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RESUMO
Viarias evidéncias correlacionam o consumo excessivo de sal ao desenvolvimento ou

agravamento de doengas crdnicas, incluindo a hipertensdo e doengas cerebrovasculares. Apesar
disso, a causa desse comportamento excessivo permanece ainda mal compreendida. Um fator que
pode contribuir para o uso excessivo de sal na dieta € a sua capacidade de melhorar a palatabilidade
dos alimentos. Um importante mecanismo inibitorio para o controle da ingestdo de sédio ja foi
descrito para o nucleo parabraquial lateral (NPBL), estrutura bilateralmente localizada na ponte.
Estudos anteriores demostraram que a ativagdo de receptores adrenérgicos o2 do NPBL com
injecoes bilaterais de moxonidina produz um potente aumento da ingestao de NaCl 0,3 M induzida
por desidratacdo extracelular, prolongando o aumento da palatabilidade ao sodio induzido por
deplecdo de sodio. Embora o bloqueio dos mecanismos inibitdrios do NPBL produza uma ingestao
paradoxal de NaCl 0,3 M em ratos com desidratagao intracelular, ainda ¢ desconhecido se ativacao
de receptores adrenérgicos o> no NPBL poderia alterar a palatabilidade ao sddio nessas condigdes.
No presente estudo foram avaliados: 1) a palatabilidade e apetite ao sddio induzido por 24 horas de
privagdo hidrica (modelo de desidratacdo intracelular e extracelular), e 2) a palatabilidade ao sédio
em ratos submetidos a sobrecarga intragastrica (desidratagao intracelular), ap6s a administragao de
moxonidina ou veiculo no NPBL. Os presentes resultados mostram que a administragao unilateral
de moxonidina no NPBL ndo alterou a palatabilidade ao NaCl 0,3 M em ratos submetidos a
sobrecarga intragastrica (desidratagdo intracelular) em relacdo ao tratamento controle, embora o
grupo tratado com moxonidina tenha apresentado o aumento da ingestao de NaCl 0,3 M. Ja a
administracao bilateral de moxonidina no NPBL nao alterou o apetite ao so6dio induzido por 24 h
de privagao hidrica seguida de reidratacdo parcial em relagdo ao tratamento com veiculo. Contudo,
quando nao foi permitido aos animais a reidratagdo parcial, ou seja, acesso imediato por duas horas
a agua e simultaneamente ao NaCl 0,3 M, observou-se um potente aumento da ingestao de sodio
hipertonico apds a administragdo de moxonidina no NPBL. Em outro grupo de animais, sem
implantes no NPBL foi verificado um aumento das respostas heddnicas a infusao intraoral de NaCl
0,3 M apds o periodo de 24 horas de privacgao hidrica em relagdo a condig@o basal (normoidratacao),
reestabelecendo-se os valores basais ap6s o periodo de reidratagdo parcial. Os presentes resultados
sugerem que o efeito da moxonidina evidenciado apenas apds o periodo de privacao hidrica, sem a
prévia reidratagdo parcial, poderia estar associado ao aumento das respostas hedonicas a infusao
intraoral de NaCl 0,3 M observado nessas condigdes. Contudo, em relagdo a desidratagdo
intracelular, exclusivamente, o tratamento com inje¢des unilaterais no NPBL com moxonidina

promoveu o aumento da ingestao de NaCl 0,3 M sem alteragdes na palatabilidade para essa solugao.




Palavras-chave: desidratagdo, apetite ao sodio, palatabilidade, comportamento ingestivo, tronco

encefalico.




ABSTRACT

Several evidences correlate excessive salt intake with the development or aggravation of
chronic diseases, including hypertension and cerebrovascular diseases. One factor that could
contribute to excessive salt intake is its ability to improve the palatability of foods. An important
inhibitory mechanism for the control of sodium intake has been described for the lateral
parabrachial nucleus (LPBN), structure bilaterally located in the pons. Previous studies have shown
that LPBN a»-adrenergic receptors activation with bilateral injections of moxonidine produces a
potent increase in extracellular dehydration-induced 0.3 M NaCl intake, prolonging the increase in
sodium palatability induced by sodium depletion. Although blocking LPBN inhibitory mechanisms
produces a paradoxical intake of 0.3 M NaCl in rats with intracellular dehydration, it is still
unknown whether activation of a2-adrenergic receptors in LPBN could alter sodium palatability
under these conditions. Here we investigated: 1) sodium palatability and appetite induced by 24
hours of water deprivation (intracellular and extracellular dehydration model), and 2) sodium
palatability in rats submitted to intragastric overload (intracellular dehydration) after administration
of moxonidine or vehicle in LPPN. Present results showed that in rats submitted to 2 M NaCl (2
ml/rat) intragastric overload (intracellular dehydration) unilateral administration of moxonidine (o.-
adrenergic/I; imidazoline receptors agonist) into the LPBN did not change palatability to NaCl
compared to vehicle treatment, although the moxonidine-treated group showed increased 0.3 M
NaCl intake. When bilaterally injected into the LPBN, moxonidine did not change 24 h water
deprivation-induced sodium appetite followed by partial rehydration period when compared to
vehicle treatment. However, when animals were not allowed to be partially rehydrated, i.e., they
had immediate and simultaneous access to water and 0.3 M NaCl during two hours, there was a
potent increase in hypertonic sodium intake after bilateral moxonidine injections into the NPBL. In
another group of animals without LPBN cannulas, there was an increase in hedonic responses
frequency to intra-oral infusion of 0.3 M NaCl after 24 h water deprivation in relation to basal
condition (normohydration), recovering to basal values after the partial rehydration period. The
present results suggest that the increase in NaCl intake, evidenced only after water deprivation
period, without previous partial rehydration, could be associated with the increase of hedonic
responses frequency to intraoral infusion. However, with regard to intracellular dehydration
exclusively, moxonidine unilateral LPBN injections promoted an increase in 0.3 M NaCl intake

without changes in palatability for this solution.

Key words: dehydration, sodium appetite, palatability, ingestive behavior, brainstem.
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1. INTRODUCAO

A quantidade total de 4gua representa cerca de 60% do peso corporal de um adulto, e encontra-
se distribuida em dois compartimentos: liquido extracelular e liquido intracelular. O sodio ¢ o
principal ion osmoticamente ativo do liquido extracelular, e por isso, a regulagdo precisa de sua
concentracdo ¢ fundamental para a regulacdo do volume e osmolaridade plasméaticos (VERBALIS,
2003).

A ingestdo de agua e de alimentos que contém sodio sdo respostas comportamentais
fundamentais para um individuo repor suas necessidades de agua e NaCl. Esses comportamentos
ingestivos sao regulados por mecanismos ativados em situagdes de hipovolemia ou alteragdes de
osmolaridade plasmatica e dependem de informagdes aferentes detectados por sensores em
diferentes partes do corpo (por exemplo, barorreceptores € osmorreceptores) ou hormoénios
(angiotensina II e aldosterona) que atuam em seus respectivos receptores em algumas regioes
especificas do sistema nervoso central (SNC) (JOHNSON, A.; THUNHORST, R., 2007).

Quando a concentracdo extracelular de sdédio aumenta, ocorre um aumento da pressao
osmotica efetiva no liquido extracelular, o que promovera o movimento de agua para fora das
células e, consequentemente, redugao do volume de liquido intracelular. A reducao do volume do
liquido celular ¢ caracteristica da desidratacao celular (DE LUCA JR; VIVAS; MENANI, 2005).
A ativacao dos osmorreceptores centrais em resposta a aumento de osmolaridade plasmatica
desencadeia a sede e liberagdao do hormonio vasopressina (AVP) (VERNEY, 1947). A sede ¢ o
nome dado a um estado de deficiéncia de agua, esta intimamente associada ao desejo de ingerir
agua, levando o animal a busca, obtencdo e consumo ou ingestdo hidrica (WOOD; ROLLS;
ROLLS, 1982). Estudos mais recentes demonstraram que individuos com aumento da osmolaridade
podem saciar a sede em segundos, antes mesmo que ocorra a correcdo da osmolaridade do LEC

(EGAN et al., 2003; ZHANG; BOURQUE, 2008).
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Em situagdes de hemorragia, vomitos e diarreias ou deplecao de sddio ocorre diminui¢ao do
volume do liquido extracelular, promovendo a desidratacao extracelular (DE LUCA JR; VIVAS;
MENANI, 2005). Neste caso, em resposta a hipovolemia a sede e apetite ao sodio serdo
estimulados. O apetite ao sodio ¢ caracterizado pelo estado motivacional pela procura, aquisi¢ao e
consumo do so6dio em animais com deficiéncia desse ion, sendo inato e especifico ao sodio
(EPSTEIN, 1991). Ao contrario da sede, o apetite o sédio manifesta-se apenas horas depois em
animais hipovolémicos (QUARTERMAIN; MILLER; WOLF, 1967; DAVID; MENANI; DE
LUCA, 2008).

Vérios estudos mostram aumento da preferéncia ao sddio em individuos submetidos a
diversas situagdes em que o balanco hidromineral esta alterado, como por exemplo, administracao
de diuréticos acompanhada de dieta hipossoédica, privagdo hidrica mais sudorese, hemodialise e
gestagdo (BEAUCHAMP et al., 1990; TAKAMATA et al., 1994; LESHEM; RUDOQY, 1997;
DUFFY etal., 1998; DE SOUZA et al., 2012).

A ingestdo de s6dio na forma de solucao hipertonica tem sido enfaticamente considerada
como critério da expressao do apetite ao s6dio em modelos animais, devido ao fato de que a
ingestdo de solu¢des mais diluidas, como por exemplo NaCl isotdonico, podem ocorrer durante a
fase inicial da deplecao de sodio; porém, a ingestdo de solugao hipertonica de NaCl ocorre apenas
na fase tardia da deplecao de sodio, quando o apetite ao sddio estd completamente estabelecido
(BRESLIN; SPECTOR; GRILL, 1993; FITZSIMONS, 1998; PEREIRA et al., 2002; JOHNSON,
A. K.; THUNHORST, R. L., 2007).

A privacao hidrica por longos periodos pode levar a perda de 4gua dos dois compartimentos
simultaneamente, resultando em desidratacdo dupla ou absoluta. Desse modo a desidratacao
quando mantida por extensos periodos pode causar diversas consequéncias, desde o
comprometimento da termorregulagao, choque hipovolémico e morte (DE LUCA JR; VIVAS;

MENANI, 2005; GUYTON; HALL, 2006). Experimentalmente, o protocolo de 24 h de privacao
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hidrica (PH) seguido de 2 h de livre acesso a agua para reidratacdo parcial (RP), permite ao rato
saciar a sede ingerindo apenas agua durante a RP, estudando assim separadamente a sede do apetite
ao sodio (SATO; YADA; DE LUCA, 1996; DE LUCA et al., 2002; DE LUCA et al., 2010).

Embora a ingestdo de agua de substincias salgadas seja necessdria para repor as
deficiéncias de sodio do organismo, vérias evidéncias correlacionam o consumo excessivo de sal
ao desenvolvimento ou agravamento de doencas cronicas, incluindo a hipertensao (HE;
MACGREGOR, 2012; WHO, 2012). Dados atuais da OMS, mostram que as doencgas
cardiovasculares sdo a maior causa de mortes no mundo (WHO, 2017). Estima-se que a
quantidade média diaria de sdédio consumida pela populagao brasileira adulta € de 4,5 g por pessoa,
independente da regido ou classe de renda, excedendo assim em mais de duas vezes o limite
recomendado pela OMS para ingestao desse nutriente (SARNO et al., 2013), sendo que no Brasil
a populacao adulta em geral ainda apresenta um estimado consumo de sal bem elevado acima das
recomendagdes (MILL et al., 2019).

Apesar de evidéncias substanciais que indicam que a ingestdo didria de sal excede em
grande parte a necessidade fisiologica, a causa desse comportamento excessivo permanece mal
compreendida. Um fator que pode contribuir para o uso excessivo de sal na dieta ¢ a sua capacidade
de melhorar a palatabilidade dos alimentos (KEAST; BRESLIN, 2003; LIEM; MIREMADI;
KEAST, 2011). A adesdo a uma dieta com baixo teor de sddio mostrou-se extremamente dificil
de manter, com muitos pacientes relatando falta de palatabilidade para alimentos com baixo teor
de sddio como uma das razdes importantes para a nao continuidade (HORVATHOVA et al., 2003;
HOLLENBERG, 2006).

Considerando que humanos, primatas ndo humanos e ratos exibem expressoes faciais
estereotipadas em resposta a diferentes sabores aplicados diretamente na cavidade oral, a avaliagao

dessas expressdes pode ser usada como uma medida comportamental do valor hedonico do sabor,
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ou seja, da palatabilidade ao sabor (GRILL; NORGREN, 1978; BERRIDGE, 2000; 2004;
BERRIDGE; KRINGELBACH, 2008; BERRIDGE, 2013).

Dados anteriores da literatura mostraram que, em ratos normotensos, o padrdo de
reatividade gustatoria induzido por infusdes orais de NaCl 0,5 M muda de um perfil de
componentes hedonicos e aversivos (durante condigdes normais) para exclusivamente hedonicos
(apos a deplecao de sodio), (BERRIDGE et al., 1984), concluindo que a palatabilidade de solugdes
salinas altamente concentradas aumenta em ratos normotensos com deplecdo de sédio. Contudo,
0s mecanismos neuroquimicos associados a tais aumentos na frequéncia de respostas hedonicas

ainda nao foram completamente esclarecidos.

O papel do NPBL na inibi¢io da ingestiao de sddio

No tronco cerebral, um importante mecanismo inibitério para o controle da ingestdo de
agua e especialmente de sddio foi descrito para o nucleo parabraquial lateral (NPBL), [para revisao
vide (ANDRADE et al., 2014; MENANI; DE LUCA; JOHNSON, 2014). O NPBL exerce uma
forte influéncia inibitéria sobre a ingestdo de NaCl, provavelmente para prevenir ingestao
excessiva de solutos (ANDRADE et al., 2004; CALLERA et al., 2005; ANDRADE et al., 2006;
DE OLIVEIRA et al., 2007; DE OLIVEIRA; DE LUCA; MENANI, 2008; DE GOBBI et al.,
2009; ANDRADE-FRANZE;ANDRADE;DE LUCA;DE PAULA;COLOMBARI; et al., 2010;
ANDRADE-FRANZE;ANDRADE;DE LUCA;DE PAULA;MENANI, 2010; ANDRADE et al.,
2011; RONCARI et al., 2011; MENANI; DE LUCA; JOHNSON, 2014; RONCARI et al., 2014;
GASPARINI; MENANI; DANIELS, 2015).

A ativagdo farmacologica de receptores serotonérgicos no NPBL pelo hidrobrometo de 2,5-
dimetoxi-4-iodo-anfetamina (DOI, agonista de receptores 5-HT2A/2C) reduz a ingestdo de sddio
induzida pela hipovolemia sugerindo a participag¢@o destes receptores no mecanismo serotonérgico

antinatriorexigénico presente no NPBL (MENANI; THUNHORST; JOHNSON, 1996;




19

FRATUCCI DE GOBBI et al., 2001). A injecdo da propria serotonina no NPBL também reduz a
ingestdo de s6dio em animais submetidos a privagdo hidrica, demonstrando que a atividade deste
neurotransmissor no NPBL ¢ predominantemente antinatriorexigénica (DE GOBBI et al., 2005).

Estudos subsequentes demonstraram o papel de outros neurotransmissores na modulagao
do mecanismo antinatriorexigénico do NPBL. Em animais hipovolémicos, a ativacao adrenérgica,
purinérgica e GABA¢érgica, assim como a desativacgao colecistocininérgica potencializam o apetite
ao sodio em animais hipovolémicos (MENANI; JOHNSON, 1998; ANDRADE et al., 2004;
CALLERA et al., 2005; GASPARINI et al., 2009). O agonista opioidérgico B-endorfina, o
agonista de receptores GABABg baclofeno e o muscimol (agonista de receptores GABA ) injetados
no NPBL promovem ingestdao de 4gua e sodio em animais hidratados (CALLERA et al., 2005; DE
OLIVEIRA; DE LUCA; MENANI, 2008; DE OLIVEIRA et al., 2011), sendo sugerido que este
efeito do muscimol depende da ativacdao de receptores angiotensinérgicos centrais, talvez pelos
tonus angiotensinérgico basal (RONCARI et al., 2011). E importante frisar que a metisergida no
NPBL desinibe a ingestao de sddio somente na presenca de um sinal relacionado a desidratagao,
diferentemente da ativagao GABA¢rgica ou opioidérgica, que também promove natriorexigénese
em ratos hidratados.

A ativacao de receptores adrenérgicos a2 do NPBL com injec¢des bilaterais de moxonidina
produz um potente aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M em ratos (Andrade et al., 2004) e altera o
padrao de reatividade ao sabor ao NaCl 0,3 M em animais depletados de sodio agudamente
(ANDRADE et al., 2011), sugerindo que as injegdes de moxonidina no NPBL reduzem os sinais
inibitorios ativados em consequéncia da ingestao de NaCl hipertonico e agua (ANDRADE et al.,
2011; ANDRADE et al., 2014). Em outras palavras, o tratamento com moxonidina no NPBL parece
bloquear o declinio relacionado a saciedade das respostas hedonicas e/ou aumentar as respostas
aversivas que normalmente ocorrem durante e apds o consumo de NaCl 0,3 M e agua induzidas

pela deplecao aguda de sodio.
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Em animais submetidos a desidratagdo intracelular (induzida por sobrecarga intragéstrica
de NaCl 2 M), a ativagdo de receptores adrenérgicos o> do NPBL com injegdes bilaterais de
moxonidina produz uma ingestdo paradoxal de NaCl 0,3 M. Contudo, ainda permanece
desconhecido se o bloqueio dos mecanismos inibitorios do NPBL durante essa situagao poderia
alterar a palatabilidade ao NaCl 0,3 M, o que poderia explicar essa ingestao de sodio absolutamente

desnecessaria nesta situacao de hiperosmolaridade plasmatica.
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2. OBJETIVO

Considerando que a) a ativagdo de receptores adrenérgicos o2 no NPBL parece bloquear o
declinio relacionado a saciedade das respostas hedonicas e/ou aumentar as respostas aversivas que
normalmente ocorrem durante e apds o consumo de NaCl 0,3 M e dgua induzidas pela deplecao
aguda de soédio; b) a ativagdo de receptores adrenérgicos oz no NPBL promove uma ingestao
paradoxal NaCl 0,3 M em condicoes de desidratacao intracelular; c¢) ainda ¢ desconhecido se a
ativacdo de receptores adrenérgicos a2 no NPBL pode alterar o apetite ao sodio induzido por 24
horas de privagado hidrica (modelo de desidratacao intracelular e extracelular), com ou sem prévia
reidratacao parcial; d) ndo se conhece para o modelo de privagdo hidrica, com ou sem prévia
reidratacao parcial, promove desvio da palatabilidade ao sddio; os objetivos do presente trabalho
foram:

1. Investigar os efeitos da moxonidina no NPBL sobre o apetite ao sddio induzido por 24
horas de privagao hidrica (modelo de desidratagdo intracelular e extracelular), com ou
sem prévia reidratacao parcial.

2. Verificar se a privacao hidrica de 24 horas promove desvio da palatabilidade ao sédio.

3. Verificar se a ativacao de receptores adrenérgicos a2 no NPBL altera a palatabilidade
e ingestdo de NaCl 0,3 M de ratos com desidratacdo intracelular (aumento de

osmolaridade plasmatica).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Animais

Foram utilizados ratos Holtzman, adultos, provenientes do Biotério Central da FOAr
(Campus de Araraquara), com peso entre de 280 - 310 g. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais de aco inoxidavel suspensas em estantes (gaioleiros) no biotério da Fisiologia, com
livre acesso a ragao comercial e agua. Os ratos foram mantidos em salas climatizadas (temperatura
de 23 + 2° C e umidade 50 + 10%) com ciclo claro-escuro 12-12 h (luz 7:00 — 19:00 h). Os
protocolos experimentais realizados foram aprovados previamente pela CEUA 18/2015; 02/2016

e 13/2016.

3.2.Cirurgia para implante de cAnula intraoral e cinulas em dire¢iao ao NPBL

Todos materiais cirargicos foram devidamente esterilizados em autoclave (vapor saturado
sobre pressdo a 134°C), para a prevengao do processo infeccioso. Sob a anestesia (cloridrato de
cetamina, 80 mg/kg p.c. combinada com xilazina, 7 mg/kg p.c.), a regido superior da cabega foi
tricotomizado e realizada a antissepsia na superficie da cabega com alcool iodado a 0,1%. A cabeca
do animal foi entdo fixa a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900), seguida de uma incisao
sagital na pele da cabeca, exposi¢ao da superficie do cranio e inser¢cdo de dois parafusos na mesma
para fixagdo das canulas. Logo apos o animal foi removido do estereotaxico para o implante da
canula intraoral. A canula intraoral consiste de tubo de polietileno P50 com uma de suas
extremidades alargada e um “stop” de silicone endodontico fixado a ela. Um sistema de agulhas
(confeccionado a partir de uma agulha de 23G inserida e fixada a uma agulha de 18G) ¢ utilizado
para orientar o implante da canula. A ponta ativa da agulha de 18G permanece livre para guiar o
sistema canula intraoral/sistema de agulhas através do fundo de vestibulo na regido de primeiro

molar em direcdo a margem da musculatura mastigatoria que faceia o osso temporal sob o arco




23

zigomatico, seguindo dorsal ao olho e externalizando no topo do cranio. A extremidade da canula
intraoral com o “stop” de silicone permanece no fundo de vestibulo. O sistema de agulhas ¢ entdo
substituido por uma céanula de aco de 10 mm. No mesmo ato ciriirgico deu-se prosseguimento a
cirurgia de implante de canulas bilaterais em dire¢do ao NPBL, colocando o animal novamente no
aparelho estereotéxico.

Para atingir a regido do NPBL, canulas foram posicionadas bilateralmente no encéfalo 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, (PAXINOS; WATSON, 2004). Nesses pontos foi realizada outra
trepanagdo no cranio, abrindo-se orificios de aproximadamente 1,5 mm de didmetro onde as
canulas foram introduzidas, utilizando-se o bregma foram determinados os pontos para a
introducao de canulas de ago inoxidavel de 12 x 0,5 mm d.i. (didmetro interno) nas cabecas dos
ratos. As canulas foram entdo fixadas nas cabegas dos ratos com o auxilio da resina acrilica. Apos
sua completa secagem, foi introduzido o mandril na canula e o animal foi retirado do aparelho
estereotaxico. Apos as cirurgias os ratos receberam injecdes profilaticas de penicilina (20.000
unidades via intramuscular na dose de 0,2 ml/rato) e do analgésico/anti-inflamatdrio Ketoflex
(cetoprofeno 1%, 0,3 ml/rato) via subcutanea.

Diariamente os ratos foram manipulados e treinados com manobras utilizadas para a
realizagdo dos procedimentos experimentais. Os experimentos foram realizados 5 dias apos a
cirurgia. A canula intraoral ndo interfere com o comportamento alimentar normal do animal e

permite infusdo direta de solugdes no interior da boca.

3.3.Farmacos utilizados
Cloridrato de moxonidina, agonista de receptores adrenérgicos ao/imidazoélicos, (Sigma,

Saint Louis, MO, USA) foi dissolvida em mistura de propilenoglicol e dgua (2:1). A dose de
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moxonidina escolhida para este estudo foi baseada em trabalhos anteriores (ANDRADE et al.,
2015; CABRAL; ANDRADE, 2016). Solucao de NaCl 0,3 M, disponivel ad libitum e também
para administracdo intraoral, 1 ml/min, 2 vezes. NaCl 2 M, administracdo intragastrica (gavagem),

2 ml/rato, 2 vezes.

3.4.Injecoes de farmacos no NPBL

Os farmacos ou respectivos veiculos foram administrados no NPBL dos ratos utilizando-
se uma seringa Hamilton (5 pl), conectada com um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora
que foi introduzida no encéfalo pelas canulas guias previamente fixadas. A canula injetora (0,3
mm didmetro) era 2 mm mais longa do que a canula guia. O volume de injecdo no NPBL foi de

0,2 pl de cada lado.

3.5.Teste de reatividade ao sabor

Previamente aos experimentos, os animais foram submetidos a um periodo de habituagdo por
3 dias, no qual eles foram expostos por 10 min a caixa de vidro onde se realizara o teste da reagdo ao
sabor e a seguir, foi feita de infusdo de 1 ml de dgua pela canula intra-oral. No momento do
experimento, a canula intra-oral foi conectada a um tubo de polietileno (PE 50), para a infusdo da
solucao diretamente na cavidade oral do rato. O rato foi entdo colocado na caixa de teste e em seguida
foi feita a infusdo da solugdo de NaCl 0,3 M na cavidade oral do rato (1 ml/min). O comportamento
do rato foi gravado por meio de uma filmadora, com o auxilio de um espelho montado abaixo do fundo
transparente da caixa, que permite a cAmera aproximar a imagem de tal forma que a face do rato ocupe
a tela inteira. O teste de reagdo ao sabor e a subsequente analise dos comportamentos foi realizado
conforme descrito em estudos anteriores (GRILL; NORGREN, 1978; GRILL; BERRIDGE, 1985;
BERRIDGE, 2000; ANDRADE et al., 2011; PEREIRA et al., 2019). As gravagdes foram analisadas

em camera lenta em 1/30 a 1/10 da velocidade normal.
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3.6.Confirmacao dos pontos de injecio no NPBL

Terminados os experimentos, os ratos com implantes de canulas no NPBL foram
profundamente anestesiados (tiopental sddico, 80 mg/kg) e submetidos a uma perfusdo cerebral
por meio de inje¢do no coragdo de solucdo salina tamponada (50 ml) seguida de solucdo de
formalina 10% (50 ml). Os cortes histolégicos, montados em lamina foram corados pelo método
Giemsa e analisados para se localizar os pontos das inje¢des de acordo com o Atlas de Paxinos e

Watson (PAXINOS; WATSON, 2004).

3.7.Analise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrao da média estdo representados em
graficos (resultados). Analise de variancia para medidas repetidas (RM ANOVA) de uma ou duas
vias seguidas do pos-teste de Newman Keuls foram utilizados para as comparag¢des dos dados.

Diferencas foram consideradas para p<0,05.

3.8.Protocolos experimentais

3.8.1 Apetite ao soédio induzido por privacdo hidrica e reidratacio parcial apods
administracao de moxonidina no NPBL.

Para esse teste os animais receberam apenas o implante de canulas no NPBL.

O protocolo de privagdo hidrica e reidratacdo parcial — PH-RP foi feito de acordo com
estudos prévios (DE LUCA et al., 2002; PEREIRA-DERDERIAN et al., 2010). O modelo de
privacao hidrica com reidratagcdo parcial com agua por 2 horas (PH-RP) fornece subsidios para o
estudo da sede e apetite ao sodio, separadamente. Foi aguardado sempre um intervalo de no
minimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmos animais. Foram utilizados bebedouros

graduados com divisao de 0,1 ml para o registro da ingestao de agua e NaCl 0,3 M.
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Quinze minutos do término do periodo de reidratagcdo parcial, ou seja, 15 min antes do
acesso ao NaCl 0.3 M para o teste do apetite ao sddio, os animais receberam injecdes bilaterais de
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pul) ou veiculo (0,2 pul) no NPBL, Figura 1. A ingestao de dgua e NaCl
0,3 M foi avaliada por 120 minutos, comecando 15 ap6s o acesso ao NaCl 0.3 M e agua. Os
animais foram submetidos a dois testes. Em cada teste os animais foram divididos em 2 grupos
que receberam diferentes tratamentos no NPBL (veiculo ou moxonidina). A sequéncia de
tratamentos foi aleatoria e no final dos testes todos os ratos receberam todos os tratamentos. Os
testes foram realizados com intervalo minimo de 72 h entre eles. Os animais que ndo ingeriram
agua (0 ml) até o término o periodo de reidratacdo parcial, e, portanto, ndo tiveram a sede saciada

previamente ao teste do apetite ao sodio, foram excluidos da analise dos dados.

Moxonidina
ou veiculo no
NPBL
Cirurgia de
implante de 24 h de privagdo Reidratagdo Teste do apetite
canulas no NPBL hidrica parcial (2 h) ao sédio (1 h)
| /7 | I
. / 1 |
5 dias de I 7 15 0 60 min
recuperagao

Retirada de NaCl Acesso a agua
0,3 M e dgua Acesso ao NaCl 0,3 M

Figura 1: Esquema do protocolo experimental para avaliacdo apetite ao sodio induzido por
privacdo hidrica e reidratag@o parcial apos administragdo de moxonidina no NPBL.
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3.8.2 Ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por privacio hidrica apos

administracio de moxonidina no NPBL.

Para esse teste os animais receberam apenas o implante de canulas no NPBL.

Os bebedouros de NaCl 0,3 M e de 4gua foram removidas por 24 h, a ragdo habitual estava
disponivel para esses animais. Nesse experimento os animais ndo tiveram o periodo de reidratagao
parcial. Quinze minutos antes do acesso a d4gua e NaCl 0,3 M para ingestdo, os animais receberam
injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL, Figura 2. A ingestdo de
agua e NaCl 0,3 M foi medida a cada 30 minutos, totalizando 120 minutos ap6s o acesso ao NaCl
0.3 M e agua.

Os animais foram submetidos a dois testes. Em cada teste os animais foram distribuidos
em 2 grupos que receberam diferentes tratamentos no NPBL (veiculo ou moxonidina). A
sequéncia de tratamentos foi aleatoria e no final dos testes todos os ratos receberam todos os

tratamentos. Os testes foram realizados com intervalo minimo de 72 h entre eles.

Moxonidina
ou veiculo no
NPBL
Cirurgia de
implante de -
canulas no NPBL I 24 h de privagdo hidrica | Acesso simultaneo a 4gua e NaCl 0,3 M
| 7. | l
e V/4 I |
5 dias de~ | 15 o -
recuperacdo

Retirada de NaCl
0,3 M e agua

Figura 2: Esquema do protocolo experimental para avaliacdo da ingestdo de dgua e de NaCl 0,3
M induzido por privagdo hidrica ap6s administracao de moxonidina no NPBL.
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3.8.3 Alteracdes da palatabilidade ao NaCl 0,3 M apds o protocolo de privagio

hidrica, apos a reidratacio parcial e durante a fase do apetite ao sodio.

Para esse teste os animais receberam apenas o implante de uma canula intra-oral, e
passaram pelo periodo de habituagdo e demais procedimentos experimentais conforme descrito
detalhadamente no item 2.5.

O teste de reatividade ao sabor ao NaCl 0,3 M foi realizado nos mesmos animais em 4
momentos distintos: a) na condi¢do basal (animais saciados); b) logo apds o término das 24 h do
periodo de privacao hidrica (PH); ¢) imediatamente apos o periodo de reidratagao parcial (RP); d)
apods 60 min de livre acesso bebedouros graduados contendo dgua e NaCl 0,3 M (teste do apetite
ao sodio), Figura 3. O volume de dgua e de NaCl 0,3 M ingerido durante os periodos de livre

acesso a essas solugdes também foi avaliado. Durante o experimento os ratos nao tiveram acesso

a ragao.
Retirada de
Cirurgia de NaCl 0,3 M e
implante agua
de canula
i.o.
24 h privacao Reidratagao Teste do apetite
i v hidrica - PH | parcial (2 h) | ao sodio (2 h) |
Ambientacao | t t t t
3 dias [ | Ll
I Teste de reac¢do ao sabor (NaCl 0,3 M — 1 ml/mini.o.) I

Figura 3: Esquema do protocolo experimental para estudo da palatabilidade ao NaCl 0,3 M apos
o protocolo de privagdo hidrica, apds a reidratacdo parcial e durante a fase do apetite ao sédio.
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3.8.4 Palatabilidade ao sédio em animais com desidratacio intracelular apos

administracio de moxonidina no NPBL.

Para esse teste os animais receberam o implante de uma canula intra-oral e canulas guia
em dire¢cao ao NPBL no mesmo ato cirurgico, seguido do periodo de recuperagdo e ambientagao
para o teste de reatividade ao sabor. Além de agua e ragdo, os ratos tiveram a disposicao tubos
com NaCl 0,3 M, desde pelo menos 5 dias antes do inicio dos experimentos.

No momento do experimento, agua, ragao ¢ NaCl 0,3 M foram removidos das gaiolas e os
animais receberam sobrecarga intragastrica de NaCl 2,0 M (2 ml/rato). Este procedimento foi
utilizado para induzir uma desidratacdo intracelular, e, portanto ingestdo de liquidos
(FITZSIMONS, 1985), devido a uma elevagado de cerca de 4 % da osmolaridade e concentragdo
de sodio plasmatica (PEREIRA et al., 2002). Quarenta e cinco minutos apos a sobrecarga i.g., 0s
ratos receberam injecoes bilaterais no NPBL de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo.

Agua e NaCl 0,3 M foram oferecidos aos animais uma hora apds a sobrecarga intragéstrica,
ou seja, apés 15 min das inje¢des no NPBL. Para o registro da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
foram utilizados tubos com divisdo de 0,1 ml. Durante o periodo de teste da ingestdo de agua e
NacCl os ratos ndo tiveram acesso a ra¢do. Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48
horas entre dois experimentos nos mesmos animais.

O teste de reatividade ao sabor ao NaCl 0,3 M foi realizado nos mesmos animais em 2
momentos distintos: a) 1 hora ap6s a sobrecarga intragastrica; b) apos 30 e ¢) 60 min de livre
acesso simultaneo a bebedouros graduados contendo agua e NaCl 0,3 M, Figura 4.

Os animais foram submetidos a dois testes. Em cada teste os animais foram divididos em
2 grupos que receberam diferentes tratamentos no NPBL (veiculo ou moxonidina). A sequéncia
de tratamentos foi aleatoria e no final dos testes todos os ratos receberam todos os tratamentos. Os

testes foram realizados com intervalo minimo de 72 h entre eles.




Cirurgia de
implante

canulai/o
e no NPBL

30

Sobrecarga Moxonidina ou
i.g.NaCl2 M veiculo no NPBL

N

| I Ingestdo de dgua e NaCl 0,3 M II

5 dias de
recuperacao

Ambientacdo
3 dias

-1

y
5

f t 1

30 60 min

Teste de reagao ao sabor
(NaCl 0,3 M -1 ml/mini.o.)

Figura 4: Esquema do protocolo experimental para estudo da palatabilidade ao sédio em animais
com desidratacdo intracelular apds administragcio UNILATERAL de moxonidina no NPBL.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise histologica

A figura 5A mostra inje¢des bilaterais tipicas no NPBL. Os pontos de inje¢do foram
localizados principalmente nas por¢des centro laterais e dorso lateral do NPBL [vide
(FULWILER; SAPER, 1984) para defini¢des dos subnucleos do NPBL]. Os pontos de injecao do
presente estudo sdo similares aqueles em que estudos anteriores mostraram os efeitos da
moxonidina sobre a ingestdo de dgua e s6dio (ANDRADE et al., 2004; DE GOBBI et al., 2009;
ANDRADE etal., 2011; MENEZES etal., 2011; ANDRADE etal., 2012). Inje¢des que atingiram
as porg¢des ventro lateral e lateral externa, assim como o nucleo Kolliker-Fuse, foram observadas
apenas em alguns ratos e os resultados desses animais foram incluidos na analise.

A figura 5B mostra exemplo implantes de canulas guias em direcdo ao NPBL, mas que em
apenas um lado teve injecao confirmada na area; enquanto o outro lado teve injecao localizada em
regido fora do NPBL (regides dorsais, no cerebelo). Dessa forma, esses animais apresentaram

injecoes unilaterais no NPBL.
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A)

Figura 5: Fotomicrografia de corte coronal de encéfalo de animal representativo dos grupos
testados mostrando os sitios de inje¢cdo no NPBL (indicados pelas setas) A) bilateral e B) unilateral
em ratos Holtzman. pcs, pedinculo cerebelar superior.
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4.2. Apetite ao sodio induzido por privacdo hidrica e reidratacio parcial apos
administracio de moxonidina no NPBL.
O volume de dgua ingerido no periodo de reidratacdo parcial foi semelhante entre os grupos
de animais (13,7 = 1,3; vs. veiculo 11,9 £ 1,7 m1/120 min).
Em relag@o ao apetite ao sddio ndo foi verificada diferenca no volume de NaCl 0,3 M
ingerido entre os tratamentos, figura 6A [F(1,12) = 0,742; p > 0,05], nem na ingestdo de agua,

Figura 6B, [F(1,12) = 0,02; p > 0,05].
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Figura 6: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M (ml) e B) dgua (ml) em ratos submetidos ao
protocolo de privagdo hidrica e reidratagao parcial (PH-RP) que receberam inje¢des bilaterais de
moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL. Resultados expressos como média + EPM. n
= niimero de animais.
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4.3 Ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por privacao hidrica apés administracio de
moxonidina no NPBL.

Injecdes bilaterais de moxonidina no NPBL aumentaram a ingestao de NaCl 0,3 M, [F(1,
4)=28.,3; p < 0,05], sem alterar a ingestao de agua, [F(1, 4) = 0,6; p > 0,05], (Figura 7).

A Figura 8 mostra o resultado do grupo de animais com inje¢gdes UNILATERAIS de
moxonidina ou veiculo no NPBL. O tratamento com moxonidina aumentou a ingestdo de NaCl
0,3 M ([F(1,8) = 51,1; p < 0,05]), e de 4agua ([F(1,8) = 41,5; p < 0,05]), induzidas por 24 h de

privacao hidrica.
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Figura 7: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M (ml) e B) dgua (ml) em ratos submetidos ao
protocolo de privacdo hidrica que receberam inje¢des bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl)
ou veiculo no NPBL. Resultados expressos como média = EPM. n = numero de animais.
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Figura 8: Ingestao cumulativa de A) NaCl 0,3 M (ml) e B) 4gua (ml) em ratos submetidos ao
protocolo de privagao hidrica que receberam inje¢des unilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2
ul) ou veiculo no NPBL. Resultados expressos como média + EPM. n = nimero de animais.
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4.4 Alteracoes da palatabilidade ao NaCl 0,3 M apds o protocolo de privagao hidrica, apos a
reidrataciio parcial e durante a fase do apetite ao sodio.

O numero de respostas hedonicas a infusdo intraoral NaCl 0,3 M aumentou em relacdo a
condicdo saciado apenas no termino do periodo de 24 h de privacdo hidrica. Apos a reidratagao
parcial, o nimero de respostas hedonicas retornou proximo ao valor da condigdo basal, Figura 9A,
[F(3,21) = 36,3; p <0,001].

Em relagdo ao numero de respostas aversivas, foi observado diferenca apenas entre o
momento do final do teste do apetite ao so6dio em comparagdo ao momento do termino do periodo

da privagdo hidrica de 24 h, Figura 9B, [F(3,21) =4,5; p <0,05].
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Figura 9: A) Respostas hedonicas ¢ B) respostas aversivas ao teste de reatividade ao sabor ao
NaCl 0,3 M em diferentes condi¢des: 1) saciados; 2) apos o periodo de privagao hidrica; 3) apds
o periodo de reidratagdo parcial; 4) apos apetite ao sodio Valores sdo representados como média
+ EPM; n = nimero de animais por grupo.
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4.5 Palatabilidade e ingestio ao s0dio em animais com desidratacdo intracelular apos
administracdo de moxonidina no NPBL.

A figura 10 mostra os resultados da ingestao de NaCl 0,3 M e 4gua em ratos submetidos
ao protocolo de sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (2 ml/rato), que receberam injecdes
UNILATERALIS de moxonidina ou veiculo no NPBL. O tratamento com moxonidina promoveu
aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M apos de livre acesso a agua e NaCl 0,3 M, [F(1,5)=9,6;p <
0,05], sem alteragdes da ingestao de agua, [F(1,5) = 1,5; p > 0,05].

A figura 11 mostra os resultados do teste de reatividade ao sabor do NaCl 0,3 M nesse
grupo de animais. O tratamento com injegdes UNILATERAIS de moxonidina ou ndo alterou a
frequéncia de respostas hedonicas ou aversivas em relacdo ao tratamento controle, [F(1,5)=0,105;

p>0,05] e [F(1,5) = 1,6; p > 0,05], respectivamente.
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Figura 10: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M (ml) e B) 4gua (ml) em ratos submetidos a
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M i.g. (2 ml/rato) que receberam injecdes unilaterais de
moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no NPBL. Resultados expressos como média + EPM. n
= niimero de animais.
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Figura 11. A) Respostas hedénicas ¢ B) respostas aversivas ao teste de reatividade ao sabor ao
NaCl 0,3 M em ratos submetidos a sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M i.g. (2 ml/rato) que
receberam injecdes unilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL. Resultados
expressos como média = EPM. n = nimero de animais.
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5. DISCUSSAO

Os presentes resultados mostram que durante condicdo de desidratagdo intracelular, o
tratamento unilateral no NPBL com moxonidina (agonista de receptores adrenérgicos oo)
promoveu aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M, sem alteragdes no teste de reatividade ao sabor a
essa solucdo. Foi verificado também que administracdo de moxonidina no NPBL nao alterou o
apetite ao sodio induzido por 24 h de privagdo hidrica seguida de reidratacdo parcial em relacao
ao tratamento com veiculo. Contudo, quando ndo foi permitido aos animais a reidratagao parcial,
ou seja, acesso imediato por duas horas a 4gua e simultaneamente ao NaCl 0,3 M, observou-se um
potente aumento da ingestao de sodio hipertonico apés a administragao de moxonidina no NPBL.
Em outro grupo de animais, foi verificado um aumento do numero de respostas hedonicas a
infusdo intraoral de NaCl 0,3 M apds o periodo de 24 horas de privagdo hidrica em relagao a
condi¢do basal (normoidratacdo), reestabelecendo-se os valores controles apds o periodo de
reidratacao parcial.

Dados prévios demonstraram que, durante uma condi¢do de desidratacdo extracelular, o
potente aumento da ingestdao de NaCl 0,3 M produzido pela administragdo de moxonidina no
NPBL (mais do que dez vezes a quantia ingerida pelos controles tratados com FURO + CAP s.c.
e veiculo no NPBL) foi completamente abolido pelo RX 821002, um antagonista de receptores
adrenérgicos a2, indicando que a moxonidina produz um potente, seletivo e especifico aumento
da ingestdo de NaCl hipertonico pela acdo em receptores adrenérgicos a2, (ANDRADE et al.,
2004). Os efeitos da ativacao de receptores adrenérgicos o> no NPBL sobre a ingestao de sodio
ndo sdo devido a uma facilitagdo ndo especifica de todos os comportamentos ingestivos, uma vez
que a ingestao de solugdo de sacarose ou a ingestdo de alimento ndo sdo alteradas pelas injegdes

bilaterais de moxonidina no NPBL (ANDRADE et al., 2004; ANDRADE et al., 2007).
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O apetite ao NaCl ¢ fortemente inibido pela desidratacao celular (BLACKBURN et al.,
1995; FITZSIMONS, 1998) ao mesmo tempo que sinais dos osmorreceptores ativam os circuitos
cerebrais que desencadeiam a sede (FITZSIMONS, 1985). Porém, ratos com desidratacdo celular
podem também ingerir NaCl hipertonico além da dgua quando os receptores adrenérgicos a2 do
NPBL sao ativados (ANDRADE et al., 2006). De acordo com estudos anteriores (DE LUCA JR;
BARBOSA; MENANI, 2003; ANDRADE et al., 2006), o aumento da osmolaridade plasmatica
pode ser também um estimulo excitatorio para a ingestao de sédio, sugerindo que os circuitos
cerebrais que controlam o apetite ao sddio, como aqueles que desencadeiam a sede, sdao ativados
nao apenas pela desidratagao extracelular, mas também pela desidratacao intracelular. Portanto, a
ativacdo desse comportamento depende da modulacao exercida pelos mecanismos envolvendo o
NPBL que inibe fortemente o apetite ao sddio. A ativagao de receptores adrenérgicos o.2do NPBL
desativa 0 mecanismo inibitdrio e permite esse comportamento se a osmolaridade estiver elevada.

Considerando que a ativagdo de receptores adrenérgicos o por meio de inje¢des bilaterais
de moxonidina no NPBL aumenta a ingestao de NaCl 0,3 M e de 4gua induzida pela desidratagao
extracelular ou intracelular (ANDRADE et al., 2004; ANDRADE et al., 2006), mas que ainda nao
era conhecido o bloqueio do NPBL poderia alterar a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por
desidratacao dupla, no presente estudo testamos também os efeitos da moxonidina no NPBL sobre
a ingestao de NaCl 0,3 M e 4gua em ratos submetidos a 24 horas de privagao de agua.

Conforme bem estabelecido previamente, o protocolo de privacdo hidrica e reidratagao
parcial — PH-RP foi feito de acordo com estudos prévios (DE LUCA et al., 2002; PEREIRA-
DERDERIAN et al., 2010). O modelo de privacao hidrica com reidratagdo parcial com agua por
2 horas (PH-RP) fornece subsidios para o estudo da sede e apetite ao sodio, separadamente. O
animal foi privado de agua por 24 horas, e ao final desse periodo observa-se aumento da

osmolaridade e sddio plasmaticos, hipovolemia e aumento da atividade de renina plasmatica (DE
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LUCA et al., 2002). Apos o periodo de reidratagcdo parcial (2 horas de acesso apenas a dgua) o
aumento da osmolaridade plasmadtica ¢ totalmente corrigido, mas apenas parcialmente a
hipovolemia, enquanto que o aumento da atividade de renina plasmatica permanece elevado até o
inicio do teste do apetite ao s6dio (DE LUCA et al., 2002; DE LUCA et al., 2010).

Os presentes resultados mostram que a moxonidina no NPBL ¢ capaz de promover um
aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M em relacdo ao tratamento controle, quando sdo oferecidas
simultaneamente dgua e sddio para ingestdo apds o periodo de 24 h de privagdo hidrica, ou seja,
durante condi¢do de desidratacdo absoluta. Por outro lado, quando ¢ permitido aos animais o
acesso a agua por duas horas para a reidratagdo parcial, verificamos que ndo houve alteracao da
ingestao de NaCl 0,3 M apos injecdo de moxonidina no NPBL em relagdo ao tratamento controle
no NPBL. Esses resultados sugerem que apos PH-RP, a ingestdo de dgua durante a reidratacao
parcial poderia enfraquecer o estimulo facilitatorio para a ingestdo de sddio, ndo sendo suficiente
para que o bloqueio dos mecanismos inibitdrios do NPBL com a moxonidina pudesse promover
o esperado aumento da ingestao de sodio.

A partir desses resultados surgiu a questao se a sensacdo de sede ndo poderia interferir
nesse aumento da ingestdo de sodio e/ou palatabilidade ao sédio, com ou sem o bloqueio dos
mecanismos inibitorios do NPBL. Assim sendo, em outro grupo de animais com apenas implante
de canula intraoral foi avaliada a reatividade ao sabor ao NaCl 0,3 M, antes e apods o periodo de
reidratacao parcial. Os resultados mostram que houve um aumento do numero de respostas
hedodnicas a infusdo intraoral de NaCl 0,3 M apds o periodo de 24 horas de privacao hidrica em
relacdo a condigdo basal (normoidratagdo). No entanto, esse desvio na palatabilidade foi
restabelecido para os valores controles apds o periodo de reidratagdo parcial.

Dados anteriores da literatura mostraram que durante uma situagao de deficiéncia de sodio,

induzida por deple¢ao de s6dio, observa-se ingestdo robusta de concentracdes hipertonicas de
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NaCl, bem com aumento das respostas hedonicas a solu¢do salina hipertonica (BERRIDGE et al.,
1984; BERRIDGE; SCHULKIN, 1989; SORGE; FUDGE; PARKER, 2002; ANDRADE et al.,
2011). Contudo, os presentes resultados indicam que ap6és um ciclo de PH-RP, o nimero de
respostas hedonicas ja foi restabelecido em dire¢do ao normal. Mais estudos sdao necessarios para
explicar essa aparente dissocia¢do entre a palatabilidade ao NaCl 0,3 M e o apetite ao sodio
induzido pelo protocolo de PH-RP.

Em relacdo a participagdo do NPBL sobre a modulagcdo da palatabilidade ao sddio
hipertdnico, verificamos anteriormente que a ativagdo de receptores adrenérgicos a2 do NPBL
com inje¢des bilaterais de moxonidina altera o padrao de reatividade ao sabor ao NaCl 0,3 M em
animais depletados de sddio agudamente (ANDRADE et al., 2011), sugerindo que as inje¢des de
moxonidina no NPBL reduzem os sinais inibitorios ativados em consequéncia da ingestao de NaCl
hipertonico e agua (ANDRADE et al., 2011; ANDRADE et al., 2014). Em outras palavras, o
tratamento com moxonidina no NPBL parece bloquear o declinio relacionado a saciedade das
respostas hedonicas e/ou aumentar as respostas aversivas que normalmente ocorrem durante e
apo6s o consumo de NaCl 0,3 M e agua induzidas pela deple¢ao aguda de sodio.

Dados ndo publicados de nosso laboratdrio mostram que a inje¢do de bilateral de
moxonidina no NPBL promove um aumento significativo da ingestao de NaCl 0,3 M induzido por
esse modelo de deplegdo de sddio de 24 h. A deplegdo de sodio induzida pelo tratamento com uma
unica dose do diurético furosemida (20 mg/kg de peso corporal, s.c.), seguido da manutencao dos
ratos por 24 h com alimento deficiente em s6dio (fubd) e agua ad libitum antes de se iniciar o
protocolo experimental, promove apetite ao s6dio devido ao elevado nivel de angiotensina II
(ANG 1I) e aldosterona circulante (SPIELMAN; DAVIS, 1974; HABER, 1976). Dessa forma,

nesses animais que tinham agua disponivel por todo o periodo de 24 h da dieta deficiente de sodio
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antes do acesso a solugdo de NaCl 0,3 M e 4gua, as inje¢des de injecao de moxonidina no NPBL
promoveram uma potencializagao do apetite ao sddio, independente de influencias de sede.

Informagdes dos barorreceptores arteriais, receptores cardiopulmonares, receptores
gustatdrios e outros receptores viscerais também chegam até o ntcleo do trato solitario (NTS) e
ascendem até o nucleo parabraquial (NORGREN, 1981; LANCA; VAN DER KOOY, 1985;
HERBERT; MOGA; SAPER, 1990; JOHNSON; THUNHORST, 1997; JOHNSON, A.
THUNHORST, R., 2007). Esses sinais podem modular a atividade dos mecanismos inibitorios do
NPBL por meio da liberagao de diferentes neurotransmissores, como por exemplo, a serotonina,
colecistocinina (CCK), fator liberador de corticotrofina (CFR) e glutamato, os quais aumentam a
acdo inibitoria do NPBL sobre a ingestdo de sddio. Por outro lado, neurotransmissores como o
GABA, opioides, ATP e noradrenalina reduzem essa acdo inibitéria (DE GOBBI et al., 2009;
GASPARINI et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2011; MENEZES et al., 2011; MENANI; DE
LUCA; JOHNSON, 2014).

Resultados de Roncari e cols (2017) mostram que a ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida
por hiperosmolaridade plasmatica, protocolo FURO + CAP, ou injecdes de carbacol no VL ou
OSF combinadas com bloqueio dos mecanismos inibitérios do NPBL (administracdo de
moxonidina no NPBL) ¢ abolida pelo bloqueio dos receptores colinérgicos e angiotensinérgicos
prosencefalicos, particularmente da ASM e do OSF. Como o bloqueio dos mecanismos
angiotensinérgicos abole a ingestao de agua e NaCl 0,3 M produzida pela ativagdo de mecanismos
colinérgicos combinada com bloqueio dos mecanismos inibitérios do NPBL, mas o contrario nao
ocorre, pode-se sugerir que diferentes estimulos, tais como hiperosmolaridade e ativagao
colinérgica central, facilitam a ingestdo de NaCl através da ativagdo de mecanismos
angiotensinérgicos centrais (RONCARI et al., 2017). Embora ndo se possa descartar totalmente

outras possibilidades, como a de receptores angiotensinérgicos e colinérgicos estarem localizados
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no mesmo neurdnio, € possivel que os neurdnios do OSF estejam organizados em série da seguinte
maneira: osmorreceptores ativados pela hiperosmolaridade levem a ativagdo de mecanismos
colinérgicos que, por sua vez, ativam vias angiotensinérgicas. A ingestdo de NaCl dependeria da
ativacdo da area integrativa que recebe sinais inibitorios e facilitatorios. Sendo assim, a saciedade
ou o apetite ao sddio provavelmente ¢ o resultado da acdo de sinais opostos que chegam a area
integrativa. Se os sinais inibitérios forem predominantes, o resultado ¢ a saciedade; no entanto, se
os sinais predominantes forem facilitatorios, o resultado ¢ o apetite ao s6dio (RONCARI et al.,

2017).




49

6. CONCLUSAO

Em suma, os presentes resultados sugerem que o efeito da moxonidina evidenciado apenas
apos o periodo de privagdo hidrica, sem a prévia reidratagdo parcial, poderia estar associado ao
aumento das respostas hedonicas a infusdo intraoral de NaCl 0,3 M observado nessas condicdes.
Contudo, em relagdo a desidratacao intracelular, exclusivamente, o tratamento unilateral com
moxonidina no NPBL promoveu aumento da ingestio de NaCl 0,3 M sem alteracdes na

palatabilidade essa solugao.
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