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RESUMO

Estudos anteriores demonstraram a importédncia dos mecanismos
serotoninérgicos, GABAérgicos e adrenérgicos do nucleo parabraquial lateral (NPBL)
na regulagdo da ingestdo de sdédio hipertbnico. Também ja foi demonstrada a
importancia do nucleo central da amigdala (CeA) para a ingestdo de soédio
hipertdnico induzida por diferentes protocolos. Considerando-se os estudos
mostrando conexdes reciprocas entre essas duas estruturas, o objetivo do presente
estudo foi investigar se o aumento da ingestao de sédio hiperténico produzido pelo
bloqueio serotoninérgico ou ativagdo GABAérgica ou adrenérgica no NPBL
dependeria da integridade do CeA. Em ratos com lesdes bilaterais do CeA e com
canulas de ago inoxidavel implantadas bilateralmente no NPBL, foi estudado o
possivel envolvimento do CeA: 1) na ingestao de agua e NaCl 0,3 M produzida pelo
tratamento subcutdneo com o diurético furosemida (FURO) combinado com o
inibidor da enzima conversora de angiotensina captopril (CAP); 2) no aumento da
ingestdo de NaCl 0,3 M produzido pelo bloqueio de receptores serotoninérgicos ou
ativacdo dos receptores adrenérgicos a, do NPBL em ratos tratados com FURO +
CAP sc; 3) na ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pela ativacédo de receptores
GABAérgicos do NPBL em ratos saciados e normovolémicos. Adicionalmente, foi
realizado o bloqueio farmacolégico dos neurénios do CeA com inje¢des bilaterais de
muscimol, agonista de receptor GABAa, para verificar se os efeitos das lesdes
eletroliticas do CeA apods o bloqueio dos mecanismos inibitérios do NPBL eram
devido a destruicdo de neurénios do CeA ou destruigcao de fibras de passagem. Em
animais com lesdes bilaterais do CeA a ingestao diaria de agua foi menor quando
comparada aos animais com lesdes ficticias ao longo de todo periodo experimental,
enquanto que a ingestao diaria de NaCl 0,3 M foi reduzida a partir do oitavo dia apds
as lesdes. Esses animais apresentaram uma reducido no peso corporal persistente
por todo periodo experimental comparado com o grupo com lesdes ficticias. As
lesbes bilaterais do CeA n&o afetaram a ingestdo de agua (9,2 + 1,6 ml/2 h vs.
lesdes ficticias: 12,8 £ 0,7 ml/2 h) e NaCl 0,3 M (6,5 + 3,5 ml/2 h vs. lesdes ficticias
5,2 £ 0,9 ml/2 h) induzida por FURO + CAP sc. As lesdes bilaterais do CeA (3 dias)
aboliram a ingestdo de NaCl 0,3 M (0,1 + 0,1 ml/4 h vs. lesbes ficticias: 16,1 + 5,4

ml/4 h) e de agua (0,1 = 0,05 ml/4 h vs. lesdes ficticias: 8,2 + 3,5 ml/4 h) induzida




pelas inje¢des bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL de ratos saciados.
As lesdes bilaterais do CeA (5 a 18 dias) também aboliram o aumento da ingestéao
de NaCl 0,3 M (11,7 £ 2,8 ml/2 h e 11,7 £ 2,8 ml/2 h vs. lesdes ficticias: 31,5 + 4,2
ml/2 h e 18,3 + 3,1 ml/2 h) e agua (6,7 + 1,8 ml/2 h e 13,8 + 2,7 ml/2 h vs. lesbes
ficticias: 19,9 £ 3,2 ml/2 h e 22,4 + 2,5 ml/2 h) induzidos, respectivamente, pelas
injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou metisergida (4 ug/0,2 ul) em
ratos previamente tratados com FURO+CAP sc. Inje¢des bilaterais de muscimol (0,5
nmol/0,2 pl) no CeA aboliram a ingestao de agua (0,1 + 0,02 ml/4 h vs. salina: 8,8 +
3,2 ml/4 h) e NaCl 0,3 M (0,1 £ 0,04 ml/4h vs. salina: 19,1 £ 6,4 ml/4 h) induzidas
pela injecédo bilateral de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL em animais saciados,
como também as injecdes bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 ul) no CeA aboliram
0 aumento da ingestdo de agua (3,3 £ 2,3 ml/2 h vs. salina: 26,4 + 6,7 ml/2 h) e NaCl
0,3 M (2,8 £ 1,6 ml/2 h vs. salina: 29,7 £ 7,2 ml/2 h) produzido pela injecéo bilateral
de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL em animais tratados com FURO + CAP sc.
Esses resultados demonstram que o CeA é essencial para a ingestdo de sédio e
agua que ocorre apos o bloqueio dos mecanismos inibitérios do NPBL. A sugestao &
que mecanismos facilitatérios para a ingestdo de sédio presentes no CeA seriam
ativados apds o bloqueio dos mecanismos inibitérios do NPBL o que estimularia os
animais a ingerirem soédio. Portanto, se estiverem atuando normalmente, os
mecanismos inibitérios do NPBL limitariam a ingestdo de sédio porque inibiriam os

sinais facilitatérios para ingestao de sédio produzidos pelo CeA.

Palavras-chave: Apetite ao sddio. Sede. Nucleo parabraquial lateral. Amigdala.

GABA. Angiotensina Il. Serotonina. Receptores adrenérgicos.




ABSTRACT

Previous studies have shown the importance of serotonergic GABAergic and a-
adrenergic mechanisms of the lateral parabraquial nucleus (LBPN) in the control of
sodium intake. The importance of the central nucleus of the amygdala (CeA) for
sodium intake induced by different protocols was also demonstrated. Considering the
studies showing reciprocal connections between these two structures, the objective
of the present study was to investigate if the increase of sodium and water intake
produced by the blockade of serotonergic mechanism, or the activation of GABAergic
receptors or az-adrenoceptors in the LPBN would depend on the CeA integrity. Male
Holtzman rats with bilateral CeA lesions and bilateral stainless steel cannulas
implanted in the LPBN were used to study the possible involvement of the CeA: 1) in
water and 0.3 M NaCl intake produced by injections of the diuretic furosemide
(FURO) combined with the angiotensin converting enzyme inhibitor captopril (CAP)
subcutaneously (sc); 2) in the increase of 0.3 M NaCl intake induced by the blockade
of serotonergic mechanisms or activation of the az-adrenoceptors of the LPBN in rats
treated with FURO + CAP sc; 3) in 0.3 M NaCl intake induced by the activation of
GABAergic receptorss of the LPBN in satiated and normovolemic rats. Additionally,
the pharmacological blockade of the CeA neurons with bilateral injections of GABAA
receptor agonist muscimol was performed in order to test if the effects of CeA
electrolytic lesions after the blockade of the inhibitory mechanisms of the NPBL were
due to destruction of CeA neurons or destruction of fibers of passage. CeA lesioned-
rats had a decrease in daily water intake in comparison to sham-lesioned rats during
the whole period of test, while the reduction of daily 0.3 M sodium intake occurred
after the eighth day of lesions. Animals with bilateral lesions of the CeA also showed
a reduction in body weight when compared to sham lesioned-rats. Bilateral lesions of
the CeA did not affect FURO+CAP induced-water (9.2 + 1.6 ml/2 h vs. sham lesion:
12.8 £ 0.7 ml/2 h) and 0.3 M NaCl intake (6.5 £ 3.5 ml/2 h vs. sham lesion: 5.2 + 0.9
ml/2 h). Bilateral lesions of the CeA (3 days) completely abolished the ingestion of
water (0.1 £ 0.05 ml/4 h vs. sham lesion: 8.2 + 3.5 ml/4 h) and 0.3 M NaCl (0.1 + 0.1
ml/4 h vs. sham lesion: 16.1 £ 5.4 ml/4 h) induced by bilateral injections of muscimol
(0.5 nmol/0.2 pl) into the LPBN in satiated rats. Bilateral lesions of the CeA (5 to 18
days) also abolished the increase in 0.3 M NaCl (11,7 + 2,8 ml/2h e 11,7+ 2,8 ml/2 h




vs. sham lesion: 31,5 + 4,2 ml/2 h e 18,3 + 3,1 ml/2 h) and water intake (6,7 + 1,8
ml/2 h e 13,8 £ 2,7 ml/2 h vs. sham lesion: 19,9 + 3,2 ml/2 h e 22,4 + 2,5 ml/2 h)
produced respectively by bilateral injections of moxonidine (0.5 nmol/0.2 ul) or
methysergide (4 pg/0.2 pl) into the LPBN in FURO + CAP treated-rats. Bilateral
injections of muscimol (0.5 nmol) into the CeA abolished water (0.1 £ 0.02 ml/4 h vs.
saline: 8.8 + 3.2 ml/4 h) and 0.3 M NaCl intake (0.1 + 0.04 ml/4h vs. saline: 19.1 + 6.4
ml/4 h) induced by bilateral injections of muscimol (0.5 nmol/0.2 ul) in the NPBL in
satiated animals. Bilateral injections of muscimol (0.25 nmol/0.2 pl) in the CeA
abolished the increase of water (3.3 £ 2.3 ml/2 h vs. saline: 26.4 + 6.7 ml/2 h) and 0.3
M NaCl intake (2.8 + 1.6 ml/2 h vs. saline: 29.7 + 7.2 ml/2 h) produced by the bilateral
injections of moxonidine (0.5 nmol/0.2 pl) into the NPBL. The present results show
that CeA is essential for sodium and water intake after the blockade of LPBN
inhibitory mechanisms. The suggestion is that CeA facilitatory mechanisms for
sodium intake might be activated after the blockade of LPBN inhibitory mechanisms
which might drive rats to ingest sodium. Therefore, if LPBN inhibitory mechanisms
were acting normally, they may limit sodium intake because they inhibit CeA

facilitatory signals for sodium intake.

Keywords: Sodium appetite. Parabrachial nucleus. Amygdala. Thirst. Muscimol.

GABA. angiotensin Il. Serotonin. Adrenergic receptors.
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1. INTRODUGAO

A regulacédo precisa do volume dos liquidos corporais e da
osmolaridade plasmatica é fundamental para a sobrevivéncia das células. A agua é
responsavel por cerca de 60% do peso corporal, estando dois tercos da agua no
compartimento intracelular e um tergco no compartimento extracelular. O ion sodio
(Na’) & um importante constituinte do compartimento extracelular e o maior
determinante da osmolaridade, assim como do volume do liquido extracelular.
Portanto, a quantidade e a concentragdo de sodio nos liquidos corporais devem ser
mantidas dentro de estreitos limites de variagdo para assegurar um funcionamento
ideal de inumeros processos fisiolégicos. Os niveis de ion sddio no organismo sao
controlados por diferentes mecanismos que ajustam ingestdo e excre¢cao desse ion.
A sede, sensagcdo da necessidade de agua, € um mecanismo de defesa do
organismo para aumentar o consumo de agua em resposta a percepgao das
deficiéncias dos liquidos corporais, e a ingestdo de cloreto de sédio (NaCl), também
chamada de apetite ao sédio, contribui para repor as necessidades de NaCl do
organismo (FITZSIMONS, 1998).

Normalmente, mais agua e sddio sédo ingeridos do que o necessario
para a sobrevivéncia. O excesso € excretado pelos rins a quem juntamente com a
ingestdo cabe a regulacdo dos liquidos corporais. Entretanto, quando as
quantidades de agua e de sédio no organismo tornam-se muito reduzidas ocorre um
quadro de desidratagdo. Quando a concentragdo extracelular de sddio aumenta, ha
um aumento na pressao osmotica efetiva do compartimento extracelular,
promovendo uma redugdo do volume de agua das células, caracterizando assim a
“desidratagao intracelular”. A desidratagcdo pode ser absoluta quando ha perda de
agua dos compartimentos celular e extracelular, como acontece na privagao de
agua, ou relativa se existir apenas perda de agua celular, que se difunde para o
liquido extracelular, como ocorre, por exemplo, na ingestao ou sobrecarga de solutos
osmoticamente ativos. Em situagées como hemorragia, diarréia, vomito e deplegao
de sodio, ocorre redugdao unicamente do volume do liquido extracelular,
caracterizando assim a “desidratacéo extracelular’. E importante destacar que nessa
situacdo ha uma perda conjunta de agua e de sodio, e por isso ela € geralmente

acompanhada de comportamento apetitivo ao sdédio. Embora os dois tipos de
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desidratacdo sejam experimentalmente e clinicamente separaveis, € comum a
ocorréncia simultdnea de ambas, principalmente durante privagao hidrica (DE LUCA
JR e cols., 2005).

O comportamento de ingestdo é a unica forma pela qual um animal
pode repor suas necessidades de agua e NaCl. A ingestdo de agua e NaCl é
regulada por mecanismos ativados em situagées de hipovolemia ou alteragdes de
osmolaridade plasmatica e depende de receptores localizados em diferentes partes
do corpo (por exemplo, barorreceptores e osmorreceptores) ou hormdnios
(angiotensina Il e aldosterona) que ativam algumas regides cerebrais especificas,
desencadeando as respostas comportamentais de busca pela agua (sede) e NaCl
(apetite ao sédio), (JOHNSON & THUNHORST, 1997).

Um pequeno aumento de 1 a 2% na pressdo osmoética efetiva do
plasma resulta na estimulacdo da sede em mamiferos. Trabalhos pioneiros
mostraram um importante papel para a regido anteroventral do terceiro ventriculo
(AV3V) nos mecanismos da sede, pois a ablacdo da regidao AV3V de carneiros e
ratos causava adipsia (ANDERSSON, 1978; JOHNSON e cols., 1996). Em estudos
subsequentes, novas evidéncias confirmaram que no 6rgdo vasculoso da lamina
ternimal (OVLT) e no 6rgéo subfornical (OSF) provavelmente estdo localizados os
osmorreceptores (VIVAS e cols., 1990, 1995; JOHNSON e cols., 1996). O OSF e o
OVLT sao dois orgaos circunventriculares que se situam fora da barreira
hematoencefalica e estdo situados na lamina terminal. Trabalhos eletrofisiologicos e
imunohistoquimicos sugerem que o0s neurdnios dos érgaos circunventriculares sao
ativados através de suas células osmo-sédio- e angiotensina ll-sensiveis, durante
um aumento da osmolaridade do liquido extracelular ou uma deficiéncia aguda de
soédio corporal, respectivamente (VIVAS e cols., 1990, 1995; JOHNSON e cols.,
1996; PASTUSKOVAS & VIVAS, 1997). O nucleo pré-optico mediano (MnPO), o
qual também faz parte da regidao AV3V, recebe aferéncias dos neurbénios do OSF e
OVLT e pode integrar sinais neurais vindos desses 6rgaos circunventriculares com
as informagdes sensoriais viscerais vindas do tronco cerebral (McKINLEY &
JOHNSON, 2004).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona € um importante sistema
hormonal ativado em situagdes de hipovolemia. A renina, uma enzima proteolitica,
atua sobre o substrato plasmatico, o angiotensinogénio (uma proteina globular

sintetizada no figado), produzindo um decapeptideo, a angiotensina | (ANG ). A
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ANG | sob a agdo da enzima conversora da angiotensina (ECA), localizada
especialmente nos endotélios da circulacdo pulmonar, produz um octapeptideo
ativo, identificado como angiotensina Il (ANG Il). Fatores como redugao da pressao
de perfusdo arterial renal, redu¢cao da concentracdo do ion sédio para a macula
densa, aumento da atividade do nervo renal, ativagdo dos receptores do subtipo 4
adrenérgicos, catecolaminas ou prostaglandinas circulante, ativam a secrecdo de
renina (FITZSIMONS, 1998).

Estudos classicos de Fitzsimons e colaboradores (para revisao vide
FITZSIMONS, 1998) foram os primeiros a demonstrar que a renina e seu peptideo
efetor ANG Il eram efetivos como estimulos dipsogénicos. Além de estimular a
ingestao de agua e de sodio, a ANG |l apresenta outras fungdes fisiologicas, como
regulacdo da pressado arterial, excrecdo de sédio, e a secrecdo de vasopressina,
podendo ter também importantes fungbes no aprendizado e na consolidacdo da
memoria (FITZSIMONS, 1998; KERR e cols.,, 2005; BONINI e cols., 2006).
Receptores centrais para agdes da ANG Il ja foram demonstrados em diversas areas
cerebrais como OSF, OVLT, nucleo paraventricular (PVN), MnPO, area postrema
(AP) e nucleo do trato solitario (NTS), (LEWIS e cols., 1986; MCKINLEY e cols.,
1987; ALLEN e cols., 1988).

A aldosterona, um mineralcorticoide, também tem papel fundamental
na conservagao de sodio no organismo, e € o sinal enddcrino final do sistema
renina-angiotensina-aldosterona. A secrecao de aldosterona pela zona fasciculada
da adrenal é regulada pela ANG Il e concentragao extracelular de potassio. A
aldosterona atua nos ductos coletores renais e colon para regular a (re)absorgéo de
sodio e secregao de potassio (BOOTH e cols., 2002). Atuando no sistema nervoso
central, em areas como no nucleo central da amigdala (CeA), a aldosterona induz
aumento do apetite ao sédio (GALAVERNA e cols., 1991; SAKAI e cols., 1996).

Assim como 0s mecanismos excitatorios, os mecanismos inibitorios
também sdo importantes no controle da ingestdo de agua e soédio. Em situagbes de
expansao do volume ou aumento da osmolaridade plasmatica ocorre a liberacao do
peptideo natriurético atrial (ANP), um peptideo de 28 aminoacidos, sintetizado
principalmente nos midcitos atriais. O ANP participa da manutengao do volume por
produzir diurese, natriurese e vasodilatagdo (DE BOLD e cols., 1981). O ANP
também inibe a agdo vasoconstritora da ANG I, vasopressina (AVP) e noradrenalina

(BAXTER e cols., 1988). Administracdo central ou periférica de ANP reduz a
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ingestdo de agua (induzida por privagao hidrica) e de sédio (induzida por deplegao
de sodio), (ANTUNES-RODRIGUES e cols., 1985, 1986; McCANN e cols., 1996).

A ocitocina (OT) é secretada na circulagdo sanguinea durante
expansao de volume, particularmente durante expansao hipertdbnica, e tem agao
natriurética, um mecanismo importante para compensar ou pelo menos atenuar essa
expansao (McCANN e cols., 2003). Complementando a agao renal, esse horménio
também inibe a sede e o apetite ao sddio. A OT plasmatica aumenta em resposta a
uma carga osmotica e este aumento é revertido em resposta a diluigdo do liquido
extracelular durante a ingestdo de agua que precede o apetite ao sédio em animais
hipovolémicos (VERBALIS e cols., 1995; BLACKBURN e cols., 1995). Injegao
intracerebroventricular (icv) de OT reduz a ingestdo de sédio induzida por deplegao
de sddio e a injecao de antagonista de OT pela mesma via potencializa a ingestao
de sddio induzida por ANG Il (VERBALIS e cols., 1995; SATO e cols., 1997).
Concomitantemente a ativagdo de mecanismos facilitadores do apetite ao sdédio
(ANG Il, aldosterona, desativagao de receptores de volume), ocorreria a liberagéo de
ocitocina centralmente que inibiria o apetite ao sddio nas fases iniciais de
hipovolemia. Mais tarde, com a ingestdo de agua, os mecanismos inibitérios seriam
desativados pela reducido da osmolaridade extracelular, liberando entdo a acido dos
mecanismos facilitadores para a ingestdo de sédio (VERBALIS e cols., 1995;
BLACKBURN e cols., 1995).

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

No tronco cerebral, um importante mecanismo inibitério que controla a
ingestdo de agua e NaCl esta localizado no nucleo parabraquial lateral (NPBL), uma
estrutura pontina que situa-se dorsolateralmente ao pedunculo cerebelar superior,
(EDWARDS & JOHNSON, 1991; MENANI & JOHNSON, 1995; COLOMBARI € cols.,
1996; MENANI e cols., 1996, 1998a, 1998b, 2000).

Os primeiros estudos mostraram que lesdo eletrolitica ou a lesao
neurotoxica (com injecao de acido iboténico) no NPBL em ratos levava a um
aumento da ingestdo de agua induzida pela administragdo central ou periférica de
ANG Il ou injecao periférica de isoproterenol (OHMAN & JOHNSON, 1986, 1989;
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JOHNSON & EDWARDS, 1990; EDWARDS & JOHNSON, 1991). Outros estudos
tém mostrado que inje¢des bilaterais no NPBL de metisergida, um antagonista de
receptores serotonérgicos, aumenta a ingestdo de NaCl induzida pela ANG I
administrada tanto icv quanto no OSF (MENANI e cols., 1996; COLOMBARI e cols.,
1996). Metisergida injetada bilateralmente no NPBL também aumentou a ingestao
de NaCl induzida pelo tratamento combinando o diurético furosemida (FURO) e o
bloqueador da enzima conversora de angiotensina captopril (CAP), ambos injetados
por via subcutanea (sc) (MENANI e cols., 1996). Por outro lado, a injegcdo de DOI
(2,5-dimetoxi-4-iodoamfetamina), um agonista de receptores serotoninérgicos, no
NPBL reduziu a ingestdo de NaCl induzida pelo tratamento com furosemida +
captopril (FURO+CAP) sc, (MENANI e cols., 1996).

O tratamento com o diurético furosemida (10 mg/kg de peso corporal)
combinado com o inibidor da enzima conversora de angiotensina |l captopril (5
mg/kg de peso corporal) sc induz uma significante ingestdo de NaCl 0,3 M que se
inicia num curto periodo de tempo (uma hora apdés o tratamento) devido a
hipotensdo associada a um aumento da formacado de ANG Il no cérebro (FITTS &
MASSON, 1989; THUNHORST & JOHNSON, 1994; MENANI e cols., 1996). O
tratamento com FURO+CAP sc induz a expressao para c-fos em estruturas como o
OSF, OVLT, MnPO, nucleo supra-6ptico (NSO), PVN, AP, NPBL, e NTS rostral e
caudal (THUNHORST e cols., 1998).

Outros estudos tém mostrado que metisergida injetada no NPBL
aumenta a ingestdo de agua e NaCl hipertdnico induzida por 24 horas de privagao
hidrica ou deplegao de sodio (FURO sc seguida de 24 horas com dieta deficiente de
sodio), (MENANI e cols., 1998a,b). Foi demonstrado também que estes mecanismos
inibitérios serotonérgicos do NPBL exercem forte influéncia inibitéria na ingestéo de
NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com desoxicorticosterona (DOCA), um
composto esterdide com propriedades semelhantes a aldosterona, (DE GOBBI e
cols., 2000). Além disso, o bloqueio serotonérgico no NPBL combinado com o
aumento da osmolaridade plasmatica produzido por sobrecarga intragastrica de
NaCl induz um aumento paradoxal da ingestdo de NaCl hipertbnico além da
ingestdo normal de agua (DE LUCA JR e cols., 2003).

Além da serotonina (5-HT), também a colecistocinina (CCK) no NPBL
tem um papel inibitério na ingestao de agua e sédio (MENANI & JOHNSON, 1998),

demonstrando-se inclusive uma interdependéncia e cooperatividade entre 5-HT e
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CCK no NPBL no controle da ingestdao de agua e sédio (DE GOBBI et al., 2001),
pois a liberagcdo de 5-HT induz também a liberacdo de CCK no LPBN e vice-versa, e
para a inibicdo plena da ingestdo de sddio é necessaria a agao tanto da 5-HT quanto
do CCK em seus respectivos receptores no LPBN.

Outros estudos também ja demonstraram o papel inibitério do
glutamato e do fator liberador de corticotrofina no NPBL na ingestdo de agua e sédio
(XU e cols., 1997; DE CASTRO E SILVA e cols., 2006, DE GOBBI e cols., 2009).
Mais recentemente ainda, foi demonstrado também o envolvimento dos receptores
adrenérgicos ap, dos receptores GABAérgicos e receptores opioidérgicos do NPBL
no controle da ingestao de sédio (ANDRADE e cols., 2004; CALLERA e cols., 2005;
ANDRADE e cols., 2006; DE OLIVEIRA e cols., 2008).

Injecbes bilaterais de muscimol (agonista GABA) no NPBL induzem
ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos saciados, e o prévio tratamento com bicuculina
(antagonista de receptores GABA,) reverteu esses efeito (CALLERA e cols., 2005).
Injecdes do agonista opidide B-endorfina no NPBL também induzem ingestdo de
NaCl 0,3 M em ratos saciados e o pré-tratamento com o antagonista opidide
naloxona aboliu esse efeito, (DE OLIVEIRA e cols., 2008).

A moxonidina (agonista adrenérgico a, e imidazdlico) injetada
bilateralmente no NPBL aumenta a ingestdo de sddio induzida pelo tratamento
combinando-se FURO + CAP sc, e esse aumento produzido pela moxonidina (mais
do que dez vezes a quantia ingerida pelos controles tratados com FURO+CAP sc e
veiculo no NPBL) foi completamente abolido pelo RX 821002, um antagonista de
receptores adrenérgicos dy, indicando que a moxonidina produz um potente, seletivo
e especifico aumento da ingestdao de NaCl hipertdnico pela agdo em receptores
adrenérgicos ay, (ANDRADE e cols., 2004). A ativagdo de receptores adrenérgicos
a; do NPBL combinado com o aumento da osmolaridade plasmatica produzido por
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M também induz uma surpreendente ingestao de
NaCl hiperténico (ANDRADE e cols., 2006), sugerindo que a ativagédo de receptores
adrenérgicos a , do NPBL suprime o mecanismo inibitorio dessa mesma area para a
ingestdo de sodio durante o aumento da osmolaridade plasmatica.

As células do NPBL sao ativadas apds a ingestao de solugdes de sodio
em animais com desidratagdo intra e extracelular, (KOBASHI e cols., 1993;
YAMAMOTO e cols., 1993; FRANCHINI & VIVAS, 1999), sugerindo que as células

do NPBL podem ser ativadas por estimulos viscerais e talvez de sabor. O NPBL
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recebe muitas fibras provenientes da AP e porgdo adjacente do NTS medial
(AP/NTSm), (HERBERT e cols., 1990; NORGREN, 1981; SHAPIRO & MISELIS,
1985). A regiao AP/NTSm, por sua vez, recebe proje¢des aferentes dos receptores
de volume (barorreceptores arteriais e receptores cardiopulmonares), receptores
gustatorios e outros receptores viscerais (NORGREN, 1981) e estes receptores
podem influenciar a ingestao de agua e sédio (JOHNSON & THUNHORST, 1997). O
NPBL também envia projecdes para as areas anteriores do céerebro envolvidas no
controle hidroeletrolitico, tais como PVN, CeA e MnPO (NORGREN, 1981,
CIRIELLO e cols., 1984; FULWILER & SAPER, 1984; LANCA & VAN DER KOOY,
1985; KRUKOFF e cols., 1993; JHAMANDAS e cols., 1996). Dessa forma, o NPBL
pode ser uma regiao de integragao entre as vias ascendentes vindas do NTSm e AP
e as areas anteriores envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico.

A amigdala apresenta particular interesse no comportamento motivado
de ingestdo de sédio por manter conexdes reciprocas com areas bulbares como o
NTS e da ponte como o NPBL, que sao centros processadores de informacdes
gustatdrias e viscerais (NORGREN, 1995). A amigdala (ou complexo amigdaldide),
uma estrutura limbica localizada nos lobos temporais, participa de um circuito
cerebral fundamental envolvido no controle de ingestdo de sodio e agua (COVIAN e
cols., 1975), e tem como principais regides os nucleos: a) medial, que recebe
aferéncias do bulbo olfativo (odores e feromdnios) e envia informagdes para o
prosenceéfalo e hipotdlamo; b) lateral, o qual recebe informagdes sensoriais do cortex
primario, do talamo e formagao hipocampal e projeta-se para os nucleos basal e
central do complexo amigdaldide; c) basal, que recebe aferéncias sensoriais dos
nucleos lateral e basolateral do complexo e projeta-se para o nucleo central e
matéria cinzenta periaquedutal e d) o nucleo central, que recebe aferéncias dos
nucleos basolateral e basal do complexo amigdaldide e projeta-se para o
hipotalamo, mesencéfalo, ponte e bulbo.

Lesdes bilaterais do CeA abolem a ingestdo diaria de NaCl 3% e o
apetite ao sodio induzido por DOCA e também por ativagao da ANG Il cerebral por
meio de injegdes icv de renina (GALAVERNA e cols., 1992). Esse mesmo trabalho
mostrou que animais com lesdes bilaterais do CeA nao sofreram alteragcées na
ingestdo de solugdes palataveis de sacarose, comida ou agua, sugerindo assim um
efeito especifico para a ingestdo de sédio hipertdbnico. ZARDETTO-SMITH e

colaboradores (1994) também mostraram uma redugdo do apetite ao sodio apds
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lesdo do CeA em animais tratados com ioimbina sc ou depletados de sddio com
furosemida. Por outro lado, a ingestdo de agua induzida por ANG Il sc ou por
desidratacao celular promovida por salina hiperténica sc nao é afetada pelas lesdes
do CeA, reforcando o conceito que lesdes do CeA reduzem especificamente o
apetite ao sodio, (ZARDETTO-SMITH e cols., 1994). Lesbes bilaterais do CeA
reduziram a ingestdo de NaCl 0,3 M, sem alterar a ingestdo de agua, em animais
com 36 horas de privagdo hidrica submetidos a um protocolo de reidratacédo parcial
na primeira hora seguida de acesso ao NaCl 0,3 M e agua nas duas horas seguintes
e também reduziu a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por 24 horas de deplecao de
sodio (VENDRAMINI e cols., 2009), confirmando os efeitos da lesdo do CeA ja
descritos na literatura. Assim, ja foi demonstrada a importancia do CeA para a
ingestdo de sodio induzida por diferentes protocolos. Porém, até hoje ainda nao
foram estudados os efeitos das lesbes do CeA na ingestdo de sédio induzido pelo
tratamento com FURO+CAP sc.

As lesdes do CeA, embora reduzam o apetite ao sddio, parece nao
produzirem desordens da fungdo gustatéria, pois os animais estudados
discriminaram estimulos sapidos aplicados a lingua, respondendo normalmente aos
teste de reatividade gustatéria ao NaCl (AZUMA e cols., 1984; SEELEY e cols.,
1993). Portanto, este nucleo ndo seria importante para a sensacao de sabor, mas
sim para conectar informagdes gustatorias provenientes de areas bulbares (NTS) e
pontinas (NPB) aos sistemas motores responsaveis pelo consumo de sédio, sendo
essas respostas modificadas pelo conteudo de sddio do meio interno (GALAVERNA
e cols., 1993; LUNDY & NORGREN, 2001).

A conexao entre o NPBL e o CeA tem sido recentemente estudada (JIA
e cols., 2005; GEERLING & LOEWY, 2006). Com a associagao de técnicas de
marcadores neuronais retrogrados e anterdégrados e imunoistoquimica, foi
demonstrada a existéncia de conexdes monossinapticas GABAérgicas entre o CeA e
o NPBL, (JIA e cols., 2005). Recentemente foi verificado que injecbes da subunidade
B da toxina colérica no NPBL produziu tanto marcagao retrograda em corpos
celulares de neurdnios do NTS sensiveis a aldosterona, quanto marcacao axonal
anterograda no CeA, enquanto que a injecdo dessa toxina no CeA evidenciou uma
projecdo descendente da amigdala para o NTS medial, (GEERLING & LOEWY,
2006). Esses autores sugeriram que esse circuito NTS — NPBL — CeA — NTS pode
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ser considerado como uma base neuroanatdémica para a modulagdo da ingestéo de
sédio pelo CeA, (GEERLING & LOEWY, 2006).

Considerando entdo a importancia dos mecanismos serotoninérgicos,
GABAérgicos e adrenérgicos do NPBL no controle da ingestdo de sdédio, o
envolvimento do CeA na regulagdo da ingestdo de sédio e os varios estudos
mostrando a conexao entre o NPBL e o CeA, julgamos interessante investigar se os
efeitos do bloqueio serotoninérgico, da ativacdo GABAérgica ou adrenérgica no
NPBL, aumentando a ingestao de sodio hiperténico, dependeriam da integridade do
CeA.
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2. OBJETIVOS

Estudar o possivel envolvimento do CeA, avaliado por meio de lesdes
eletroliticas bilaterais ou bloqueio farmacoldgico bilateral dessa regidao, 1) na
ingestao de agua e NaCl 0,3 M produzida pelo tratamento com FURO+CAP sc; 2) no
aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M produzido pelo bloqueio de receptores
serotoninérgicos ou ativacdo dos receptores adrenérgicos a, do NPBL em ratos
tratados com FURO+CAP sc; 3) na ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pela ativagao

de receptores GABAérgicos do NPBL em ratos saciados e normovolémicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman, adultos, com peso entre 260 e 270 g
no dia da cirurgia cerebral, provenientes do Biotério do Campus de Araraquara da
UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de ago inoxidavel, com
livre acesso a ragdo, agua e solugdo de NaCl 1,8% (0,3 M). Os animais
permaneceram em salas climatizadas (temperatura de 23 + 2° C e umidade de 50 +
10%), com ciclo claro-escuros de doze horas (presenca de luz das 7:00 as 19:00 h),
no Laboratério Experimental de Fisiologia do Departamento de Fisiologia e Patologia
da FOAr, UNESP, Araraquara. Todos os procedimentos experimentais foram
autorizados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal - CEEA (Proc. CEEA
nr. 07/2007).

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

A quantidade de agua e NaCl 0,3 M ingerida por cada animal foi
medida diariamente desde cinco dias antes da cirurgia até o final do periodo de
experimentacdo, totalizando 22 dias. Para tanto, foram utilizados bebedouros de
polipropileno com capacidade para 100 ml, graduados a cada ml, fixados na frente

de cada gaiola.

3.3. Medida do peso corporal

Alguns animais com lesdo no CeA, podem apresentar afagia e adpisia
moderadas nos primeiros cinco dias apos a cirurgia, resultando em perda de até 5%
do peso corporal. Para tanto, o peso corporal de cada animal foi medido cinco dias
antes da cirurgia cerebral para lesdo do CeA (periodo de ambientagdo), no dia da

cirurgia e cinco, oito, quinze e dezoito dias apds a cirurgia.

3.4. Cirurgia cerebral
Os ratos foram anestesiados com uma combinagdo de cetamina (80
mg/kg peso corporal) e xilazina (7 mg/kg peso corporal) administrada por via

intraperitoneal. Inicialmente, foi feita uma tricotomia do topo da cabeca do animal
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para facilitar a cirurgia e evitar possiveis infecgcbes. Em seguida, os ratos foram
adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900).

A cirurgia foi iniciada com uma incisdo realizada com o bisturi, com
posterior remog¢ao do peridstio para exposi¢ao da caixa craniana. Através da incisdo
foram visualizadas as suturas bregma e lambda que foram utilizadas como
referéncia para nivelar as cabegas dos ratos. Em seguida, foram feitas duas
perfuracbes na caixa craniana para a introdugdo de parafusos necessarios para a
fixacdo das canulas na resina acrilica que seria utilizada posteriormente.

Para a lesdo do nucleo central da amigdala (CeA), apos a trepanagao
do cranio com uma broca circular, foi introduzido bilateralmente um eletrodo de aco
inoxidavel isolado, exceto na extremidade (0,5 mm), seguindo as coordenadas: 2,1;
2,4 e 2,6 mm caudal ao bregma, 4,0 mm lateral ao seio sagital e 6,3 mm abaixo da
dura-mater. A cada ponto de introducdo do eletrodo foi liberada uma corrente
anodina de 1 mA durante 20 segundos. Em animais com lesao ficticia, o eletrodo foi
introduzido 5,3 mm abaixo da dura-mater, sendo mantidas as demais coordenadas,
sem passagem de corrente.

Imediatamente apds as lesbes bilaterais do CeA, canulas de aco
inoxidavel de 12 x 0,5 mm d.i. (didmetro interno) foram implantadas bilateralmente
nas cabecas dos ratos direcionadas para o NPBL. Essas canulas foram
posicionadas bilateralmente no cérebro de acordo com as seguintes coordenadas:
9,2 mm caudal ao bregma, 2,1 mm lateral a linha mediana e 3,5 mm abaixo da dura-
mater, de acordo com Paxinos e Watson, 1986. Nesses pontos foi feita outra
trepanacao no cranio, abrindo-se orificios de aproximadamente 1,5 mm de didmetro
por onde as canulas foram introduzidas. As canulas foram entdo fixadas nas
cabecas dos ratos com o auxilio da resina acrilica. Apdés a completa secagem da
resina, retirou-se o animal do aparelho estereotaxico e introduziu-se o mandril na
canula.

Em alguns ratos, ao invés de lesdes no CeA, foram feitas inje¢cdes de
muscimol nessa area. Para isso, além de canulas bilateralmente implantadas no
NPBL, também foram implantadas canulas bilateralmente no CeA. Para injegbes no
CeA, as céanulas foram posicionadas bilateralmente no cérebro de acordo com as
seguintes coordenadas: 2,2 mm caudal ao bregma, 4,0 mm lateral ao seio sagital e

4,5 mm abaixo da dura-mater. Nesses pontos foi feita outra trepanagdo no cranio,
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abrindo-se orificios de aproximadamente 1,5 mm de didmetro por onde as canulas
foram introduzidas.

Apds a cirurgia cerebral, os ratos receberam uma injegao intramuscular
(0,2 ml/rato) de Pentabidtico Veterinario — Pequeno Porte (Fort Dodge Saude Animal
Ltda.) e outra do analgésico/anti-inflamatoério Ketoflex (cetoprofeno 1%, 0,03 ml/rato;
Mundo Animal, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Diariamente os ratos foram manipulados e treinados com manobras
utilizadas durante os procedimentos experimentais. Os experimentos foram iniciados

3 dias apos a cirurgia cerebral.

3.5. Injegao de farmacos no encéfalo

Os farmacos foram dissolvidos em solventes adequados (solugao
salina fisiolégica ou uma mistura de propilenoglicol e agua 2:1, conforme o caso) e
injetados no cérebro dos ratos utilizando-se uma seringa Hamilton (5 pl), conectada
por meio de um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi introduzida
no cérebro pelas canulas guias previamente fixadas no cérebro. A canula injetora
(0,3 mm diadmetro) era 2 mm mais longa do que a canula guia. O volume de injegao
no CeA e no NPBL foi de 0,2 ul de cada lado.

3.6. Farmacos utilizados

Cloridrato de moxonidina, agonista de receptores adrenérgicos
o/imidazdlicos, (doagcédo da Solvay Pharma, Hannover, Alemanha), foi dissolvido em
uma mistura de propilenoglicol e agua 2:1 (veiculo) e administrado no NPBL na dose
de 0,5 nmol/0,2 pl.

Maleato de metisergida, antagonista inespecifico de receptores
serotoninérgicos, (Research Biomedical International, RBI, Natick, MA, USA), foi
dissolvido em veiculo e administrado no NPBL na dose de 4 ug/0,2 pl.

Brometo de muscimol, agonista de receptores GABAa, (Research
Biochemicals Internationals, RBI, Natick, MA, USA), foi dissolvido em salina e
administrado no CeA nas doses de 0,25 ou 0,5 nmol/0,2 ul e no NPBL na dose de
0,5 nmol/0,2 pl.
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Furosemida (FURO), diurético saliurético, (10 mg/kg de peso corporal,
administragdo subcutanea) foi dissolvida em salina isoténica com pH préximo a 9,0
ajustado com solugao de hidroxido de sédio 0,1 N.

Captopril (CAP), inibidor da enzima conversora de angiotensina, (5
mg/kg de peso corporal, administracdo subcutanea) foi dissolvido em salina
isotbnica. Furosemida e captopril foram comprados da Sigma Chemical Company, St
Louis, MO, USA. O tratamento com FURO+CAP foi utilizado como descrito
previamente por FITTS & MASSON, 1989 e MENANI et al., 1996.

3.7. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M

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

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi testada em ratos tratados com
uma combinagdo de FURO (10 mg/kg de peso corporal) + CAP (5 mg/kg de peso
corporal) sc que receberam inje¢cdes de moxonidina, metisergida ou veiculo no NPBL
e em ratos saciados e normovolémicos que receberam inje¢cdes de muscimol no
NPBL.

Agua, NaCl 0,3 M e ragéo foram removidos das gaiolas imediatamente
antes do tratamento com FURO+CAP. Apds uma hora, foram oferecidos aos animais
agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e NaCl foi
medida a cada 30 minutos durante 2 horas.

Em ratos saciados e normohidratados, a agua, a solugao de NaCl 0,3
M e a ragdo foram removidos das gaiolas imediatamente antes do inicio dos
experimentos. Agua e NaCl 0,3 M, em tubos com divisdo de 0,1 ml, foram oferecidos
para os animais 15 min apos inje¢des bilaterais de muscimol (0.5 nmol/0,2 ul) no
NPBL. A ingestdo de agua e NaCl foi medida a cada 30 minutos durante 4 horas.

Durante o periodo de medida de ingestdo de agua e NaCl, os ratos néao
tiveram acesso a ragao. Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas

entre dois experimentos nos mesmos animais.

3.8. Analise histologica
Terminados os experimentos, os ratos com lesdes eletroliticas ou
ficticias do CeA receberam injegcbes bilaterais de corante (azul de Evans, 2 mg/0,2

pl) no NPBL, enquanto que os animais com implantes bilaterais de canulas no CeA
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receberam injegdes bilaterais de corante tanto no CeA quanto no NPBL. Em
seguida, os ratos foram profundamente anestesiados com tiopental sédico (70 mg/kg
de peso corporal) e submetidos a uma perfusao cerebral por meio de injecao no
coragao de solugédo salina tamponada (50 ml) seguida de solugdo de formalina 10%
(50 ml). A seguir, os cérebros foram retirados e fixados em formalina 10% por alguns
dias. Cortes transversais (50 um de espessura) foram feitos nos pontos de injegédo
ou de lesdo com auxilio de um criostato (Leica). Os cortes histoldgicos montados em
ldamina foram corados pelo método Giemsa e analisados em microscopio para a
localizacdo dos pontos das injegdes no CeA e no NPBL como também para a

confirmacgao das lesées do CeA.

3.9. Andlise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrao da média
foram representados em gréaficos. A analise de varidancia (ANOVA) e o pos-teste de
Newman Keuls foram utilizados para as comparacdes entre diferentes tratamentos.

Diferengas foram consideradas significantes para p < 0,05.

3.10. Protocolos experimentais

3.10.1. Ingestao diaria de agua e NaCl 0,3 M e peso corporal em ratos
com lesao ficticia ou lesdo do CeA.

A quantidade de agua e NaCl 0,3 M ingerida por cada animal foi
medida diariamente desde cinco dias antes da cirurgia (periodo de ambientagao),
até o final do periodo de experimentacao, totalizando cerca de 22 dias.

O peso corporal (g) de cada animal foi medido cinco dias antes da

cirurgia cerebral, no dia da cirurgia e nos dias 5°, 8°, 15° e 18° apds a cirurgia.

3.10.2. Ingestdao de agua e NaCl 0,3 M induzida por diferentes
tratamentos em ratos com lesdo do CeA ou lesao ficticia e com implante de
canulas bilaterais no NPBL.

A ingestao de agua e NaCl 0,3 M foi induzida por diferentes protocolos
e teve inicio trés dias apés a lesdo, no qual ratos saciados € normohidratados com
lesdo do CeA ou lesao ficticia e com implante de céanulas bilaterais no NPBL

receberam inje¢des bilaterais de muscimol ou salina no NPBL. Esse protocolo foi
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realizado no mesmo dia, de forma que, no periodo da manha todos os animais
receberam injecbes de salina no NPBL e no periodo da tarde todos os animais
receberam injegdes bilaterais de muscimol no NPBL.

Cinco e oito dias apos a lesdo do CeA ou lesao ficticia, a ingestdo de
agua e NaCl 0,3 M foi testada em ratos tratados com FURO+CAP sc que receberam
injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL. No primeiro
teste, metade dos animais com les&o ficticia e metade dos animais com leséo do
CeA receberam moxonidina no NPBL e as outras metades receberam veiculo no
NPBL. No experimento seguinte, os ratos receberam os mesmos tratamentos no
NPBL porém de forma contrabalanceada.

Quinze e dezoito dias apds a lesdo do CeA ou lesao ficticia, a ingestao
de agua e NaCl 0,3 M foi testada em ratos tratados com FURO+CAP sc que
receberam injecdes bilaterais de metisergida (4 ng/0,2 ul) ou veiculo no NPBL. No
primeiro teste, metade dos animais com lesao ficticia e metade dos animais com
lesdo do CeA receberam metisergida no NPBL e as outras metades receberam
veiculo no NPBL. No experimento seguinte, os ratos receberam o0s mesmos
tratamentos no NPBL porém de forma contrabalanceada.

Cada animal foi submetido a todos os tratamentos, em diferentes dias

conforme esquema abaixo:

MUSCIMOL
OU SALINA

CIRURGIA 1
-5 0 3 5 8 15 18 dias

— 1]
AMBIENTAGAO I I I I

MOXONIDINA METISERGIDA
OU VEICULO OU VEICULO
FUROI/CAP sc FUROJ/CAP sc

3.10.2.1. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por injegoes
bilaterais de muscimol no NPBL em ratos saciados.
Trés dias apos a cirurgia cerebral, os ratos saciados e normohidratados

receberam inje¢des bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) ou salina no NPBL e
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quinze minutos apos foram oferecidos aos animais agua e NaCl 0,3 M. A medida da
ingestao de agua e NaCl foi feita a cada 30 min durante um periodo de 4 horas.
Esse protocolo foi realizado no mesmo dia, de forma que, no periodo da manha
todos os animais receberam injecdes de salina no NPBL e no periodo da tarde todos

0s animais receberam inje¢des bilaterais de muscimol no NPBL.

MUSCIMOL (0,5 nmol)

OU SALINA NO NPBL Manha: salina

Tarde: muscimol

BURETAS 3° dia ap6s a leséo
COM AGUA
E NaCl 0,3 M
AGUA, NaCl 0,3 M 1
E RACAO -15 min 0 30 120 1 1 21 i
REMOVIDOS 60 0 50 80 0 240 min
. '

MEDIDA DA INGESTAO DE AGUA E NaCl 0,3 M

3.10.2.2. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com
FURO+CAP sc.

Cinco e oito dias apos a cirurgia cerebral, os ratos foram tratados com
FURO+CAP sc, conforme descrito no item 3.7. dos métodos, € 45 min apds
receberam inje¢des bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL.
Agua e NaCl 0,3 M foram oferecidos aos animais 15 minutos apds as injecdes
centrais. No primeiro teste, metade dos animais com lesao ficticia e metade dos
animais com lesdo do CeA receberam moxonidina no NPBL e as outras metades
receberam veiculo no NPBL. No experimento seguinte, os ratos receberam o mesmo

tratamento no NPBL, porém de forma contrabalanceada.
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AGUA, NaCl 0,3 M BURETAS
E RAGAO COM AGUA
REMOVIDOS E NaCl 0,3 M
-60 15 0 30 60 90 120 min
® °
t MEDIDA DA INGESTAO DE
AGUAE NaCl 0,3 M
FURO+CAP
MOXONIDINA (0,5 nmol)

OU VEicULO 5° e 8° dia apos a lesdo

Ja 15 e dezoito dias ap0s a cirurgia cerebral, os ratos tratados com
FURO+CAP sc, receberam injegdes bilaterais de metisergida (4 ng/0,2 ul) ou veiculo
no NPBL quinze minutos antes do oferecimento de NaCl 0,3 M e agua aos animais.
No primeiro teste, metade dos animais com lesao ficticia e metade dos animais com
lesdo do CeA receberam metisergida no NPBL e as outras metades receberam
veiculo no NPBL. No experimento seguinte, os ratos receberam o mesmo tratamento

no NPBL, porém de forma contrabalanceada.

AGUA, NaCl 0,3 M BURETAS
E RAGAO COM AGUA
REMOVIDOS E NaCl 0,3 M
-60 15 0 30 60 90 120 min
= - °
I MEDIDA DA INGESTAO DE
AGUAE NaCI 0,3 M
FURO+CAP
METISERGIDA (4 png)

OU VEicuLO 15° e 18° dia apos a lesdo

Para os diferentes tratamentos, a medida da ingestdo de agua e sodio
foi feita a cada trinta minutos durante duas horas, imediatamente apds o

oferecimento de agua e NaCl 0,3M.
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3.10.3. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos saciados tratados com
muscimol no CeA e no NPBL.

A partir de cinco dias ap6s a cirurgia cerebral, animais saciados e
normohidratados com canulas implantadas bilateralmente no CeA e no NPBL
receberam injegdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) ou salina tanto no CeA
quanto no NPBL. Quinze minutos apds foram oferecidos aos animais agua e NacCl
0,3 M. A medida da ingestdao de agua e NaCl 0,3 M foi feita a cada 30 minutos
durante um periodo de 4 horas.

Para a realizagdo do protocolo os animais foram submetidos
aleatoriamente a quatro tratamentos. Em cada teste os animais foram divididos em
dois grupos, e cada um dos grupos recebeu um dos quatro tratamentos. Todos os
animais foram submetidos aos quatro testes, em dias diferentes, com 48 h de
intervalo entre eles. No final dos experimentos, todos os animais receberam os
quatro tratamentos em ordem aleatéria, conforme segue:

Tratamento 1. salina CeA + salina NPBL

Tratamento 2. salina CeA + muscimol NPBL

Tratamento 3. muscimol CeA + muscimol NPBL

Tratamento 4. muscimol CeA + salina NPBL

3.10.4. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com FURO +
CAP sc que receberam muscimol no CeA combinado com moxonidina no
NPBL
A partir de cinco dias apds a cirurgia cerebral, a ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M foi testada em ratos tratados com FURO+CAP sc (conforme descrito no
item 3.7. dos métodos) que receberam inje¢cdes bilaterais de muscimol (0,25
nmol/0,2 ul) ou salina no CeA e injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl)
ou veiculo no NPBL. As inje¢cdes centrais foram feitas 45 minutos apos o tratamento
com FURO+CAP e o acesso a agua e NaCl foi 1 h apés FURO+CAP. A medida da
ingestao de agua e NaCl 0,3 M foi feita a cada trinta minutos durante duas horas.
Para a realizacdo dos testes, os animais foram submetidos
aleatoriamente a quatro tratamentos. Em cada teste os animais foram divididos em
dois grupos e cada grupo recebeu um dos quatro tratamentos. Todos os animais

foram submetidos aos quatro testes, em dias diferentes, com 48 h de intervalo entre
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eles. No final dos experimentos, todos os animais receberam os quatro tratamentos
em ordem aleat6ria, conforme segue:

Tratamento 1. salina CeA + veiculo NPBL

Tratamento 2. salina CeA + moxonidina NPBL

Tratamento 3. muscimol CeA + moxonidina NPBL

Tratamento 4. muscimol CeA + veiculo NPBL
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4. RESULTADOS

4.1. Histologia.

A Figura 1A apresenta um esquema adaptado de Paxinos e Watson
(2004) mostrando a localizagado do CeA no cérebro de rato e a Figura 1B apresenta
uma fotomicrografia mostrando a localizagdo das lesdes bilaterais do CeA no
cérebro de um rato representativo dos animais lesados. O CeA é parte do complexo
amigdaldide localizado nos lobos temporais. A lesao bilateral do CeA tipica foi
localizada latero-dorsalmente a extremidade do trato dptico (opt, area destacada em
verde na Figura 1), acima do nucleo amigdaléide basomedial e medial ao nucleo
amigdaldide basolateral. O CeA apresenta aproximadamente 1,5 mm de extensao
rostro-caudal e ao menos 80% da extensao rostro-caudal do CeA foi destruida pelas
lesbes. Laminas montadas contendo os cortes histolégicos da regido
compreendendo o CeA foram analisadas e somente os animais cujos trajetos das
canulas estavam bilateralmente localizadas no CeA foram usados para a analise dos
dados. Na Figura 1C pode ser visualizado uma fotomicrografia de um corte
histologico mostrando os pontos de injegao tipico no CeA (seta) e o trajeto das
canulas no cérebro de um rato representativo dos animais estudados.

A Figura 2A apresenta um esquema adaptado de Paxinos e Watson
(2004) mostrando a localizagdo do NPBL e a Figura 2B apresenta uma
fotomicrografia mostrando os pontos de injecao tipicos no NPBL no cérebro de um
rato representativo dos animais estudados. Os sitios de injecdo no NPBL estavam
concentrados nas porgdes centro-lateral e dorso-lateral do NPBL (ver FULWILER &
SAPER, 1984, para definicdo dos subnucleos do NPBL). Injecbes que atingiram as
porgdes ventro-lateral e lateral externa, assim como o nucleo Kdlliker-Fuse, foram
observadas apenas em alguns ratos e os resultados desses animais foram incluidos

na analise
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FIGURA 1. A) Diagrama com demarcacgao da regiao do CeA (adaptado de PAXINOS
& WATSON, 2004), localizado bilateralmente (circulos pontilhados vermelhos), B)
Fotomicrografia de corte histolégico mostrando os pontos de lesbes eletroliticas
bilaterais do CeA (setas) e C) Fotomicrografia de corte histoldgico mostrando os
pontos de injegdes tipicas no CeA (setas) em ratos representativos dos animais
estudados. opt, trato optico (area destacada em verde).
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FIGURA 2. A) Diagrama com demarcacdo da regido do NPBL, destacado em
pontilhados vermelhos (adaptado de Paxinos e Watson, 2004), e B) Fotomicrografia
de um corte histologico mostrando os pontos de inje¢cdes bilaterais tipicas no NPBL
(setas) de um rato representativo dos animais estudados. scp, pedunculo cerebelar
superior (area destacada em verde).



Resultados 40

4.2. Ingestao diaria de agua e NaCl 0,3 M e peso corporal em ratos com lesdes
ficticias ou eletroliticas bilaterais do CeA.

Comparado com pré-lesdes, a ingestdo diaria de NaCl 0,3 M em ratos
com lesdes ficticias teve uma tendéncia de aumento apds o sexto dia de cirurgia,
resultando em uma diferencga significante na ingestdo diaria de NaCl 0,3 M deste
grupo no décimo sétimo dia de teste [F(21,308) = 1,78; p<0.05], enquanto o oposto
ocorreu apos as lesdes do CeA (Fig. 3A). Essas tendéncias contrarias resultaram em
uma diferenga significativa na ingestdo diaria de NaCl 0,3 M entre ratos com lesbes
ficticias e lesbes do CeA apds o oitavo dia das lesbes, [F(1,308) = 70,85; p<0,05]
(Figura 3A).

Comparando-se com lesdes ficticias, ocorreu redugdo da ingestao
diaria de agua por duas semanas apos as lesdes bilaterais do CeA [F(1,308) =
105,75; p<0,05] (Figura 3B). Entretanto, comparado com o periodo pré-lesdes, a
ingestao diaria de agua foi reduzida somente nos dois primeiros dias apos as lesdes
bilaterais do CeA [F(21,308) = 3,82; p<0,001] (Figura 3B).

Lesbes bilaterais do CeA reduziram o peso corporal durante todo o
periodo de estudo (18 dias) [F(1,84) = 46,62; p<0,05], (Tabela 1).
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FIGURA 3. Ingestdo diaria de A) NaCl 0,3 M (ml) e B) agua (ml) em ratos
submetidos a lesdes ficticias ou lesdes eletroliticas bilaterais do CeA. Resultados
sdo expressos como media £ EPM; n = numero de ratos.
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Tabela 1: Peso corporal de ratos com lesdes ficticias ou eletroliticas do CeA.

TEMPO PESO CORPORAL (g)
(dias) LESOES FICTICIAS (n = 10) LESOES CeA (n = 06)
-5 262 +3 260 =3
0 294 + 2 286 + 3
5 312+6 263 + 13*
8 328+ 7 292 + 10*
15 356 +5 313 £ 12*
18 3717 330 + 13*

0 dia das lesoes. * diferente de LESOES FICTICIAS.

Valores sdo media £ SEM; p < 0,05; n = numero de ratos.
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4.3. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por injegoes bilaterais de
muscimol no NPBL em ratos saciados com lesoes ficticias ou eletroliticas
bilaterais do CeA.

Injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL de ratos com
lesbes ficticias do CeA induziram ingestdao de NaCl 0,3 M (16,1 £ 5,4 ml/4 h, vs.
salina: 1,3 £ 0,5 ml/4 h), [F(3,224) = 23,0; p<0,001], e ingestdo de agua (8,2 + 3,5
ml/4 h, vs. salina: 1,6 + 0,7 ml/4 h), [F(3,224) = 9,7; p<0,001] (Figura 4).

Lesdes bilaterais do CeA (3 dias) aboliram a ingestdo de agua (0,1 +
0,05 ml/4 h) e NaCl 0,3 M (0,1 = 0,1 ml/4 h) produzida pelas inje¢cbes de muscimol no

NPBL em ratos com lesdes ficticias (Figura 4).



Resultados 44

—@— LESOES FICTICIAS + SALINA (n = 10)

—/— LESOES FICTICIAS + MUSCIMOL (n = 10)
—l- LESOES CeA + SALINA (n = 06)
—~ LESOES CeA + MUSCIMOL (n = 06)

* diferente de LESOES FICTICIAS + SALINA
25 -+ A

20

Ingestao cumulativa de NaCl 0,3 M (ml)

121 B

-
o
1

Ingestao cumulativa de agua (ml)

vV vV
0 30 60 90 120 150 180 210 240

Tempo (min)

FIGURA 4. Ingestao cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua em ratos submetidos a
lesdes ficticias ou eletroliticas bilaterais do CeA que receberam injegdes bilaterais de
muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) ou salina no NPBL. Resultados sdo expressos como
media + EPM, n = nUmero de animais.
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4.4. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por FURO+CAP em ratos
submetidos a lesdes ficticias ou eletroliticas bilateriais do CeA tratados com
moxonidina no NPBL.

Comparado-se com a ingestdo em ratos com lesdes ficticias, as lesbes
bilaterais do CeA (5 e 8 dias) ndao afetaram a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
induzida por FURO+CAP sc (Figura 5).

Injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL de ratos
com lesdes ficticias tratados com FURO + CAP sc promoveram um aumento na
ingestdo de NaCl 0,3 M (31,5 + 4,2 ml/2 h vs. veiculo: 5,2 £ 0,9 ml/2 h) [F(3,140) =
74,1; p<0,001] (Fig. 5A), e agua (19,9 + 3,2 ml/2 h, vs. veiculo: 12,8 + 0,7 ml/2 h)
[F(3,140) = 21,06; p<0,001] (Figura 5B).

Lesdes bilaterais do CeA (5 e 8 dias) aboliram o aumento da ingestéao
de NaCl 0,3 M (11,7 + 2,8 ml/2 h) produzido pelas injegdes de moxonidina no NPBL
de ratos com lesdes ficticias tratados com FURO+CAP sc (Figura 5A). Mais do que
abolir o aumento da ingestdo de agua, lesdes bilaterais do CeA combinadas com
injecdbes de moxonidina no NPBL reduziram a ingestdo de agua induzida por

FURO+CAP sc para valores abaixo dos niveis controle (6,7 = 1,8 ml/2 h) (Figura 5B).
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FIGURA 5. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua induzida por
FURO+CAP sc em ratos submetidos a lesdes ficticias ou eletroliticas bilaterais do
CeA que receberam injegdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no
NPBL 5 e 8 dias apés as lesdes. Resultados sdo expressos como media £ EPM, n =
nuamero de animais.
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4.5. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por FURO+CAP em ratos
submetidos a lesées ficticias ou eletroliticas do CeA tratados com metisergida
no NPBL.

Comparado-se com a ingestdo em ratos com lesdes ficticias, as lesbes
bilaterais do CeA (15 e 18 dias) também nao afetaram a ingestdo de agua e NaCl
0,3 M induzida por FURO+CAP sc (Figura 6).

Injecdes bilaterais de metisergida (4 ug/0,2 ul) no NPBL de ratos com
lesdes ficticias tratados com FURO + CAP aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M
(18,3 £ 3,1 ml/2 h, vs. veiculo: 8,3 £ 1,1 ml/2 h) [F (3,140) = 13,8; p <0,001] e agua
(22,4 £ 2,5 ml/2 h vs. veiculo: 11,7 £ 1,2 ml/2 h) [F (3,140) = 16,7; p <0,001] (Figura
6).

Lesbes bilaterais do CeA (15 e 18 dias) aboliram o aumento na
ingestao de NaCl 0,3 M e agua produzida pelas injegdes de metisergida no NPBL de
ratos submetidos a lesdes ficticias tratados com FURO+CAP (Figura 6).

Exceto o aumento na ingestdo de agua e NaCl 0,3 M, apos as injecoes
de metisergida ou moxonidina no NPBL, ratos com lesdes ficticias ou eletroliticas

bilaterais do CeA nao apresentaram outras respostas comportamentais anormais.
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FIGURA 6. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua induzida por
FURO+CAP sc em ratos submetidos a lesdes ficticias ou eletroliticas bilaterais do

CeA que receberam inje¢des bilaterais de metisergida (4 pg/0,2 ul) ou veiculo no
NPBL 15 e 18 dias apds as lesdes. Resultados sao expressos como media £ EPM, n
= numero de animais.
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4.6. Especificidade do NPBL como area onde as injegoes de moxonidina ou
metisergida produzem efeitos na ingestao de agua e NaCl 0,3 M.

A especificidade do NPBL como o sitio de inje¢gdes que produzem os
efeitos da moxonidina e metisergida na ingestdo de agua e NaCl 1,8% induzida por
FURO+CAP foi confirmada pelos resultados obtidos em ratos nos quais a
moxonidina, metisergida ou salina foram bilateralmente injetadas 1 mm acima do
NPBL. Injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) 1 mm acima do NPBL néo
produziram qualquer efeito na ingestao de NaCl 0,3 M [F(2,12) = 0,93; p>0.05] nem
na ingestao de agua [F(2,12) = 0,21; p>0.05] induzida por FURO+CAP sc (Tabela 2),
quando comparado ao tratamento com veiculo no NPBL. Inje¢cbes bilaterais de
metisergida (4 ng/0,2 yl) 1 mm acima do NPBL também n&o produziram qualquer
efeito na ingestao de NaCl 0,3 M nem na ingestdo de agua induzida por FURO+CAP

sc (Tabela 2), quando comparado ao tratamento com veiculo no NPBL.
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Tabela 2. Ingestdo cumulativa de agua e NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com

FURO+CAP sc em ratos que receberam injecdes bilaterais de moxonidina (0,5

nmol/0,2 wl), metisergida (4 ug/0,2 ul) ou veiculo 1 mm acima do NPBL.

Tratamento

Veiculo
Moxonidina

Metisergida

Veiculo
Moxonidina

Metisergida

Ingestao de NaCl 0,3 M (ml)

15 30 60 90 120 min
3,7+0,8 3,9+0,8 4,1+0,9 4,3+0,9 4,4+0,8
4,2+1 1 7,115 7,515 7,715 7,715
2,1+0,9 3,1+0,9 4,9+1,8 5,842,2 7,025

Ingestao de agua (ml)

15 30 60 90 120 min
11,6£0,8 12,7¢1,1  14,1+1,3 14,1+1,3 14,1£1,3
8,312,0 12,7¢1,0  15,9+1,3 16,1£1,3  16,1+1,4
8,6+1,5 13,6+1,4 16,1£1,8 16,7+2,1 17,5423

Valores sdo media + EPM; n = 08.
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4.7. Ingestao de agua e NaCl 0,3 M em ratos saciados que receberam injegoes
bilaterais de muscimol no NPBL e no CeA

Muscimol (0,5 nmol/0,2 nl) injetado bilateralmente no NPBL combinado
com injegdes de salina no CeA em ratos saciados induziu ingestdo de agua (8,8 +
3,2 ml/4 h vs. salina: 0,9 + 0,5 ml/4 h) [F(3,30) = 6,61; p<0,05], (Figura 7A) e de NaCl
0,3M (19,1 + 6,4 ml/4 h vs. salina: 1,2 + 0,8 ml/4 h) [F(3,30) = 9,22; p<0,05], (Figura
7B).

Injecbes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) no CeA aboliram a
ingestdo de agua (0,1 + 0,02 ml/4 h) e de NaCl 0,3 M (0,1 + 0,04 ml/4h) induzida
pelas injecbes de muscimol no NPBL. Injegbes bilaterais de muscimol no CeA

combinadas com salina no NPBL n&o promoveram qualquer ingestdo de agua ou de
NaCl.
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FIGURA 7. Ingestao cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua em animais saciados
tratados com muscimol (0,5 nmol/0,2 ul) ou salina no CeA e no NPBL. Resultados
expressos como média £ EPM, n = numero de animais.
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4.8. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por FURO+CAP sc em ratos
tratados com moxonidina no NPBL combinada com muscimol no CeA.

Em animais tratados com FURO+CAP sc que receberam injegcbes de
salina no CeA, as injegbes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) no NBPL
aumentaram tanto a ingestao de agua, (26,4 + 6,7 ml/2 h vs. veiculo: 8,2 + 1,6 ml/2
h) [F(3,18) = 9,1; p<0,05], (Figura 8A), quanto a ingestdo de NaCl 0,3 M (29,7 + 7,2
ml/2 h vs. veiculo: 4,4 + 1,6 ml/2 h) [F(3,18) = 10,0; p<0,05], (Figura 8B).

Injecdes bilaterais de muscimol (0,25 nmol/0,2 ul) no CeA aboliram o
aumento da ingestdo de agua (3,3 £ 2,3 ml/2 h) e de NaCl 0,3 M (2,8 £ 1,6 ml/2 h)
induzido pelas injegcdes de moxonidina no NPBL. Muscimol injetado no CeA em ratos
tratados com veiculo no NPBL ndo modificou a ingestdo de agua (4,2 + 1,5 ml/2 h) e
de sddio (1,1 £ 0,5 ml/2 h) induzida por FURO+CAP.
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FIGURA 8. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) agua induzida por
FURO+CAP sc em ratos tratados com muscimol (0,25 nmol/0,2 ml) ou salina no CeA
e moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL. Resultados sdo expressos como
média + EPM, n = nUmero de animais.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que lesdes bilaterais do
CeA aboliram a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M produzido pelas injegdes bilaterais
de muscimol no NPBL em animais saciados e normovolemicos, assim como o
aumento da ingestao de agua e NaCl 0,3 M produzido pelas injecées bilaterais de
moxonidina ou metisergida no NPBL em animais previamente tratados com
FURO+CAP sc. As lesdes do CeA nao afetaram a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
induzida por FURO+CAP sc, sugerindo que lesbes do CeA, nessa situagao
particular, prejudica principalmente os mecanismos que estimulam o aumento da
ingestdo de agua e NaCl 0,3 M apds a desativagcdo de mecanismos inibitérios pelo
bloqueio de receptores serotoninérgicos ou ativagdo de receptores adrenérgicos oy
ou gabaérgicos no NPBL.

Como a lesao eletrolitica além de destruir os neurénios do CeA,
também danifica fibras de passagem, foi realizado um protocolo adicional para
verificar se os efeitos das lesbes do CeA seriam devidos especificamente a
destruicdo de corpos celulares dos neurénios. Assim, foram utilizadas inje¢des de
muscimol no CeA, o qual produz uma inibicdo neuronal reversivel o que permitiu
comparar o comportamento do mesmo animal estando o CeA com sua atividade
normal ou inibida pelo muscimol.

Os resultados mostram que injegdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol)
no CeA também aboliram a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzidas pelas injegcbes
de muscimol (0,5 nmol) no NPBL, como também muscimol (0,25 nmol) no CeA
aboliu 0 aumento da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M produzido pelas inje¢cdes de
moxonidina no NPBL em animais tratados com FURO+CAP. Esses resultados
confirmam a importancia do CeA no comportamento de ingestdo de sédio produzido
quando o mecanismo inibitério do NPBL esta bloqueado.

Para os testes com muscimol no CeA foram utilizadas duas doses
diferentes (0,25 e 0,5 nmol). Inicialmente foi utilizada a dose de 0,5 nmol no CeA
combinada com a mesma dose de muscimol no NPBL, mas essa dose de muscimol
no CeA pareceu induzir um pouco de sedagdo nos animais o que poderia
comprometer os resultados. Assim, nos testes seguintes em combinagdo com

moxonidina no NPBL a dose de muscimol no CeA foi reduzida para 0,25 nmol. A
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dose de 0,25 nmol de muscimol no CeA aparentemente ndo produziu nenhuma
sedacao e os resultados na ingestdo de sddio e agua sdo coerentes com o que foi
obtido com a dose maior de muscimol no CeA. Assim como ocorreu com as lesdes
eletroliticas do CeA, também as injegdes de muscimol no CeA ndo modificaram a
ingestdo de agua e de sédio produzida por FURO+CAP, embora tenha ocorrido uma
tendéncia de redugao desses comportamentos apds o tratamento do CeA com
muscimol. Como o volume de NaCl 0,3 M ingerido pelos animais tratados com
FURO+CAP é pequeno, muitas vezes é dificil se observar uma eventual inibigao
dessa ingestao. Assim, estudos usando protocolos onde a ingestao de NaCl 0,3 M é
maior (como, por exemplo, o protocolo de 24 h de deplecado de sddio) terdo que ser
feitos para se confirmar os efeitos das injecbes de muscimol no CeA na ingestao de
sodio numa condigcdo na qual os mecanismos inibitorios do NPBL ndo estejam
inibidos.

Outros estudos ja avaliaram os efeitos da injegdo de muscimol no CeA
sobre outras respostas comportamentais. O labirinto em cruz elevado é um modelo
para se testar ansiedade em animais, o qual se baseia na atividade exploratéria
espontidnea e na aversao natural do animal pelos bragos abertos. O numero de
entradas e o tempo gasto nos bragos abertos sdo usados como indicadores
inversamente relacionados a ansiedade: quanto mais intensa a exploragido dos
bragos abertos, menor a ansiedade (PELLOW e cols., 1985; HOGG, 1996). A
administracdo de ansioliticos, como clordiazepdxido e diazepan, promovem
aumentos seletivos na exploragdo dos bragos abertos (PELLOW e cols., 1985).
Moreira e colaboradores (2007) mostraram que a inativagdo do CeA, produzida pela
injecédo de muscimol (1 nmol/0,2 ul), causa um efeito semelhante a administragao de
ansioliticos, pois eleva o numero de entradas e o tempo despendido nos bracos
abertos. Esses resultados mostram que apos a injegdo de muscimol no CeA ha um
aumento no comportamento exploratorio, ou seja, o animal ndo se encontra
debilitado, pois sua atividade locomotora esta intacta e até mesmo aumentada.
Portanto, com esses dados da literatura também ¢é possivel se confirmar que as
doses de muscimol (0,25 e 0,5 nmol) que foram injetadas no CeA no presente
estudo n&o seriam doses capazes de comprometer a atividade motora dos animais,
ou seja, a inibicdo da ingestdo de agua e sodio produzida pelas inje¢cdes de
muscimol no CeA nao se deve a incapacidade motora dos animais. Porém,

diferentemente das lesdes eletroliticas do CeA que ja se sabe que inibe
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especificamente a ingestdo de sédio, no caso das inje¢gdes de muscimol, ndo se
pode ainda excluir alguma inibi¢ao inespecifica dos comportamentos ingestivos por
esse tratamento.

A amigdala apresenta particular interesse no comportamento motivado
de ingestdo de sodio por manter conexdes reciprocas com areas bulbares como o
NTS e da ponte como o NPBL, que sao centros processadores de informacdes
gustatorias e viscerais (NORGREN, 1995). Estudos prévios mostraram que lesées
eletroliticas bilaterais do CeA aboliram a ingestao diaria de NaCl 0,5 M e o apetite ao
sodio induzido por DOCA ou ioimbina sc, inje¢cdes icv de renina ou por 24 h de
deplecao de sédio, sem modificar a ingestdo de solugdo de sacarose ou agua
(GALAVERNA e cols., 1992; ZARDETTO-SMITH e cols., 1994). Entretanto, os
resultados do presente estudo mostram que as lesbes do CeA nao afetaram a
ingestdo de sédio induzida por FURO+CAP por razdes ainda nao entendidas. Talvez
isto esteja relacionado com a extensdo das lesdes produzidas no presente estudo
quando comparado com outros trabalhos (GALAVERNA e cols., 1992; ZARDETTO-
SMITH e cols., 1994) ou é uma particularidade do modelo FURO+CAP que combina
o aumento da formagao central de ANG Il com uma hipotens&o branda (FITTS &
MASSON, 1989; THUNHORST & JOHNSON, 1994). Além disso, a maioria dos
estudos relacionados testaram os efeitos de lesbes do CeA na ingestado de NaCl 0,5
M, concentracdo esta considerada mais aversiva que o NaCl 0,3 M testado no
presente estudo.

Embora as les6es do CeA nao tenham afetado a ingestdo de sddio
induzida por FURO+CAP, essas lesdes aboliram a ingestdo de sédio dependente da
desativagdo dos mecanismos inibitérios produzida pelas inje¢cdes de moxonidina,
metisergida ou muscimol no NPBL, o que sugere conexdo entre 0os mecanismos
inibitérios do NPBL e os mecanismos facilitatérios do CeA no controle da ingestédo de
sodio.

O NPBL, uma estrutura pontina que situa-se dorsolateralmente ao
pedunculo cerebelar superior, apresenta um importante mecanismo inibitério que
controla a ingestdo de agua e NaCl, (EDWARDS & JOHNSON, 1991; MENANI &
JOHNSON, 1995; COLOMBARI e cols., 1996; MENANI e cols., 1996; 1998a,b;
2000). O NPBL recebe muitas fibras provenientes da AP/NTSm (NORGREN, 1981;
SHAPIRO & MISELIS, 1985). A regido AP/NTSm, por sua vez, recebe projecoes

aferentes dos receptores de volume (barorreceptores arteriais e receptores
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cardiopulmonares), receptores gustatorios e outros receptores viscerais (NORGREN,
1981) e estes receptores podem influenciar a ingestdo de agua e sédio (JOHNSON
& THUNHORST, 1997). O NPBL também envia proje¢cdes para as areas anteriores
do cérebro envolvidas no controle hidroeletrolitico, tais como OSF, MnPO, NPV e
amigdala (CIRIELLO e cols., 1984; JHAMANDAS e cols., 1992; KRUKOFF e cols.,
1993). Dessa forma, o NPBL pode ser uma regidao de integragdo entre as vias
ascendentes vindas do NTSm e AP e as areas anteriores envolvidas no controle do
equilibrio hidroeletrolitico. As células do NPBL sao ativadas apds a ingestdo de
solugbes de sbédio por animais com desidratacéo intra e extracelular, (KOBASHI e
cols., 1993; YAMAMOTO e cols., 1993; FRANCHINI & VIVAS, 1999), sugerindo que
as células do NPBL podem ser ativadas por estimulos viscerais e talvez de sabor.
Sinais vindos de diferentes tipos de receptores ativariam mecanismos inibitérios para
o controle da ingestdo de agua e NaCl liberando diferentes neurotransmissores no
NPBL tais como serotonina, CCK, glutamato, peptideos opioidérgicos, GABA e
também influenciando a atividade de receptores adrenérgicos a, (MENANI &
JOHNSON, 1995; COLOMBARI € cols., 1996; MENANI e cols., 1996; XU e cols.,
1997; MENANI & JOHNSON, 1998, 1998a,b, 2000; DE GOBBI e cols., 2001;
ANDRADE e cols., 2004; CALLERA e cols., 2005; ANDRADE e cols., 2006; DE
OLIVEIRA e cols., 2007, 2008).

Com a associagao de técnicas de marcadores neuronais retrogrados e
anterogrados e imunoistoquimica, foi demonstrada a existéncia de conexdes
monossinapticas GABAérgicas entre o CeA e o NPBL, (JIA e cols., 2005).
Recentemente foi verificado que inje¢cdes da subunidade [ da toxina colérica no
NPBL produziu tanto marcagéao retrograda em corpos celulares de neurdnios do NTS
sensiveis a aldosterona, quanto marcagcdo axonal anterégrada no CeA, enquanto
que a injecdo dessa toxina no CeA evidenciou uma projegcdo descendente da
amigdala para o NTS medial, (GEERLING & LOEWY, 2006). O CeA também esta
diretamente conectado com o NTS particularmente com a regido do NTS rico em
neurbnios HSD2 que sao ativados por mineralocorticoides e desativados pela
ingestdo de sodio (GEERLING & LOEWY, 2007). Esses autores sugeriram que esse
circuito NTS — NPBL — CeA — NTS pode ser considerado como uma base
neuroanatébmica para a modulagéo da ingestdo de sodio pelo CeA (GEERLING &
LOEWY, 2006).
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Os presentes resultados mostram que injegdes bilaterais de muscimol
no CeA e/ou lesdes eletroliticas do CeA aboliram a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
induzida pelas inje¢cdes de muscimol no NPBL e também o aumento da ingestao de
agua e NaCl 0,3 M produzido pelas inje¢des de moxonidina ou metisergida no NPBL
em animais tratados com FURO+CAP. Portanto, a ingestdo de agua e mais
especificamente de NaCl 0,3 M que resulta do bloqueio do mecanismo inibitério do
NPBL parece ser totalmente dependente de sinais facilitatérios presentes no CeA. A
Figura 9 apresenta um possivel modelo esquematico mostrando a interagédo entre o
NPBL e o CeA no controle da ingestdo de agua e sodio. De maneira geral, sugere-
se que mecanismos excitatérios tais como mineralocorticéides e ANG Il ativados
pelo tratamento com FURO+CAP promovem a ativagao de areas prosencefalicas
tais como a CeA e 6rgaos cincunventriculares, o que leva a ativagao e facilitagao da
ingestao de sédio. Com o aumento da ingestado de sodio, informacdes de receptores
viscerais ou gustatorios chegam ao NPBL, por intermédio da AP/NTS, ativando o
seu mecanismo inibitério, inibindo assim as areas prosencefdlicas ou mais
especificamente o CeA, inibindo ou reduzindo assim a ingestdo de sodio. Porém,
com os presentes resultados, nao é possivel saber se os mecanismos inibitérios do
NPBL inibem diretamente neurénios do CeA ou inibem neurdnios de outras areas do
cérebro que sao ativadas por sinais enviados a partir do CeA. Ainda assim,
considerando-se essa segunda possibilidade, haveria uma interagdo entre sinais
facilitatorios provenientes da amigdala e sinais inibitorios provenientes do NPBL

controlando entdo a ingestao de sédio.



Discussdo 60

NPBL

SENSORES —

AFERENTES 'Jl>
. GABA < “
ADRENERGICO:' I

O=Eunw—Z2>0mM=

Ingestao
NaCl @

0 RECEPTOR 5HT . RECEPTOR ADRENERGICO a, . RECEPTOR GABA

FIGURA 9. Diagrama esquematico mostrando um possivel modelo para a conexao
entre 0 mecanismo inibitério do NPBL e o mecanismo facilitatério do CeA para o
controle da ingestdo de sodio. 5HT, serotonina; ANG Il, angiotensina Il; AV3V,
regido anteroventral do terceiro ventriculo; CeA, nucleo central da amigdala; OSF,

6rgao subfornical.
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Portanto, o presente estudo sugere que o NPBL e o CeA estédo
fortemente conectados no controle do apetite ao sddio. Parece que o aumento na
ingestao de sddio produzida pela desativagédo dos mecanismos inibitérios do NPBL é
totalmente dependente dos mecanismos facilitatérios presentes no CeA. E possivel
que os mecanismos inibitérios do NPBL atuem reduzindo a atividade dos neurdnios
do CeA e, portanto, apdés lesbes ou bloqueios farmacolégicos do CeA os
mecanismos inibitérios do NPBL ndo possam mais modular a ingestdo de sodio,
devido a inexisténcia do mecanismo facilitatorio que seria modulado.

Os efeitos das lesbes do CeA abolindo o aumento da ingestao de sédio
produzido pelas injegdes de metisergida no NPBL em ratos tratados com
FURO+CAP ¢é semelhante ao efeito do bloqueio dos receptores ATy do OSF com
losartan, que também aboliu o aumento da ingestdo de sodio produzido pelas
injecbes de metisergida no mesmo protocolo experimental (COLOMBARI e cols.,
1996). Portanto, considerando os prévios e os presentes resultados parece que
sinais facilitatérios produzidos pela ativacdo de receptores AT do OSF em ratos
tratados com FURO+CAP assim como os sinais facilitatorios oriundos do CeA
seriam essenciais para que ocorresse 0 aumento da ingestdo de sédio quando os
mecanismos inibitérios do NPBL sdo desativados pela agdo da metisergida. Com
esses resultados, é possivel se pensar também que o CeA estaria sendo ativado por
sinais facilitatorios provenientes da agao da ANG Il produzida pelo tratamento com
FURO+CAP atuando no OSF, ou seja, ANG Il ativaria neurénios do OSF, que por
sua vez ativariam neurdnios do CeA antes de se alcancgar circuitos superiores que
estimulariam a motivagdo para a ingestdo de sédio. No CeA ou em algum outro
ponto do circuito ativado a partir do CeA esses sinais facilitatérios seriam modulados
pela agdo dos mecanismos inibitérios do NPBL.

Outro aspecto interessante € que o bloqueio dos receptores ATq do
OSF com losartan, a semelhanga do que acontece com as lesdes bilaterais ou
injecbes de muscimol no CeA, também néo afeta a ingestdo de sédio induzida pelo
tratamento apenas com FURO+CAP, isto €, na auséncia das inje¢cdes de
metisergida no NPBL, quando o mecanismo do NPBL esta atuando normalmente, os
mecanismos facilitatérios do OSF ou do CeA nao estariam envolvidos na ingestdo de
soédio produzida por FURO+CAP. Portanto, essa € mais uma evidéncia de uma
possivel conexao entre os mecanismos facilitatérios do OSF e do CeA no controle

da ingest&o de sodio. No caso, as duas areas seriam importantes para a ingestao de
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sodio que ocorre na auséncia do mecanismo inibitério do NPBL, mas nao para a
ingestao basal induzida por FURO+CAP. Por outro lado, embora n&do seja devido a
ativagcao de receptores AT, do OSF, a ingestdo de agua induzida por FURO+CAP é
dependente da acéo central da ANG Il (FITTS & MASSON, 1989; THUNHORST e
cols., 1998). Existem outras areas centrais como OVLT e MnPO onde a ANG I
também poderia atuar para estimular a ingestdo basal de sodio produzida por
FURO+CAP, mas somente futuros estudos envolvendo especificamente essas areas
poderdo determinar qual delas seria a responsavel por essa ingestdo de soédio. E
enquanto os sinais facilitatérios para ingestdo de sédio produzidos pela ativagao
angiotensinérgica do OSF, assim como os do CeA poderiam ser totalmente inibidos
pelos mecanismos do NPBL, os sinais facilitatorios das outras areas nao estariam
sujeitos ao mesmo controle e seriam capazes de produzir a ingestado basal de sodio

produzido pelo tratamento com FURO+CAP.
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6. CONCLUSAO

- Lesdes eletroliticas bilaterais do CeA ndo modificaram a ingestao de
agua e NaCl 0,3 M induzida por FURO+CAP sc, mas aboliram tanto a ingestao de
agua e NaCl 0,3 M produzido pelas injegdes bilaterais de muscimol no NPBL em
animais saciados e normovolemicos como o aumento da ingestdao de agua e NaCl
0,3 M produzido pelas injegdes bilaterais de moxonidina ou metisergida no NPBL em
animais previamente tratados com FURO+CAP sc.

- O bloqueio farmacoldgico do CeA com injecdes bilaterais de muscimol
aboliu tanto o0 aumento da ingestao de agua e NaCl 0,3 M produzido pelas injecdes
de moxonidina no NPBL em animais tratados com FURO+CAP sc, quanto a ingestao
de agua e NaCl 0,3 M produzida pelas injegdes bilaterais de muscimol no NPBL em
animais saciados e normovolemicos, confirmando assim a importancia do CeA no
comportamento de ingestdo de sodio.

- Portanto, parece que o aumento na ingestdo de sodio produzido pela
desativagdo dos mecanismos inibitérios do NPBL ¢é totalmente dependente da
integridade do CeA, sugerindo uma conexao entre os mecanismos inibitérios do

NPBL e os mecanismos facilitatérios do CeA no controle da ingestdo de sodio.
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