2%) ou ambos os estimulos (15,8%) (Tabela 9).
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Figura 13 — (A) Imagem representativa de uma célula do OSF mostrando a intensidade de fluorescéncia do
Fluo-4 durante o periodo basal (esquerda) e ap6s aplicacdo de ANG Il (meio) ou LCEa hiperosmético (LCEa
hiper; direita). (B) Alteracdo na intensidade de fluorescéncia induzida pela aplicacdo aguda de ANG 11 0,1 uM
ou LCEa hiperosmotico (308 mOsm/kg). Valores sdo representados como média + EPM; n = nimero de células.

Tabela 9 - Porcentagem de células do OSF sensiveis a aplicagdo aguda de ANG Il e/ou LCEa hiperosmético.

Estimulo % n

Apenas ANG I 20,0 62
Apenas LCEa hiperosmético 24,2 75
Ambos 15,8 49
Nenhum 40,0 124

Valores sdo representados como porcentagem do nimero total de células testadas. ANG Il (0,1 uM); LCEa
hiperosmoético (308 mOsm/kg); n = nimero de células.
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4.13. Alteracdo na [Ca’]i em células do OSF tratadas com carbacol e LCEa
hiperosmadtico.

A aplicacdo aguda de carbacol 100 uM ou LCEa hiperosmético (308
mOsm/kg) aumentou a intensidade de fluorescéncia do Fluo-4 em células sensiveis do OSF
em 19,5 £ 2,1% e 24,1 + 0,7%, respectivamente [F(2,333) = 232,97; P < 0,05] (Figura 14).
Porcentagem significante de células do OSF foi sensivel apenas ao LCEa hiperosmético
(39,3%). Apenas uma pequena porcentagem das celulas do OSF foi sensivel apenas ao
carbacol (3,1%) ou ao carbacol e LCEa hiperosmotico (6,7%) (Tabela 10).
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Figura 14 — (A) Imagem representativa de uma célula do OSF mostrando a intensidade de fluorescéncia do
Fluo-4 durante o periodo basal (esquerda) e ap6s aplicacdo de carbacol (meio) ou LCEa hiperosmoético (LCEa
hiper; direita). (B) Alteracdo na intensidade de fluorescéncia induzida pela aplicagdo aguda de carbacol 100 uM
ou LCEa hiperosmotico (308 mOsm/kg). Valores séo representados como média £ EPM; n = nlimero de células.

Tabela 10 — Porcentagem de células do OSF sensiveis a aplicagao aguda de carbacol e/ou LCEa hiperosmético.

Estimulo % n

Apenas carbacol 3,1 14
Apenas LCEa hiperosmaético 39,3 176
Ambos 6,7 30
Nenhum 50,9 228

Valores sdo representados como porcentagem do numero total de células testadas. Carbacol (100uM); LCEa
hiperosmoético (308 mOsm/kg); n = nimero de células.
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4.14. Alteracdo na [Ca*"]; em células do OSF tratadas com ANG Il e carbacol.

A aplicagcdo aguda de ANG Il 0,1 uM ou carbacol 100 pM aumentou a
intensidade de fluorescéncia do Fluo-4 em celulas sensiveis do OSF em 44,8 + 25% e 19,0 +
3,4%, respectivamente [F(2,280) = 427,63; P < 0,05] (Figura 15). Porcentagem significante de
células do OSF foi sensivel apenas a ANG 11 (24,9%). Apenas uma pequena porcentagem das
células do OSF foi sensivel apenas ao carbacol (2,6%) ou ao carbacol e ANG Il (2,3%)
(Tabela 11).
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Figura 15 — (A) Imagem representativa de uma célula do OSF mostrando a intensidade de fluorescéncia do
Fluo-4 durante o periodo basal (esquerda) e apds aplicagdo de ANG Il (meio) ou carbacol (direita). (B) Alteragéo
na intensidade de fluorescéncia induzida pela aplicacéo aguda de ANG I1 0,1 puM ou carbacol 100 pM. Valores
sédo representados como média £ EPM; n = nimero de células.

Tabela 11 — Porcentagem de células do OSF sensiveis a aplicacdo aguda de ANG Il e/ou carbacol

Estimulo % n

Apenas ANG II 24,9 66
Apenas carbacol 2,6 7
Ambos 2,3 6
Nenhum 70,2 186

Valores sdo representados como porcentagem do nimero total de células testadas. ANG 1l (0,1 pM); carbacol
(100 pM); n = namero de células.
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5. DISCUSSAO

Semelhante a estudos prévios, os presentes resultados mostram que o bloqueio
do mecanismo inibitério do NPBL com injecdes bilaterais de moxonidina nessa area aumenta
a ingestdo de 4gua e NaCl em ratos tratados com NaCl 2 M ig*™. Os resultados também
mostram que essa resposta é abolida por injecbes de atropina ou losartan no VL ou OSF,
sugerindo que a ingestdo de &gua e NaCl induzida por hiperosmolaridade combinada com
blogueio dos mecanismos inibitorios do NPBL depende da ativacao de receptores colinérgicos
e angiotensinérgicos prosencefalicos. O presente estudo ainda confirma que o tratamento
subcutdneo com FURO + CAP ou injecdes icv de carbacol e ANG Il também induzem

ingestdo de NaCl quando os mecanismos inibitérios do NPBL estio desativados™®**"

, além
de mostrar pela primeira vez que a injecdo de carbacol diretamente no OSF também induz
ingestdo de NaCl, em adicdo a ingestdo de agua, quando moxonidina € injetada no NPBL. Os
resultados ainda sugerem o envolvimento de mecanismos angiotensinérgicos prosencefalicos
nas respostas induzidas por ativagdo colinérgica, visto que a ingestdo de agua e NaCl induzida
por injecdes de carbacol no VL ou no OSF combinadas com injeces de moxonidina no
NPBL é abolida por injecdes de atropina, losartan ou ZD 7155 no VL ou OSF. Por outro lado,
injecBes de atropina no VL néo alteram a ingestdo de agua e NaCl induzida por FURO + CAP
ou injecdes icv de ANG Il combinados com moxonidina injetada no NPBL, sugerindo que 0s
mecanismos colinérgicos centrais ndo estdo envolvidos na ingestdo de dgua e NaCl induzida
por ativacdo de mecanismos angiotensinérgicos combinada com bloqueio dos mecanismos
inibitérios do NPBL, mas o contrario é verdadeiro, isto é, a ingestdo de 4gua e NaCl induzida
por ativacdo de mecanismos colinérgicos combinada com blogueio dos mecanismos
inibitérios do NPBL depende de mecanismos angiotensinérgicos. O presente estudo também
mostra que as respostas observadas apds o blogqueio dos receptores angiotensinérgicos nao
parecem ser decorrentes de acdes inespecificas, visto que injecdes de losartan no VL, embora
reduzam a ingestdo de sacarose 0,06 M, ndo alteram a ingestédo de racdo induzida por privacéao
alimentar por 24 h. Finalmente, os estudos in vitro mostram que estimulos osmoticos,
angiotensinérgico e colinérgico ativam as células dissociadas do OSF e que diferentes
estimulos podem ativar uma mesma célula do OSF. Assim, considerando que: 1) a ingestdo de
NaCl 0,3 M em ratos tratados com NaCl 2 M ig combinado com moxonidina no NPBL
depende dos mecanismos colinérgicos e angiotensinérgicos centrais; 2) a ingestdo de NaCl 0,3
M em ratos tratados com carbacol centralmente combinado com moxonidina no NPBL
depende dos mecanismos angiotensinérgicos centrais; 3) a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos

tratados com ANG Il centralmente combinado com moxonidina no NPBL so é abolida pelo
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tratamento com losartan centralmente, pode-se sugerir que 0s mecanismos angiotensinérgicos
poderiam ser a via final ativada por estes diferentes estimulos para facilitar a ingestdo de
NaCl.

A especificidade do NPBL como local em que injecdes de moxonidina
induzem ingestdo de &gua e NaCl foi confirmada por resultados de animais que receberam
injecOes bilaterais de moxonidina em tecidos adjacentes ao NPBL, nos quais injecOes de
moxonidina ndo modificaram a ingestdo de agua e NaCl induzida por hiperosmolaridade ou
injecbes de carbacol no VL. Estudos prévios também ja mostraram que injecGes de
moxonidina em tecidos adjacentes ao NPBL também n&o alteram a ingestdo de NaCl induzida
por FURO + CAP ou a natriurese e secrecdo de OT induzida por aumento da osmolaridade
plasmatica™*?’. Assim sendo, a facilitagdo da ingestdo de NaCl e reducdo da natriurese e
secrecdo de OT em ratos tratados com NaCl 2 M ig é resultado da ativacdo dos receptores
adrenérgicos o, por injecdes de moxonidina especificamente no NPBL. O presente estudo e
estudos anteriores mostram que a ativagdo de receptores adrenérgicos oy N0 NPBL com
injecBes de moxonidina ou noradrenalina no NPBL aumentam a ingestdo de NaCl induzida
por hiperosmolaridade ou FURO + CAP?"1711921% " Ng entanto, injecSes bilaterais de
moxonidina no NPBL n#o alteram a ingestdo de agua e NaCl em ratos normohidratados?’.
Portanto, a ativagdo de receptores adrenérgicos a, no NPBL aumenta a ingestdo de NacCl
quando os mecanismos facilitatérios sdo simultaneamente ativados, enquanto que apenas a
desativacdao dos mecanismos inibitorios pela ativagao dos receptores adrenérgicos o, em ratos
normohidratados ndo produz efeito algum sobre a ingestdo de NaCl.

A facilitacdo da ingestdo de NaCl observada ap06s a ativagcdo dos receptores
adrenérgicos o, no NPBL contrasta com os efeitos inibitorios induzidos pela ativacdo dos
receptores adrenérgicos oy prosencefalicos. A inje¢do de agonistas adrenérgicos a2 no VL, IlI-
V, ASM, éarea pré-dptica lateral e HL reduz a ingestdo de dgua e NaCl induzida por diferentes

estimulos  dipsogénicos e/ou  natriorexigénicos 1 114119-121,123,124,126

Portanto, os
mecanismos adrenérgicos o, N0 prosencefalo e no NPBL produzem efeitos opostos sobre a
ingestdo de agua e NaCl. O efeito facilitatorio da ativagdo de receptores adrenérgicos a2 N0
NPBL sobre a ingestio de NaCl ndo é causado por uma facilitacdo inespecifica dos
comportamentos ingestivos porque a ingestdo de racdo induzida por privagdo alimentar por 24
horas ou a ingestdo de solucdo de sacarose 0,06 M ndo foram afetadas por injecfes de
moxonidina no NPBL?"1%,

O aumento da osmolaridade plasmética é um potente estimulo para a ingestao

de 4gua e mesmo uma pequena alteracdo de 1 a 2% na osmolaridade plasmatica ja é suficiente
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para iniciar respostas neuroenddcrinas e comportamentais. Segundo a teoria osmométrica da
sede, a quantidade de agua ingerida por humanos ou cées pode ser prevista em funcdo do

aumento na osmolaridade plasmética®

. Além de sede, a hiperosmolaridade também reduz a
excrecdo urinaria de dgua por meio de um aumento na secrecdo de vasopressina, inibe a
ingestdo adicional de solugdo hipertonica de NaCl e induz a excregdo urinaria de sédio, um
efeito mediado pela OT®™. No presente estudo, a sobrecarga intragastrica com 2 ml de NaCl
2 M foi utilizada para aumentar a osmolaridade plasmatica. Esse protocolo induz um aumento
de 4 a 5% na concentracdo serica de sodio e na osmolaridade plasmatica, sem alterar a
concentracdo sérica de proteina, ou seja, sem alterar o volume plasmético®.

A sobrecarga intragastrica de solugdes hipertdnicas em concentracbes que
aumentam a osmolaridade na circulacdo porta hepatica, mas sem alterar a osmolaridade
sistémica, induz ingestdo de agua e aumenta a secre¢do de vasopressina e a expressdo da
proteina Fos no NPV, NSO, NTS, AP e NPBL**?"#1% Essas respostas parecem ser
mediadas pelos osmorreceptores periféricos que enviam informacdes para o encéfalo através

do nervo vago®’®

. Quando a sobrecarga intragastrica € mais pronunciada e a osmolaridade
sistémica é elevada, 0os osmorreceptores centrais presentes nos OCVs também sdo ativados,
induzindo respostas comportamentais e neuroendocrinas. Diversos estudos ja mostraram que a
sobrecarga intragastrica de solucGes hipertonicas de NaCl induz sede e aumento na secrecao
de vasopressina e OT® 717172197198 “ Aq respostas induzidas pelo aumento da osmolaridade
sistémica sdo reduzidas ou até mesmo abolidas pela lesdo de 6rgéos circunventriculares'®” 1%
204 Estudando-se a expressdo da protefna Fos verificou-se que um pequeno aumento na
osmolaridade plasmaética induz expressdo da proteina Fos no NSO e no NPV, sem aumentar a
expressdo de Fos no OSF, enquanto que um grande aumento na osmolaridade plasmatica,
além de ativar o NSO e o NPV, também induz a expressdo da proteina Fos no OSF2%>2%,
Dessa forma, a importancia do OSF para as respostas induzidas por hiperosmolaridade foi
colocada em duvida. No entanto, estudos subsequentes mostraram que a desconexdo do OSF
por meio de um corte no nivel da comissura anterior reduz a ingestdo de agua e a expressao da
proteina Fos no NSO e no NPV induzida por hiperosmolaridade moderada ou intensa®®?%,
Além disso, a injecdo do anestésico lidocaina no OSF reduz a resposta excitatoria de células
do NPV induzida por infusdo intracarotidea de solucdo hipertdnica®*. Esses resultados
sugerem a importancia do OSF para a ativacdo das areas hipotalamicas durante a
hiperosmolaridade.

Estudos eletrofisioldgicos revelaram a existéncia de células osmossensiveis no

OSF ao demonstrar que solugdes hiperosmoticas despolarizam e aumentam a frequéncia de
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disparo de células do OSF isoladas ou em fragmentos de tecido®*®. O presente estudo
também contribui com essas evidéncias ao mostrar que a aplicacdo aguda de estimulos
osmoticos causa influxo de célcio nas células do OSF, representado pelo aumento na
intensidade de fluorescéncia do Fluo-4. As solucbes de LCEa com osmolalidades de 308, 313
e 321 mOsm/kg utilizadas no presente estudo correspondem, respectivamente, a aumentos de
5, 7,5 e 10% na osmolaridade basal (290,8 + 1,2 mOsm/kg)*®’. Em ratos, a privacdo hidrica
ou a ingestdo de racdo seca induzida por privacdo alimentar por 24 horas induzem um
aumento de aproximadamente 2,5% na osmolaridade plasmatica®"?%. A habilidade intrinseca
de detectar alteragdes na osmolaridade dos neurénios do OSF reforca a ideia de que essa
regido tem um papel importante na osmorregulagdo. Estudos em mamiferos também
mostraram a presenca de neurénios osmossensiveis no OVLT. A lesdo do OVLT sozinha ou
combinada com lesdo do OSF reduz a ingestdo de agua induzida por infusdo endovenosa de
NaCl hipertonico®*?®2°  Ainda, a hiperosmolaridade também aumenta a expressio da

! e a frequéncia de disparo®#?2 de neurdnios do OVLT. O aumento na

proteina Fos*
frequéncia de disparo de neurdnios do OVLT é mantido mesmo apds o bloqueio sinaptico®
ou a dissociagdo das células®*?, reforcando a hipétese de que as células do OVLT sdo
osmossensiveis. Em humanos, a analise de imagens obtidas por ressonancia magnética
funcional de pacientes com osmolaridade plasmética aumentada por infusdo endovenosa de
NaCl hipertbnico mostrou que a hiperosmolaridade aumenta o fluxo sanguineo na lamina
terminal, um indicativo de ativag&o neuronal nessa regio**.

A vasopressina e a OT sdo sintetizadas por células magnocelulares do NSO e
NPV2425 A frequéncia de disparo das células magnocelulares varia em funcdo da
osmolaridade de maneira diretamente proporcional®*®?'’. Estudos anatémicos ja mostraram
projecdes anatdmicas do OSF e OVLT para 0 NPV e NSO%#1829 A ativacdo dos neurdnios
do OSF aumenta a excitabilidade de células, provavelmente células magnocelulares, no NPV
e NSO?%?2_ Além disso, a osmossensibilidade intrinseca das células magnocelulares do NSO
também ja foi descrita’®. Embora o NSO n#o seja livre de barreira hematoencefélica, a
densidade de capilares que irrigam o NSO é quatro vezes maior do que a de outros nucleos

hipotalamicos®®

. Ainda, o diametro dos capilares no NSO é significativamente menor do que
em outras areas. Essa combinacdo de grande densidade de capilares e o diametro reduzido
desses capilares facilita o fluxo de &gua através do endotélio capilar, possibilitando que a
osmolaridade sistémica influencie o volume das células do NSO??. Dessa forma, além de
ativar 0os osmorreceptores localizados nos 6rgaos circunventriculares, ainda é possivel que o

aumento na osmolaridade plasmatica induza secrecdo de vasopressina e OT por agdo direta
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nas ceélulas magnocelulares do NSO. No entanto, a resposta global dos neur6nios
magnocelulares frente a alteragcfes na osmolaridade resulta da integracdo de todas as
informacBes osmossensoriais, compreendendo a osmossensibilidade intrinseca desses
neurdnios e as informacdes provenientes dos osmorreceptores periféricos e centrais??°.

Muito do que se sabe até hoje sobre a atividade dos osmorreceptores é
resultado de trabalhos feitos em células magnocelulares. O registro de células magnocelulares
em fatias do encéfalo mostrou que o estimulo osmotico aumenta a frequéncia de disparo
dessas células por despolarizacdo do potencial de membrana através da ativacdo de correntes
de cations nao-seletivas?®*?*"?® Esse aumento na condutancia de cations causado pela
hipertonicidade é coincidente com a reducéo do volume celular®®?*. A reducéo do volume
celular causada por succdo do contetdo celular para o interior da pipeta de registro de patch-
clamp despolariza as células magnocelulares e aumenta a corrente de cation, enquanto que o
aumento do volume celular atenua a condutancia basal de cétion e reduz a frequéncia de
disparos causando hiperpolarizacdo nas células magnocelulares®®*?%,

Os canais de cation da familia dos receptores de potencial transiente vaniloide
(TRPV) sdo os possiveis responsaveis pelo aumento na condutancia de cations durante a
hiperosmolaridade. O TRPV4 foi a primeira proteina osmossensivel a ser demonstrada®*?. Em
ratos, 0 TRPV4 é expresso no OSF, OVLT, NPV e NSO%2%3_Camundongos nocaute para
TRPV4 (trpv4™) ingerem menos dgua e secretam menos vasopressina em situacdes de
hiperosmolaridade em comparacdo com camundongos selvagens®*. Embora esses dados
sugiram um papel do TRPV4 na osmorregulacédo, existem algumas divergéncias na literatura.
Ciura e colaboradores demonstraram que a despolarizagéo de neurénios do OVLT depende da
expressdo de TRPV1 e ndo do TRPV4?*. Camundongos trpvl’ ndo secretam vasopressina

236

em resposta ao estimulo hiperosmotico“™. Ainda, a alteracdo no potencial de membrana e

aumento na frequéncia de disparo de células magnocelulares induzida por hiperosmolaridade

172% Esses camundongos trpvl™”

ndo sdo observados em células de camundongos trpv
também tem uma menor ingestdo de agua em resposta a hiperosmolaridade plasmatica
comparados com camundongos selvagens®*2. Apesar da divergéncia entre os dados da
literatura, esses resultados sugerem que 0 gene trpv € necessario para as respostas
osmorregulatorias.

O OSF, OVLT, NPV e NSO ainda expressam canais de sddio ndo dependentes
de voltagem e sensiveis ao diurético amilorida denominados canais epiteliais de sdédio
(ENaC)?'. Esses canais também sdo expressos na membrana de células epiteliais de varios

tecidos, tais como bexiga, duto coletor renal, glandulas sudoriparas e salivares, pulmdes e
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botdes gustativos da lingua, onde realizam transporte do fon sédio através do epitélio 2424,

Miller e colaboradores mostraram que as células dos OCVs que expressdo ENaC sédo ativados
pelo aumento da osmolaridade plasmatica®*’. O aumento na expressdo ou na atividade do
ENaC gera um influxo de célcio nas células e isso eleva o potencial de acdo para valores
proximos ao limiar do potencial de acéo, aumentando a excitabilidade neuronal. Além disso, o
ENaC é um importante determinante do potencial de repouso em células magnocelulares do
NPV e NSO?**. Dessa forma, é possivel que a presenca e ativacio do ENaC altere o padrdo de
disparo das células, o que em ultima instancia ird modular a secrecdo de vasopressina e OT
pelas células magnocelulares do NPV e NSO e, portanto, é possivel que os ENaCs sejam 0s
receptores de sddio responsaveis pela regulacdo da concentracdo extracelular de sodio. Os
experimentos in vitro apresentados no presente estudo mostram que as células dissociadas do
OSF sdo sensiveis ao LCEa hiperosmético independente do soluto utilizado para aumentar a
osmolalidade. Dessa maneira, é possivel que as células do OSF sejam sensiveis apenas a
osmolalidade da solucéo ou sensiveis tanto a osmolalidade quanto ao contetido de sédio da
solucdo. No entanto, com base nos dados da literatura que mostram a expressao de TRPV e
ENaC nas células do OSF, € possivel que tanto a osmolalidade quanto o contetido de sodio
das solugdes tenham promovido a ativagdo das células dissociadas do OSF, promovendo um
influxo de célcio percebido pelo aumento da intensidade de fluorescéncia do Fluo-4.

Por muito tempo acreditou-se que o aumento da osmolaridade facilitasse

apenas ingestdo de 4gua, mas ndo de NaCI****

gue nesta condicdo estaria apenas sob acdo de
um mecanismo inibitério. A secrecdo de OT também aumenta pela hiperosmolaridade,
resultando em aumento da excrecéo urinaria de sédio e inibicdo da ingestdo de NaCl’**%,
Contrariando os conceitos tradicionais, estudos de nosso laboratdrio mostraram que ratos com
osmolaridade plasméatica aumentada por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M, além de
ingerir 4gua, também apresentam intensa ingestdo de NaCl 0,3 M quando 0s mecanismos
inibitérios do NPBL sdo blogueados por injecdes bilaterais de metisergida ou

moxonidina’**"

. Em concordancia com esses estudos prévios, os presentes resultados
também mostram que a sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M, além de induzir ingestdo de
agua, também induz ingestdo de NaCl em animais tratados com moxonidina no NPBL.
Segundo modelo proposto por De Luca Jr. e colaboradores'’?, a hiperosmolaridade ativa
mecanismos que induzem a sede e 0 apetite ao sodio; porém, paralelamente também ativaria
0s mecanismos inibitérios do NPBL que neutralizariam os efeitos facilitatérios da ingestdo de
NaCl. Recentemente foi mostrado que o bloqueio dos mecanismos inibitérios do NPBL com

injecdes de moxonidina nessa area tambeém reduz o aumento na secrecéo de OT e a natriurese
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induzida por hiperosmolaridade’. Dessa forma, é possivel que a inibicdo do apetite ao sédio
durante condigdes de hiperosmolaridade seja dependente da ativacdo de mecanismos
ocitocinérgicos centrais por uma via da qual o NPBL faz parte. Quando o NPBL € bloqueado
por injecdes de metisergida ou moxonidina, 0 mecanismo ocitocinérgico central deixa de ser
ativado, liberando a ingestéo de NaCl.

Os mecanismos colinérgicos tém sido relacionados com o controle da ingestao

de égua36-39,49,243,244

. Injecdes icv de agonistas colinérgicos induzem uma intensa resposta
dipsogénica e a lesdo eletrolitica da regido AV3V ou do OSF abole a ingestdo de agua
induzida por injecdo icv de carbacol**°. A importancia dos receptores colinérgicos do OSF
para a ingestdo de &gua também foi demonstrada pela resposta dipsogénica induzida por
injecdo de carbacol no VL ou mais especificamente no OSF*’. Estudos mais recentes e 0s
presentes resultados sugerem que 0s mecanismos colinérgicos centrais também estdo
envolvidos com o controle da ingestdo de sédio'"**"®**°_ A ingestdo de NaCl induzida por
injecdes de muscimol no NPBL é reduzida pelo bloqueio dos receptores colinérgicos
muscarfnicos com injecéo de atropina no VL ou no OSF"®?%*. Carbacol injetado no VL, além
de induzir ingestao de agua, também induz ingestdo de NaCl quando metisergida € injetada no
NPBL'"®, Os presentes resultados ainda mostram que a injecdo de carbacol diretamente no
OSF também induz ingestdo de NaCl em animais que receberam injeces de moxonidina no
NPBL e o pré-tratamento com atropina no OSF blogueia essa resposta. Além disso, o presente
estudo também mostrou que os animais que receberam injecdes de carbacol na ASM também
ingeriram NaCl ap6s o bloqueio dos mecanismos inibitérios do NPBL e essa resposta foi
bloqueada pela injecéo de atropina na ASM. A ASM é uma area importante para as respostas
induzidas pela ativacao colinérgica central e a lesdo dessa area reduz as respostas pressora e
dipsogénica induzidas por injecdo de carbacol no VL*%. Portanto, os resultados do presente
estudo confirmam que os mecanismos colinérgicos centrais além de estarem envolvidos com
a ingestdo de agua, tambem facilitam a ingestdo de NaCl com a participacdo especificamente
de receptores colinérgicos muscarinicos prosencefalicos.

Semelhante ao que foi proposto para a hiperosmolaridade, estudos prévios
sugeriram que a infusdo icv de carbacol induz ingestdo de agua, porém inibe a ingestdo de
NaCI***?*® No entanto, como mostraram 0s presentes e prévios resultados, a injecéo icv de
carbacol também induz ingestdo de NaCl 0,3 M quando os mecanismos inibitérios sdo
desativados por injecOes de metisergida ou moxonidina no NPBL'". Além disso, carbacol
injetado centralmente induz aumento na pressdo arterial, secrecdo de vasopressina e

natriurese®®*®*°, Essas respostas também s&o induzidas por hiperosmolaridade plasmatica,
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sugerindo que 0s mecanismos colinérgicos centrais possam participar das respostas induzidas
por ativacdo dos osmorreceptores. A injecdo icv de NaCl hiperosmotico aumenta a expressao
da proteina Fos no OSF, MnPO, NPV e NSO e o pré-tratamento com injecdo icv de atropina
reduz essa expressao da proteina Fos no MnPO, NPV e NSO, mas ndo no OSF'®*. Lee e
colaboradores também mostraram que a ingestao de dgua induzida por privacgdo hidrica por 48
horas é reduzida por injecdo icv de atropina®’. Os presentes resultados mostram que o0
bloqueio dos receptores colinérgicos com injecdes de atropina no VL ou diretamente no OSF
reduz a ingestdo de agua e NaCl em ratos tratados com NaCl 2 M ig que receberam injecéo de
moxonidina no NPBL, sugerindo que mecanismos colinérgicos centrais e particularmente do
OSF estariam envolvidos nestas respostas que dependem da ativagdo de osmorreceptores.

Em alguns ratos utilizados no presente estudo, as injecGes que deveriam ser
feitas no OSF, alcancaram na verdade a ASM, o I11-V ou o tecido adjacente ao OSF. Quando
atropina ou losartan foram injetados no IlI-V ou no tecido adjacente ao OSF ndo foram
observadas alteragdes na ingestdo de dgua e NaCl em ratos tratados com NaCl 2 M ig que
receberam injecfes de moxonidina no NPBL. Porém, quando as injecdes de atropina ou
losartan foram feitas na ASM, foi observado reducdo da ingestdo de agua e NaCl em ratos
tratados com NaCl 2 M ig que receberam injecdes de moxonidina no NPBL. Em concordancia
com esse resultado, estudos anteriores ja haviam mostrado que a natriurese induzida por
injecdo de NaCl hipertdnico no I11-V é reduzida pela injecdo de atropina na ASM, sugerindo
gue a ASM possui interacdo com areas periventriculares sensiveis a alteracbes na
osmolaridade no LCE, como o OSF, por exemplo®®. Estudos também demonstraram que a
ASM tem um importante papel nas respostas pressora e natriurética induzidas pela injecao de
carbacol no OSF e nas respostas pressora e dipsogénica induzidas pela injegédo de ANG Il no
OSF, uma vez que a lesdo da ASM provocou intensa reducdo dessas respostas®*®. Dessa
forma, estudos prévios sugerem que ha uma interacao entre 0s mecanismos da ASM e do OSF
e essa interacdo poderia explicar a reducdo da ingestdo de agua e NaCl apos injecOes de
atropina ou losartan tanto no OSF quanto na ASM em ratos tratados com NaCl 2 M ig ou com
ativacdo colinérgica central que receberam inje¢cGes de moxonidina no NPBL. Estes
resultados ampliam o que se sabia até hoje sobre a interacdo entre as vias ativadas por
hiperosmolaridade e mecanismos colinérgicos ao mostrar que a ingestdo de NaCl induzida por
hiperosmolaridade combinada com bloqueio dos mecanismos inibitorios do NPBL ¢ abolida
por injecdes de atropina no VL, OSF ou ASM, sugerindo que estas respostas induzidas por
hiperosmolaridade dependem da ativacdo de mecanismos colinérgicos prosencefalicos,
particularmente da ASM e OSF.
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A injecdo central de ANG Il induz respostas cardiovasculares e
comportamentais®®®. A ANG Il é um potente estimulo para a ingestdo de &gua, sendo
observado um aumento imediato na ingestdo de agua apds injecdo de ANG Il em diversas
areas encefalicas®®"?°%%°2 A ativacdo dos mecanismos angiotensinérgicos centrais também
induz um aumento gradativo e lento da ingestdo de NaCI®**3. No entanto, quando o
mecanismo inibitério do NPBL é bloqueado por inje¢cdes de metisergida, a injecdo de ANG I
no VL induz imediatamente uma intensa ingestdo de NaCl 0,3 M**?, Esses resultados foram
confirmados por estudos prévios’® e pelos presentes resultados que também mostram uma
répida e intensa inducdo da ingestdo de NaCl por injecbes de ANG Il no VL ou no OSF
combinadas com bloqueio dos mecanismos inibitérios com injecGes de metisergida ou
moxonidina no NPBL. A injecdo icv de ANG Il induz expressdo da proteina Fos no OSF,
OVLT e em neurdnios magnocelulares do NPV e NSO e ap0s a ingestdo de dgua, a expressao
de Fos é reduzida nos neurdnios magnocelulares do NPV e NSO®*. Portanto, uma possivel
explicacdo para a diferenca temporal entre a ingestdo de 4gua e NaCl é que a ANG Il ativa o
mecanismo ocitocinérgico, inibindo a ingestdo de NaCl. No entanto, a ingestdo de dgua causa
diluicdo dos liquidos corporais, 0 que inibiria 0 mecanismo ocitocinérgico, liberando a
ingestdo de NaCI®"*. Assim como injecées de ANG 11, a hiperosmolaridade também aumenta
a expressdo da proteina Fos no NPV e NSO® e a secrecdo de OT’. InjecBes de moxonidina no
NPBL reduzem o aumento na secrecdo de OT induzida por hiperosmolaridade’. Dessa forma,
é possivel que injecdes de moxonidina no NPBL também reduzam a ativacdo dos mecanismos
ocitocinérgicos centrais induzida pela ANG Il. Essa hipétese explicaria a rapida e intensa
ingestdo de NaCl nos animais tratados com ANG Il no VL ou OSF quando os mecanismos do
NPBL estdo bloqueados e futuros estudos poderdo testar essa possibilidade.

Os mecanismos angiotensinérgicos também estdo envolvidos com as respostas
induzidas por hiperosmolaridade'®?*?* A infusdo de losartan reduz a ingestdo de agua
induzida por hiperosmolaridade em vacas, ovelhas, coelhos, ratos e camundongos®®®?%!,
sugerindo que a sede induzida por hiperosmolaridade parece ser mediada por ANG II. O
bloqueio de receptores AT; também reduz a natriurese, hipertensdo e secrecdo de
vasopressina induzida por hiperosmolaridade®®2>*. Além disso, também ja foi mostrado que o
aumento na expressao da proteina Fos no MnPO, NPV e NSO induzido por
hiperosmolaridade é reduzido por injecdes icv de losartan'®. No presente estudo, o pré-
tratamento com losartan no VL aboliu a ingestdo de dgua e NaCl em ratos tratados com
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M combinada com moxonidina no NPBL, sugerindo que a

atividade de mecanismos angiotensinérgicos € importante para a ingestdo de agua e NaCl
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nesta condigcdo. Portanto, as respostas induzidas por aumento da osmolaridade parecem ser
mediadas por uma via angiotensinérgica central. Como 0s mecanismos colinérgicos também
participam das respostas induzidas pela hiperosmolaridade, os resultados prévios e presentes
sugerem que existe uma interacdo entre mecanismos colinérgicos e angiotensinérgicos no
controle das respostas produzidas pelo aumento da osmolaridade plasmatica.

Os presentes resultados mostram que também a ingestdo de agua e NaCl
induzida por injecdes de carbacol no VL ou OSF em ratos que receberam injecdes de
moxonidina no NPBL é abolida por injecdes de losartan no VL ou OSF. Por outro lado, a
ingestdo de NaCl induzida por injegédo icv de ANG Il ou FURO + CAP combinados com
injecdo de moxonidina no NPBL ndo é modificada pelo pré-tratamento com injecdes de
atropina no VL, embora a ingestdo de dgua seja reduzida. Assim, evidencia-se claramente que
0S mecanismos colinérgicos ndo participam da ingestdo de NaCl induzida por ativacdo de
mecanismos angiotensinérgicos quando 0s mecanismos inibitérios do NPBL estdo
desativados. Por outro lado, a reducédo da ingestéo de agua induzida por injecdo icv de ANG Il
ou por FURO + CAP combinados com injecdo de moxonidina no NPBL em ratos pré-tratados
com injecdes de atropina no VL poderia indicar que mecanismos colinérgicos também
participariam da ingestdo de agua nesta condicdo. Mas neste caso, é preciso levar em conta
que uma parte significativa do aumento da ingestdo de agua poderia ser devido ao efeito de
aumento de osmolaridade plasmatica causada pela excessiva ingestdo de NaCl hipertdnico, ou
seja, seria ingestdo de &gua que ocorre pela ativacdo de osmorreceptores. Como discutido
anteriormente, a ingestdo de agua induzida por ativacdo de osmorreceptores depende de
mecanismos colinérgicos centrais que seriam bloqueados pela atropina, reduzindo o aumento
da ingestdo de agua nesta condicdo. Assim, pode-se sugerir que a resposta dipsogénica
decorrente da acdo direta da ANG Il ndo foi modificada pelo tratamento com atropina a
semelhanca do que ocorreu com a ingestdo de NaCl. De qualquer forma, experimentos com
acesso apenas a uma bureta contendo agua (teste de bebedouro Gnico) seriam importantes para
uma concluséo final neste caso.

A interacdo entre os mecanismos colinérgico e angiotensinérgico é bastante
controversa na literatura. Alguns estudos mostram que a inibicdo dos mecanismos
angiotensinérgicos bloqueia a resposta pressora e dipsogénica da ANG II, sem alterar a

resposta da estimulagdo colinérgica®®*?*,
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De maneira semelhante, os antagonistas
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colinérgicos nao interferem ou reduzem parcialmente“™ os efeitos da ANG Il na presséo

arterial e sede. No entanto, outros estudos mostram que a resposta pressora da ANG Il é

187

mediada em partes pela acetilcolina™’. Ainda existem relatos que o bloqueio de receptores
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angiotensinérgicos AT; bloqueia a resposta pressora e a natriurese induzida por
injecdo de carbacol no VL. Em relagdo a ingestdo de NaCl, ndo existem relatos sobre a
interacdo entre os mecanismos colinérgicos e angiotensinérgicos. Contudo, o presente estudo
claramente sugere a interacdo entre esses mecanismos no controle da ingestdo de agua e NaCl,
inclusive em vias ativadas pelos osmorreceptores.

A fim de se verificar se a injecdo icv de losartan reduziria de maneira
inespecifica qualquer comportamento ingestivo, foram testados os efeitos da injecdo icv de
losartan na ingestdo de sacarose 0,06 M e ingestdo de racdo induzida por privacdo alimentar
por 24 horas. Os resultados mostraram que o tratamento prévio com losartan no VL de
animais normohidratados reduziu a ingestdo de sacarose 0,06 M, sem alterar a ingestdo de
agua. Ainda, injecdes icv de losartan ndo alteraram a ingestao de racdo induzida por privacédo
alimentar por 24 horas, embora tenham reduzido a ingestdo de agua associada a alimentacéo.
A reducéo da ingestdo de sacarose 0,06 M em animais tratados com losartan no VL sugere
uma possivel acéo inespecifica do losartan. No entanto, estudos recentes demonstraram que a
atividade do nervo corda do timpano observada apds aplicacdo de solucdo de sacarose 500
mM diretamente na lingua de animais anestesiados é aumentada significativamente pelo pré-

tratamento com ANG 112"

. Ainda, o antagonismo de receptores AT; em animais privados de
agua reduz a taxa de lambidas em solucdo de sacarose, sugerindo que a ANG Il seja um
modulador da sensibilidade ao sabor doce’”*. Dessa maneira, é possivel que a reducéo da
ingestdo de sacarose 0,06 M em animais tratados com losartan icv seja devido a alteracdo da
percepcao do sabor doce da solucdo de sacarose 0,06 M. Também contrario a hipétese de acao
inespecifica do losartan, os presentes resultados mostram que losartan injetado no VL néo
altera a ingestdo de ragdo em animais privados de alimento por 24 horas, embora reduza a
ingestdo de agua nesses animais. Estudos prévios demonstraram que a ingestdo de agua
associada a alimentacdo é dependente da ativacdo de diversos mecanismos, tais como o

aumento na concentracdo plasméatica de ANG [1260272:273

e sinais osmoticos produzidos pela
ingestdo de ragdo seca’®. No presente estudo demonstramos que o bloqueio dos mecanismos
angiotensinérgicos prosencefalicos abole a ingestdo de agua induzida por hiperosmolaridade.
Portanto, a reducdo da ingestdo de &gua em animais privados de ragdo por 24 horas parece ser
devido ao bloqueio dos sinais facilitatorios angiotensinergicos ou osmorregulatérios gerados
pela ingestao de racéo.

O presente estudo ainda mostra que as células dissociadas do OSF sdo
sensiveis a aplicacdo de ANG Il e carbacol, demonstrado pelo aumento na intensidade de

fluorescéncia do indicador de calcio Fluo-4 (resultado j& publicado em artigo cientifico; ver
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apéndice no final da tese). Esse resultado estd de acordo com estudos anteriores que
mostraram que a ativacdo de receptores angiotensinérgicos e colinérgicos ou o aumento da
osmolaridade despolarizam e aumentam a frequéncia de disparo de células do OSF3327427",
Além disso, a injecdo de ANG Il e de agonistas colinérgicos diretamente no OSF induz
ingestdo de 4&gua®’9e318027829 5 OSF ainda é importante para as respostas
osmorregulatérias induzidas por aumento da osmolaridade plasmatica®*3*?**. A sensibilidade
dos neurdnios do OSF a mais de um estimulo foi descrita por diversos estudos, ja tendo sido
demonstrado neurdnios sensiveis a ANG Il e osmolaridade?®®, ANG Il e ANP?®!, ANG Il e

calcitonina®®

, ANG I e estrogénio®® e leptina e amilina®®. No presente estudo mostramos
que estimulo osmético, ANG 1l e carbacol foram capazes de ativar as células do OSF e
promover um influxo de calcio. A analise da porcentagem das células sensiveis a cada
estimulo revela que grande parte das células do OSF sdo sensiveis a0 aumento na
osmolaridade e aproximadamente 50% dessas células também sdo sensiveis a ANG II.
Coerente com essa sensibilidade de algumas células ao estimulo osmotico e a ANG Il, Zhang
e colaboradores ja haviam demonstrado que a ANG Il potencializa o aumento na frequéncia
de disparos induzido por hiperosmolaridade em células magnocelulares do NSO,
Curiosamente, no presente estudo encontramos poucas células sensiveis a aplicacdo aguda de
carbacol. Néo é possivel determinar exatamente 0 motivo dessa baixa porcentagem de células
responsivas ao estimulo colinérgico. Pode ser que as células do OSF mantidas em cultura
alterem a expressdo ou internalizem os receptores colinérgicos ou até mesmo que 0S
receptores de membrana tenham sido perdidos durante o processo de dissociacao, resultando
em células ndo responsivas. De qualquer maneira, todos os estimulos testados foram capazes
de ativar as células e foram observadas células sensiveis a apenas um ou a ambos os estimulos
testados.

Levando em consideracdo que o blogueio de receptores colinérgicos ou
angiotensinérgicos reduz a ingestdo de agua e NaCl induzida por NaCl 2 M ig combinado
com injecdes de moxonidina no NPBL e a existéncia de células sensiveis a ambos os
estimulos colinérgico e angiotensinérgico, seria possivel atropina e losartan bloguear 0s
receptores colinérgicos e angiotensinérgicos expressos por uma mesma célula e, por isso,
inibirem de forma semelhante 0 comportamento ingestivo. Os resultados do presente estudo
também mostram que 0s mecanismos colinérgicos e angiotensinérgicos prosencefalicos séo
ativados pela hiperosmolaridade e que os mecanismos colinérgicos dependeriam dos
mecanismos angiotensinérgicos, enguanto que 0s mecanismos angiotensinérgicos poderiam

atuar de forma independente dos mecanismos colinérgicos. Assim, uma possibilidade também



Discussao 96

seria 0s neurdnios osmossensiveis, colinérgicos e angiotensinérgicos estarem organizados em
série, embora alguns neurdnios possam ser ativados por mais de um estimulo. Ao mostrar que
0s opioides enddgenos estdo envolvidos nas vias ativadas por ANG Il e hiperosmolaridade,
Wilson e colaboradores sugeriram que os estimulos hiperosmotico e angiotensinérgico
induzem sede por ativacdo de uma mesma projecdo neuronal®®®. Semelhante ao estudo de
Wilson e colaboradores, os presentes resultados também sugerem que diferentes estimulos
ativam uma mesma via de facilitacdo, provavelmente angiotensinérgica, da ingestao de agua e
NaCl. Essa hipotese é reforcada por dados eletrofisiologicos obtidos pelo registro de células
do encéfalo de animais anestesiados que mostram que a ANG Il aumenta a atividade de
células do OSF e esse efeito é bloqueado pelo antagonista de receptores AT, saralasina, mas
ndo pela atropina; no entanto, as respostas induzidas pela acetilcolina sdo bloqueadas tanto
pela atropina, quanto pela saralasina®®. Como esses dados foram obtidos pelo registro de
celulas que apresentavam suas conexfes normais no encéfalo, é possivel que a acetilcolina
tenha promovido a liberagdo de ANG Il por neurdnios do OSF e essa ANG Il liberada
localmente, por sua vez, ativou os neurdnios registrados pelos pesquisadores; ja quando 0s

receptores AT, estdo bloqueados pela saralasina, essa ativacdo nao ocorre.
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6. CONCLUSAO

Os presentes resultados mostram que a ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida
por hiperosmolaridade ou injecdes de carbacol no VL ou OSF combinadas com bloqueio dos
mecanismos inibitorios do NPBL é abolida pelo bloqueio dos receptores colinérgicos e
angiotensinérgicos prosencefalicos, particularmente da ASM e do OSF. Como o bloqueio dos
mecanismos angiotensinérgicos abole a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M produzida pela
ativacdo de mecanismos colinérgicos combinada com bloqueio dos mecanismos inibitorios do
NPBL, mas o contrario ndo ocorre, pode-se sugerir que diferentes estimulos, tais como
hiperosmolaridade e ativagdo colinérgica central, facilitam a ingestdo de NaCl atraves da
ativacdo de mecanismos angiotensinérgicos centrais.

A Figura 16 mostra um modelo esquematico de possiveis mecanismos e
conexdes entre areas centrais envolvidas no controle da ingestdo de NaCl e &gua. Os sinais
inibitérios para a ingestdio de NaCl e A&gua, tais como a ativacdo de receptores
cardiopulmonares, barorreceptores, receptores gustativos e sinais humorais, chegariam a
AP/NTS e entdo ativariam o NPBL. Os neurotransmissores envolvidos na ativacdo do
mecanismo inibitério do NPBL sdo a 5-HT, CCK, CRH e o glutamato. J& os opioides,
noradrenalina, ATP e GABA desativam 0s mecanismos do NPBL. O NPBL, por sua vez,
emite projecdo inibitéria para uma area central integrativa que talvez seja 0 CeA. Em
contrapartida aos sinais inibitorios provenientes do NPBL que chegam a area central
integrativa, sinais facilitatérios também chegam a essa area integrativa. Os sinais facilitatorios
poderiam ser sinais provenientes do OSF que é ativado pela acdo da ANG Il nos receptores
AT,, acdo da acetilcolina nos receptores colinérgicos muscarinicos ou pelo aumento da
atividade dos osmorreceptores decorrente do aumento na osmolaridade plasmatica. Embora
ndo se possa descartar totalmente outras possibilidades, como a de receptores
angiotensinérgicos e colinérgicos estarem localizados no mesmo neurdnio, € possivel que os
neuronios do OSF estejam organizados em série da seguinte maneira: osmorreceptores
ativados pela hiperosmolaridade levem a ativacdo de mecanismos colinérgicos que, por sua
vez, ativam vias angiotensinérgicas, como ilustrado na Figura 16. A ingestdo de NaCl
dependeria da ativacdo da area integrativa que recebe sinais inibitdrios e facilitatorios. Sendo
assim, a saciedade ou o apetite ao sodio provavelmente é o resultado da agédo de sinais opostos
que chegam a area integrativa. Se os sinais inibitorios forem predominantes, o resultado é a
saciedade; no entanto, se os sinais predominantes forem facilitatérios, o resultado é o apetite

ao sodio.
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Figura 16 - Diagrama esquematico baseado em estudos prévios em ratos e nos resultados da presente tese
mostrando a modulagdo dos mecanismos inibitérios do NPBL por diferentes neurotransmissores e a interagdo
entre 0s mecanismos inibitdrios do NPBL e mecanismos facilitatorios prosencefalicos envolvidos no controle da
ingestdo de &gua e NaCl. +, excitagdo; -, inibicdo; 5-HT, serotonina; ANG Il, angiotensina Il; AP, area postrema;
ATP, trifosfato de adenosina; CCK, colecistocinina; CeA, ntcleo central da amigdala; CRH, horménio liberador
de corticotrofina; GABA, &cido y-aminobutirico; NPBL, nlcleo parabraquial lateral; NTS, ndcleo do trato
solitario; OSF, 6rgéo subfornical.
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ANGIOTENSINERGIC AND CHOLINERGIC RECEPTORS OF THE
SUBFORNICAL ORGAN MEDIATE SODIUM INTAKE INDUCED BY
GABAergic ACTIVATION OF THE LATERAL PARABRACHIAL NUCLEUS
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Abstract—Bilateral injections of the GABA, agonist
muscimol into the lateral parabrachial nucleus (LPBN)
induce 0.3 M NaCl and water intake in satiated and normovo-
lemic rats, a response reduced by intracerebroventricular
(icv) administration of losartan or atropine (angiotensinergic
type 1 (AT,) and cholinergic muscarinic receptor antagonists,
respectively). In the present study, we investigated the
effects of the injections of losartan or atropine into the sub-
fornical organ (SFO) on 0.3 M NaCl and water intake induced
by injections of muscimol into the LPBN. In addition, using
intracellular calcium measurement, we also tested the sensi-
tivity of SFO-cultured cells to angiotensin Il (ANG Il) and car-
bachol (cholinergic agonist). In male Holtzman rats with
cannulas implanted bilaterally into the LPBN and into the
SFO, injections of losartan (1 pg/0.1pl) or atropine
(2 nmol/0.1 pl) into the SFO almost abolished 0.3 M NaCl
and water intake induced by muscimol (0.5 nmol/0.2 pl)
injected into the LPBN. In about 30% of the cultured cells
of the SFO, carbachol and ANG Il increased intracellular cal-
cium concentration ([Ca%*];). Three distinct cell populations
were found in the SFO, i.e., cells activated by either ANG I
(25%) or carbachol (2.6%) or by both stimuli (2.3%). The
results suggest that the activation of angiotensinergic and
cholinergic mechanisms in the SFO is important for NaCl
and water intake induced by the deactivation of LPBN inhib-
itory mechanisms with muscimol injections. They also show
that there are cells in the SFO activated by both angiotens-
inergic and cholinergic stimuli, perhaps those involved
in the responses to muscimol into the LPBN.
© 2013 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

*Corresponding author. Address: Department of Physiology and
Pathology, School of Dentistry, Sdo Paulo State University (UNESP),
Araraquara, SP 14801-903, Brazil. Tel: +55-16-3301-6486; fax:
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E-mail address: menani@foar.unesp.br (J. V. Menani).
Abbreviations: aCSF, artificial cerebrospinal fluid; ANG II, angiotensin
II; ANOVA, analysis of variance; AT4, angiotensinergic type 1; b. wt.,
body weight; [Ca2+]i, intracellular calcium concentration; CAP,
captopril; FURO, furosemide; icv, intracerebroventricular; IlI-V, third
ventricle; LPBN, lateral parabrachial nucleus; SFO, subfornical organ.

Key words: sodium appetite, parabrachial nucleus,
subfornical organ, AT, receptor, muscarinic receptor.

INTRODUCTION

The lateral parabrachial nucleus (LPBN), a pontine
structure located dorsally to the superior cerebellar
peduncle (scp), is an important area for the control of
sodium and water intake (Ohman and Johnson, 1986,
1995; Menani and Johnson, 1995; Colombari et al.,
1996; Menani et al., 1996; Callera et al., 2005; De
Oliveira et al., 2008; De Gobbi et al., 2009). Electrolytic
or neurotoxic lesions of the LPBN increase water intake
induced by angiotensin Il (ANG 1l) (Ohman and
Johnson, 1986; Edwards and Johnson, 1991). Bilateral
injections of the serotonergic receptor antagonist
methysergide into the LPBN increase 0.3 M NaCl and
water intake induced by dipsogenic and natriorexigenic
stimuli (Menani and Johnson, 1995; Colombari et al.,
1996; Menani et al., 1996, 1998b, 2002; De Gobbi
et al., 2000; David et al, 2008). Similar to
methysergide, the blockade of cholecystokinin,
corticotrophin release factor or glutamate receptors, or
the activation of ay-adrenoceptors in the LPBN
increases 0.3 M NaCl intake induced by the combined
treatment with subcutaneous (sc) injection of the diuretic
furosemide (FURO) and low dose of the angiotensin-
converting enzyme inhibitor captopril (CAP) (Menani
and Johnson, 1998; De Gobbi et al., 2001, 2009;
Andrade et al., 2004; De Castro e Silva et al., 2006;
Gasparini et al., 2009). These neurotransmitters could
modulate the activity of the LPBN and, consequently, its
inhibitory action on the ingestion induced by different
facilitatory stimuli.

The importance of the LPBN inhibitory mechanisms
for sodium satiety is also demonstrated by studies that
have tested the effects of GABAergic activation in the
LPBN (Callera et al., 2005; Roncari et al., 2011; Asnar
et al., 2013). In satiated and normovolemic rats, bilateral
injections of muscimol (GABAA receptor agonist) into
the LPBN induce a strong 0.3 M NaCl and water intake
(Callera et al., 2005; Roncari et al., 2011; Asnar et al.,
2013). More recent studies showed that 0.3 M NaCl and
water intake induced by muscimol injected into the
LPBN was reduced by injections of losartan
(angiotensinergic type 1 (AT4) receptor antagonist) or
atropine (muscarinic cholinergic receptor antagonist)
into the lateral ventricle (LV), suggesting that sodium

0306-4522/13 $36.00 © 2013 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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intake in this condition depends on the blockade of LPBN
inhibitory mechanisms by muscimol combined with the
activation of angiotensinergic and cholinergic facilitatory
mechanisms probably located in the forebrain (Roncari
et al., 2011; Asnar et al., 2013).

An important area of the forebrain involved in the
control of sodium and water intake is the subfornical
organ (SFO), a circumventricular organ located in the
lamina terminalis (Simpson and Routtenberg, 1972,
1973, 1974; Simpson et al.,, 1978; Mangiapane and
Simpson, 1980; Johnson and Gross, 1993). The
activation of the AT, or cholinergic receptors in the SFO
induces dipsogenic responses (Routtenberg and
Simpson, 1971; Simpson and Routtenberg, 1972, 1973,
1974; Simpson et al., 1978; Mangiapane and Simpson,
1980). In addition, the activation of AT, receptors in the
SFO by the injection of ANG Il directly in this area or by
the treatment with FURO + CAP induces vigorous
ingestion of 0.3 M NaCl if the serotonergic inhibitory
mechanism is blocked by the injection of methysergide
into the LPBN, suggesting that an important facilitatory
mechanism for sodium intake involving AT, receptors is
present in the SFO (Colombari et al., 1996; Menani
et al., 1998a). Moreover, these studies suggested that
the facilitatory mechanisms of the SFO are strongly
inhibited by the LPBN mechanisms. Therefore, it is
possible that AT, receptors of the SFO are part of the
facilitatory mechanisms involved in sodium intake
induced by muscimol injected into the LPBN. Although
never investigated, it is also possible an involvement of
the cholinergic mechanisms of the SFO with sodium
intake, particularly sodium intake induced by muscimol
into the LPBN, that has been suggested to also depend
on central cholinergic mechanisms (Asnar et al., 2013).

In the present study, we investigated the possible
participation of the AT, and the cholinergic receptors of
the SFO on 0.3 M NaCl and water intake induced by
injections of muscimol into the LPBN in satiated and
normovolemic rats. Additionally, using intracellular
calcium measurement, we also tested the sensitivity of
SFO-cultured cells to ANG 1l and the cholinergic agonist
carbachol.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

Twenty-six male Holtzman rats weighing 290-310 g were
used for in vivo experiments. Animals were housed in
individual stainless steel cages with free access to
normal sodium diet (BioBase Rat Chow, Aguas Frias,
Brazil), water, and 0.3 M NaCl solution. Room
temperature was maintained at 23 + 2 °C, humidity at
55 £ 10% and on a 12:12-h light-dark cycle. In vivo
experimental procedures were approved by Ethics
Committee in Animal Use (CEUA) from the School of
Dentistry — UNESP. The experimental protocols
followed the U.S. National Institutes of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (NIH
publication No. 80-23, 1996). For in vitro experiments,
11 Sprague—-Dawley preweaning pups (18-20 days old)
were used (Harlan laboratories, Indianapolis, USA). The

mother and pups were housed together in a light-
controlled room (12:12-h light-dark cycle) with food
(7013 National Institutes of Health-31 modified rat diet)
and water provided ad libitum for 4—7 days before they
were used. In vitro experiments were conducted in
accordance with the National Research Council Institute
for Laboratory Animal Research Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals and were approved by the
University of lowa Animal Care and Use Committee.

Brain surgery

Rats were anesthetized with ketamine (80 mg/kg of body
weight (b. wt.); Cristalia, Itapira, Brazil) combined with
xylazine (7 mg/kg of b. wt.; Agener Unido, Embu-Guagu,
Brazil) intraperitoneally, placed in a stereotaxic
instrument (Kopf, Tujunga, CA, USA) with the skull
leveled between bregma and lambda. Two stainless
steel 23-gauge guide cannulas were Dbilaterally
implanted immediately above the LPBN (coordinates:
9.6 mm caudal to bregma, 2.1 mm lateral to midline, and
3.1 mm below dura mater) and a third cannula was
implanted immediately above the SFO (coordinates:
1.2 mm caudal to bregma, on the midline, and 2.7 mm
below dura mater). The tips of the guide cannulas were
positioned at a point 2 mm above the LPBN and SFO.
The guide cannulas were fixed to the cranium using
dental acrylic resin and jeweler screws. Between tests,
a 30-gauge metal obturator filled the guide cannulas. At
the end of the surgery, the animals received an
intramuscular injection of antibiotic (benzylpenicillin —
80,000 IUs plus streptomycin — 33 mg; Pentabiotico
Veterinario — Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal
Ltda., Campinas, Brazil) and a sc injection of analgesic/
anti-inflammatory (ketoprofen 1% — 0.03 ml/rat; Ketoflex,
Mundo Animal, S&o Paulo, Brazil). After the surgery, the
rats were handled daily and trained for the experimental
procedure. Water and 0.3 M NaCl intake tests began
after a 5-day period of recovery.

Central injections

Injections into the LPBN and SFO were made using 5 p
Hamilton syringes (Hamilton, Reno, NV, USA)
connected by polyethylene tubing (PE-10; Clay Adams,
Parsippany, NJ, USA) to a 30-gauge injection cannula.
At the time of testing, rats were removed from the
cages, metal obturators were removed and the injection
cannula (2 mm longer than the guide cannula) was
inserted into the guide cannula. Injection volumes into
the LPBN and SFO were 0.2 pl each site and 0.1 pl,
respectively. The metal obturators were replaced after
injections and the rats were placed back into their cages.

Drugs centrally injected

Muscimol HBr, GABA, receptor agonist (Research
Biochemicals Internationals — RBI, Natick, MA, USA)
was dissolved in saline and administered in the LPBN at
the dose of 0.5nmol/0.2 pl. Losartan potassium, AT,
receptor antagonist (Sigma—Aldrich, St Louis, MO, USA)
was dissolved in vehicle (phosphate buffer saline — PBS)
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and administered into the SFO at the dose of 1 png/0.1 pl.
Atropine methyl bromide, muscarinic cholinergic receptor
antagonist (Sigma—Aldrich) was dissolved in vehicle and
administered into the SFO at the dose of 2 nmol/0.1 pl.

Water and 0.3 M NaCl intake tests

Rats were tested in their home cages. Water and 0.3 M
NaCl were provided from burettes with 0.1 ml divisions
that were fitted with metal drinking spouts. Rats had no
access to food during the tests. A recovery period of at
least 2 days was allowed between tests.

Satiated and normovolemic rats received injections of
losartan (1 pg/0.1 pl), atropine (2 nmol/0.1 pl) or vehicle
(0.1 ) into the SFO followed immediately by bilateral
injections of muscimol (0.5 nmol/0.2 ) or saline (0.2 )
into the LPBN. Cumulative intake of 0.3 M NaCl and
water was measured every 30 min for 240 min, starting
immediately after LPBN injections. The sequence of the
treatments into the SFO and LPBN was randomized and
each rat received all the four combinations of treatments:
(1) vehicle into the SFO + saline into the LPBN, (2)
vehicle into the SFO + muscimol into the LPBN, (3)
losartan into the SFO + muscimol into the LPBN, (4)
atropine into the SFO + muscimol into the LPBN.

Histology

At the end of the last intake test, rats received injections of
2% Evans Blue solution into each site in the same volume
used for drug injections. They were then deeply
anesthetized with sodium thiopental (80 mg/kg of b. wt.;
Cristalia) and perfused transcardially with saline
followed by 10% formalin. Brains were removed, fixed in
10% formalin, frozen, cut in 50-um sections, stained
with Giemsa stain, and analyzed by light microscopy to
confirm the injection sites into the LPBN and SFO.

Cell culture

Cells of the SFO were obtained and cultured for studies.
Briefly, rat pups were decapitated, and the head was
placed in ice-cold 70% ethanol. The brain was removed
immediately and placed in a petri plate with ice-cold
cutting solution (220 mM sucrose, 3 mM KCI, 0.2 mM
CaCl,, 10mM dextrose, 6 mM MgSO,, 1.25mM
NaH,PO4, 26 mM NaHCO3). A thick coronal slice was
made to include tissue from the rostral level of the optic
chiasm caudal to the collicular level and a stereo
microscope was used to identify the SFO. Isolated
SFOs from five or six pups were pooled and transferred
to a tube containing Earle’s balanced salt solution
(Sigma—Aldrich) and dispase | (4 U/2ml; Roche,
Indianapolis, IN, USA) and incubated for 1 h at 37 °C.
After three washes in culture medium, a cell suspension
was prepared by trituration of the fragments through a
fire-polished Pasteur pipette until the tissue fragments
were visibly dissociated. Several drops of the cell
suspension were plated onto previously precoated
(0.1 mg poly-L-lysine/ml; Sigma—Aldrich) round 22-mm
coverslips and incubated in a humidified atmosphere
(plus 5% COy) at 37 °C. Additional culture medium was

added after 2—4 h postplating to allow the cells to
adhere to the coverslips. The culture medium was
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma-Aldrich)
with 10% fetal bovine serum (heat inactivated at 56 °C
for 30 min; Sigma-Aldrich) and 1% L-glutamine-
penicillin—streptomycin solution (Sigma—Aldrich) added.

Intracellular calcium measurement

Intracellular calcium concentration ([Ca2*]) was
measured with Fluo-4AM, a fluorescent calcium
indicator. Cells were loaded with Fluo-4AM (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) by incubating cells in artificial
cerebrospinal fluid (aCSF; 126 mM NaCl, 3 mM KCI,
2mM CaCl,, 10 mM dextrose, 1 mM MgSO,, 1.25 mM
NaH,PO4, 26 mM NaHCOj3) containing 0.02 mM
Fluo-4AM for 60 min at 37 °C. During the incubation,
Fluo-4AM is absorbed by cells and hydrolyzed only
within living cells to impermeant Fluo-4. For [Ca®™];
measurements and pharmacological manipulations, the
coverslip containing the incubated cells was mounted in
a bath chamber that was attached to the microscope
stage. An increase in [Ca®*], produces an increase in
Fluo-4 fluorescence intensity with only a little shift in
wavelength. Fluorescence intensity was measured using
a video microscopic digital image analysis system
(FluoView 500 Confocal Laser Scanning Microscope;
Olympus, Center Valley, PA, USA) using a 488-nm
Argon laser as an excitation source. Experiments were
performed in SFO cells after 3 days in culture. The
fluorescence intensity was recorded during baseline
conditions using aCSF as bath solution. After baseline
recording, the bath solution was removed and 0.1 uM
ANG Il or 100 UM carbachol was diluted into the bath
chamber. The fluorescence intensity was recorded one
minute after applying the solutions. ANG 1l and
carbachol were dissolved in aCSF and tested in a
counterbalanced design with an interval of 10 min
between tests. At the end of the experiment, data were
analyzed and the fluorescence intensity converted to
numerical values. A response to stimulation was
discerned as a sudden increase in fluorescence intensity
and represented as a percentage change from baseline
recording. The percentage of cells sensitive to only ANG
Il, only carbachol or both was also analyzed. The
manipulation of removing and applying bath solution can
induce a small change in fluorescence intensity
(2.99 £ 0.67%). Therefore, only cells that presented a
change in fluorescence intensity greater than 8.7%
(average plus two standard deviations) were considered
as being sensitive to the solution applied. Cell viability
was checked at the end of the experiment by applying
aCSF containing 50 mM KCI (substituting an equimolar
amount of NaCl). All procedures were performed in the
dark and at room temperature (24 + 2 °C).

Statistical analysis

Results are reported as means £ SEM. For in vivo
experiments two-way analysis of variance (ANOVA)
using treatments and times as factors followed by
Student-Newman—Keuls  tests was used for
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comparisons. One-way ANOVA followed by Student—
Newman—Keuls were used to analyze [Ca®™];
measurements data. Differences were considered
significant at p < 0.05.

RESULTS
Histological analysis

Fig. 1 shows the typical injection sites into the SFO and
LPBN.

The SFO injections were considered properly
positioned if the dye was visible only in the parenchyma
of the SFO, with no rupture of the ependyma that
separates the SFO from the dorsal portion of the third
ventricle (lll-V). Injections outside the SFO were also
analyzed and classified as: (a) injection in the dorsal
portion of the IlI-V, if the ependyma was destroyed and
no sign of injections in the SFO parenchyma detected
or, (b) injection into the tissue adjacent to the SFO, if
the injection site was not into the SFO tissue or in the
-V.

The center of the LPBN injections was located in the
central and dorsal portions of the LPBN [see Fulwiler
and Saper (1984) for definitions of the LPBN subnuclei].
The sites of the injections into the LPBN in the present
study were similar to those of previous studies that
showed effects of muscimol into the LPBN on NaCl and
water intake (Callera et al., 2005; De Oliveira et al.,
2007; Andrade-Franzé et al., 2010a; Roncari et al.,
2011; Asnar et al., 2013).

Water and 0.3 M NaCl intake induced by GABAergic
activation of the LPBN in rats treated with injection of
losartan or atropine into the SFO

Bilateral injections of muscimol (0.5 nmol/0.2 pl) into the
LPBN combined with SFO injection of vehicle in satiated
and normovolemic rats induced 0.3M NaCl
(34.5 £ 2.2 ml/4 h, vs. saline into LPBN: 0.4 £ 0.1 ml/4 h)
[F(3,24) = 63.90; P <0.05] and water intake
(12.7 £ 2.4 ml/4 h, vs. saline into LPBN: 0.2 + 0.1 ml/4 h)

[F(3,24) = 11.42; P < 0.05] (Fig. 2). The SFO injections
of losartan (1 pg/0.1pl) or atropine (2 nmol/0.1 )
reduced 0.3M NaCl (6.6 + 1.9 and 8.4 + 2.2ml/4 h,
respectively) and water intake (4.0 + 1.0 and
2.5 + 1.0ml/4 h, respectively) induced by muscimol
injected into the LPBN.

Changes of [Ca%*]; in cultured SFO cells treated with

ANG Il or carbachol

Acute application of 0.1 uM ANG Il or 100 uM carbachol
increased Fluo-4 fluorescence intensity in sensitive SFO
cells by 44.8 £ 2.5% and 19.0 = 3.4%, respectively
[F(2,280) = 427.63; P < 0.05] (Fig. 3). A significant
number of SFO cells tested were sensitive to only ANG Il
(24.9%) (Table 1). A small number of the SFO cells
tested were sensitive to only carbachol (2.6%) or to
carbachol and ANG Il (2.3%) (Table 1). As a control,
cells from the cortex were obtained and cultured. None
of the cells tested presented an increase in Fluo-4
fluorescence intensity after acute application of ANG Il
or carbachol.

Specificity of the SFO and the LPBN as the sites where
injections of losartan or atropine and muscimol,
respectively, produce the effects described in the
present study

The specificity of the SFO as the site of losartan and
atropine action was confirmed by results from animals
that received injections of muscimol into the LPBN
combined with losartan or atropine injection into the III-V
or in the tissue surrounding the SFO. Bilateral injections
of muscimol (0.5nmol/0.2 ul) into the LPBN induced
0.3M NaCl [F(3,21) = 42.55, P < 0.05] and water
intake [F(3,21) = 24.47, P < 0,05] and the treatment
with losartan (1 ug/0.1 pl) or atropine (2 nmol/0.1 pl)
injected into the Ill-V did not affect the ingestion of
0.3 M NaCl or water produced by muscimol injected into
the LPBN (Table 2). Muscimol-induced 0.3 M NacCl
[F(3,15) = 21.48, P < 0.05] and water intake
[F(3,15) = 86.89, P < 0.05] was also not modified by

(A)-
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Fig. 1. Photomicrographs of coronal brain sections from an animal representative of the group tested showing (arrows) the typical sites of injections
into the (A) SFO and (B) LPBN. scp, superior cerebellar peduncle (delimited by dashed lines in B). Black bar in A and B = 1.0 mm.
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Fig. 2. Cumulative (A) 0.3 M NaCl and (B) water intake in satiated
and normovolemic rats that received bilateral injections of muscimol
(0.5 nmol/0.2 pl) or saline into LPBN combined to injection of losartan
(1 pg/0.1 ply, atropine (2 nmol/0.1 pl) or vehicle (PBS) into the SFO.
Values are reported as means + SEM; n = number of animals.

the injection of losartan (1 pg/0.1 pl) or atropine (2 nmol/
0.1 pl) in the tissue surrounding the SFO (Table 3).

Bilateral injections of muscimol (0.5 nmol/0.2 pl) in
sites outside the LPBN combined with SFO injection of
vehicle, losartan (1.0 png/0.1 pl) or atropine (2 nmol/
0.1 i) in satiated and normovolemic rats induced no
significant intake of 0.3 M NaCl (0.8 = 0.1, 0.4 + 0.3
and 0.6 +£ 0.3 ml/4 h, respectively, n = 3) or water
intake (1.0 £ 0.3, 05+02 and 1.0 £ 0.7 ml/4h,
respectively).

DISCUSSION

The present results show that the blockade of
angiotensinergic or cholinergic mechanisms in the SFO
almost abolishes NaCl and water intake induced by
muscimol injections into the LPBN in satiated and
normovolemic rats, suggesting that the activity of these

(A) Baseline ANG Il

Carbachol

(B) 1 Control (n =198)
EE 0.1 uM ANG Il (n =72)
1 100 uM carbachol (n = 13)

* Different from control
T Different from 0.1 uM ANG I
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10

0 4

-10

Changes in fluorescence intensity (%)

Fig. 3. (A) Representative Fluo-4 fluorescent images of SFO cells in
control condition (left) and after applying ANG Il (middle) or carbachol
(right). (B) Changes in fluorescence intensity induced by acute
application of ANG Il or carbachol. Values are reported as mean-
s = SEM; n = number of cells.

Table 1. Percentage of cultured SFO cells sensitive to acute applica-
tion of ANG Il and/or carbachol

Stimulus % n

Only ANG I 24.9 66
Only carbachol 2.6 7
Both 23 6
None 70.2 186

Values are represented as percentage of the total number of cells tested. ANG Il
(0.1 uM); carbachol (100 uM); n = number of cells.

mechanisms in the SFO is necessary for NaCl and
water intake to muscimol injected into the LPBN. In
addition, in vitro studies showed that SFO-cultured cells
are activated by the acute application of ANG II or
carbachol and can be classified as those sensitive to
only ANG lI, only carbachol or to both stimuli.

In agreement with earlier findings (Callera et al., 2005;
Roncari et al., 2011; Asnar et al., 2013), bilateral
injections of muscimol in sites outside the LPBN did not
induce NaCl or water intake, confirming again the
specificity of the LPBN as the site where muscimol
injections induce NaCl and water intake. The specificity
of the SFO as the site of losartan and atropine action
was also confirmed by the results showing that
injections of losartan or atropine into the IlI-V just below
the SFO or in the tissue surrounding the SFO did not
affect 0.3 M NaCl and water intake induced by muscimol
injected into the LPBN.

It is worth noting that injections of muscimol into the
LPBN induce 0.3 M NaCl and water intake in satiated
and normovolemic rats, i.e., animals that were not
subjected to any treatment that induces the activation of



6 C. F. Roncari et al. /Neuroscience 262 (2014) 1-8

Table 2. Cumulative 0.3 M NaCl and water intake by satiated and normovolemic rats that received bilateral injections of muscimol or saline into the

LPBN combined with injection of losartan, atropine or vehicle into the IlI-V

Treatment 60 min 120 min 180 min 240 min
0.3 M NaCl intake (ml)

Vehicle 1lI-V + saline LPBN 0.5+ 04 0.6 + 0.4 0.6 +04 0.6 + 0.4
Vehicle 1lI-V + muscimol LPBN 84 +42 23.7 £ 3.2 323+ 25 323+ 25
Losartan Ill-V + muscimol LPBN 27 +£13 19.0 + 3.1 276 £ 1.6 276 £ 1.6
Atropine IlI-V + muscimol LPBN 42 +£16 23.0 + 1.6 26.6 + 2.3 26.6 £ 2.3
Water intake (ml)

Vehicle 1lI-V + saline LPBN 0.9 +04 11+ 04 1.2+ 04 12+ 04
Vehicle 1lI-V + muscimol LPBN 25+ 06 142 £ 21 18.8 £ 2.4 189 £ 25
Losartan IlI-V + muscimol LPBN 1.3+ 0.6 10.9 £ 2.2 16.3 £ 2.4 16.3 £ 2.4
Atropine IlI-V + muscimol LPBN 1.1 £ 0.5 129 £ 1.4 153 + 1.6 154 + 1.6°

Results are reported as means + SEM.

" Different from vehicle 1I-V + saline LPBN; n = 8. Muscimol (0.5 nmol/0.2 W); losartan (1 pg/0.1 pl); atropine (2 nmol/0.1 pl); vehicle (PBS, phosphate buffer saline).

Table 3. Cumulative 0.3 M NaCl and water intake by satiated and normovolemic rats that received bilateral injections of muscimol or saline into the
LPBN combined with injection of losartan, atropine or vehicle in the tissue surrounding to the SFO

Treatment 60 min 120 min 180 min 240 min
0.3 M NaCl intake (ml)

Vehicle tissue + saline LPBN 1.5+ 1.3 16 £ 1.3 1.7 £ 1.3 1.7 £ 13
Vehicle tissue + muscimol LPBN 8.2+ 438 329 +43 39.1 + 4.3’ 39.2 + 4.3’
Losartan tissue + muscimol LPBN 96 +£7.3 26.0 £ 7.2 355+ 54 354 +42
Atropine tissue + muscimol LPBN 10.6 + 6.1 29.5 + 3.7 353 + 4.2 399 + 54
Water intake (ml)

Vehicle tissue + saline LPBN 0.8 +£0.2 0.9 £ 0.2 1.0 £ 0.2 1.0 £ 0.2
Vehicle tissue + muscimol LPBN 1.5+ 1.0 13.1 +£ 1.8 23.8 £ 1.2 249 £ 1.4
Losartan tissue + muscimol LPBN 24 £ 14 139 + 2.6 215+ 1.2 221+ 15
Atropine tissue + muscimol LPBN 24 +£1.0 143 +15 20.1 = 1.3’ 238 + 1.9’

Results are reported as means + SEM.

" Different from vehicle tissue + saline LPBN; n = 6. Muscimol (0.5 nmol/0.2 w); losartan (1 pg/0.1 pl); atropine (2 nmol/0.1 pl); vehicle (PBS, phosphate buffer saline).

facilitatory mechanisms for NaCl and water intake.
However, the present results suggest that the activity of
angiotensinergic and cholinergic facilitatory mechanisms
in the SFO is essential for the release of NaCl and
water intake when the inhibitory mechanisms are
blocked with muscimol injections into the LPBN. These
results extend previous studies (Colombari et al., 1996;
Menani et al., 1998a; Andrade-Franzé et al., 2010a,b;
Roncari et al., 2011; Asnar et al., 2013) that suggested
that the activity of forebrain facilitatory mechanisms is
necessary for NaCl and water intake to muscimol
injections into the LPBN. Therefore, NaCl and water
intake induced by LPBN injections of muscimol seems
to depend on the combination of the blockade of the
inhibitory mechanisms with simultaneous activation of
facilitatory mechanisms. These findings suggest that
LPBN inhibitory mechanisms are essential to maintain
sodium satiety and that angiotensinergic and cholinergic
mechanisms in the SFO may stimulate sodium intake if
the LPBN inhibitory mechanisms are deactivated even
without an extra activation of these facilitatory
mechanisms.

Muscimol injections into the LPBN in satiated,
normovolemic rats usually induce only a small amount
of water intake when only water is available (one-bottle
test) (Callera et al., 2005). Therefore, the strong
ingestion of water produced by the injections of

muscimol into the LPBN when water and 0.3 M NaCl
are simultaneously available (two-bottle test) [(Callera
et al.,, 2005; Roncari et al., 2011; Asnar et al., 2013)
and present results] is probably a consequence of the
increased plasma osmolarity due to excessive ingestion
of hypertonic NaCl. Thus, the reason for the reduced
ingestion of water after the blockade of SFO
angiotensinergic and cholinergic mechanisms in rats
treated with muscimol into the LPBN is probably the
reduced ingestion of hypertonic NaCl. Nevertheless,
considering the importance of central cholinergic
mechanisms for water deprivation- or hyperosmolarity-
induced water intake (Block and Fisher, 1970; Lee
et al., 1996), in the case of central muscarinic blockade
a possible direct effect on the reduction of water intake
is also possible.

ANG Il acting in the SFO produces a robust 0.3 M
NaCl intake when serotonergic mechanisms are
inhibited by bilateral injections of methysergide into the
LPBN and the AT, receptor antagonist losartan into the
SFO abolishes the increase of NaCl and water intake
induced by the injection of methysergide into the LPBN
of rats treated with FURO + CAP (Colombari et al.,
1996; Menani et al., 1998a). The results of the present
study show that SFO injections of losartan reduce NaCl
and water intake induced by muscimol injected into the
LPBN of satiated, normovolemic rats. As injections of
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losartan into the IlI-V or in the tissue surrounding the SFO
did not modify muscimol-induced sodium or water intake,
it is possible to conclude that NaCl and water intake
produced by muscimol injected into the LPBN depends
on the activation of SFO AT, receptors.

Cholinergic mechanisms of the SFO have been
implicated in the control of water intake (Block and
Fisher, 1970; Fitts et al., 1985a,b). Injections of
cholinergic agonists into the ventricular system induce
intense dipsogenic responses and electrolytic lesions of
the SFO abolish intracerebroventricular (icv) carbachol-
induced water intake (Routtenberg and Simpson, 1971;
Simpson and Routtenberg, 1972, 1974). The importance
of the cholinergic receptors of the SFO for water intake
was also demonstrated by the dipsogenic response to
injections of carbachol directly into the SFO
(Routtenberg and Simpson, 1971). More recent and the
present results have suggested that central cholinergic
mechanisms are also involved in the control of sodium
intake (Menani et al., 2002; Asnar et al., 2013). Earlier
results suggested the opposite, since continuous icv
infusion of carbachol induced only thirst and no sodium
intake in spite of a concomitant heavy loss of
extracellular sodium (Fitzsimons and Fuller, 1985; Fitts
et al., 1985a). Yet, besides inducing water intake, icv
injection of carbachol also induces hypertonic NaCl
intake if the LPBN inhibitory mechanisms are
deactivated (Menani et al., 2002). Moreover, the present
results show that injections of atropine into the SFO
reduce 0.3M NaCl and water intake induced by
muscimol injected into the LPBN, suggesting that SFO
cholinergic receptors are also involved in the control of
hypertonic sodium intake in this condition.

The SFO sends projections to several forebrain areas
such as the hypothalamic paraventricular nucleus,
supraoptic nucleus and amygdala, which are important
sites for the integration and control of effector
mechanisms (behavioral, hormonal and autonomic)
involved on fluid—electrolyte balance and cardiovascular
regulation (Li and Ferguson, 1993; Johnson et al., 1996;
Johnson and Thunhorst, 1997; Krause et al., 2011).
Early studies showed that the SFO is a main central site
for ANG Il action to induce pressor and dipsogenic
responses (Simpson and Routtenberg, 1973; Simpson
et al, 1978; Mangiapane and Simpson, 1980).
Additionally, the SFO is involved with central
cholinergic-induced water intake (Routtenberg and
Simpson, 1971; Simpson and Routtenberg, 1972, 1974).
The sensitivity of SFO neurons to angiotensinergic and
cholinergic stimuli was previously demonstrated by
electrophysiological studies (Buranarugsa and Hubbard,
1979; Ferguson and Bains, 1996; Ferguson et al., 1997,
2001; Johnson et al., 2001; Ferguson, 2009). Further
evidence of the sensitivity of SFO neurons to
angiotensinergic and cholinergic stimuli are the present
results showing that ANG Il and carbachol acutely
applied increase [Ca®*], in dissociated SFO-cultured
cells. From the total of SFO cells tested, about 25%
were sensitive to only ANG I, 2.6% were sensitive to
only carbachol and 2.3% were sensitive to carbachol
and ANG II. Cells of the SFO sensitive to both

angiotensinergic and cholinergic stimuli are perhaps
those involved in the facilitation of LPBN muscimol-
induced sodium and water intake, a response similarly
blocked by angiotensinergic or cholinergic antagonist
injected into the SFO. More studies are necessary to
investigate if cells sensitive to both stimuli are those
involved on sodium and water intake to muscimol into
the LPBN. However, it is also possible that cholinergic
and angiotensinergic sensitive neurons, not necessarily
the same neuron, are part of the SFO circuitry involved
in the control of sodium and water intake.

In conclusion, the present results show that the
activity of angiotensinergic and cholinergic facilitatory
mechanisms in the SFO is essential for NaCl and water
intake induced by the deactivation of the inhibitory
mechanisms with injections of muscimol into the LPBN.
This suggests that the activity of facilitatory
mechanisms, particularly in the SFO, together with the
deactivation of the inhibitory mechanisms, is a condition
for strong stimulation of sodium appetite. Considering
the presence of different types of cells in the SFO
sensitive to ANG |l and cholinergic stimuli, future
studies are needed to investigate if the AT; and
cholinergic muscarinic receptors of the SFO implicated
in the control of sodium intake are present in the same
cell or in different neurons in a local circuit of neurons.
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