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Resumo

Tomeo, RA. Participacdo dos receptores gabaérgicos, serotoninérgicos e adrenérgicos do
nicleo do trato solitario na ingestdo de agua e sédio induzida por diferentes tipos de
desidratacdo. [Tese de Doutorado] Araraquara: Faculdade de Odontologia da Araraquara,
UNESP; 2016.

O nucleo do trato solitario (NTS), sitio primario das aferéncias cardiovasculares e dos
osmorreceptores periféricos, recebe importantes sinais inibitorios envolvidos no controle da
ingestdo de agua e sdédio. Porém, ndo se sabe quais 0s neurotransmissores envolvidos na
transmissdo dessas informacfes. Mecanismos gabaérgicos, serotoninérgicos e adrenérgicos
centrais estdo envolvidos no controle da ingestdio de agua e sodio e estudos de
imunohistoquimica mostraram que estes receptores estdo presentes no NTS. Portanto, no
presente estudo, investigamos os efeitos de muscimol (agonista de receptores gabaérgicos
GABA\), DOI (agonista de receptores serotoninérgicos 5-HT2a2c), metisergida (antagonista
de receptores serotoninérgicos 5-HTi12) e moxonidina (agonista de receptores
adrenérgicos/imidazoélicos o) injetados no NTS na ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida
por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (um protocolo de desidratacdo intracelular), por
angiotensina Il (ANG Il) intracerebroventricular (icv) ou por deplecdo de sodio (furosemida +
24 h com dieta deficiente em sddio, um protocolo de desidratacdo extracelular). Ratos
Holtzman (290-310 g), n=3-20 (por grupo), tiveram canulas de aco inoxidavel implantadas
bilateralmente no NTS e no ventriculo lateral (VL). InjecGes bilaterais de muscimol (0,25 e
0,5 nmol/100 nl) e DOI (2,5 pg/100 nl) no NTS reduziram a ingestdo de &gua induzida por
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (2 ml/rato) sem alteracdes na ingestdo de NaCl 0,3 M.
Injecdes bilaterais de DOI no NTS reduziram a ingestdao de agua induzida por ANG Il icv. No
entanto, injecGes bilaterais de DOl no NTS ndo alteraram a ingestdo de NaCl 0,3 M e 4gua
induzida por deplecdo de sodio. InjecGes bilaterais de metisergida (2 pug/100 nl) no NTS ndo
produziram alteracBes na ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M induzidas por sobrecarga
intragéstrica de NaCl 2 M, ANG Il icv ou deplecdo de sodio. O pré-tratamento com
metisergida blogueou o efeito de DOI na ingestdo de agua induzida por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M. Além disso, injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 e 5 nmol/100
nl) no NTS ndo alteraram a ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M induzida por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M. Os resultados sugerem que 0s receptores gabaérgicos e

serotoninergicos, mas nao os adrenergicos do NTS fazem parte de um mecanismo envolvido



no controle inibitorio da ingestdo de agua induzida por desidratacdo intracelular. Nossos
resultados também sugerem que receptores serotoninérgicos do NTS participam do controle

da ingestdo de a4gua induzida por injecéo icv de ANG II.

Palavras-chave: Desidratacdo intracelular, desidratacdo extracelular, sede, apetite ao sédio,

nucleo do trato solitério.



Abstract

Tomeo, RA. Participation of gabaergic, serotonergic and adrenergic receptors of the nucleus
of the solitary tract in the water and sodium intake induced by different types of dehydration.
[Tese de Doutorado] Araraquara: Faculdade de Odontologia da Araraquara, UNESP; 2016

The nucleus of the solitary tract (NTS), the primary site of peripheral osmoreceptor and
cardiovascular afferences, is suggested to receive important inhibitory signals involved in the
control of water and sodium intake. However, it is not known which neurotransmitters are
involved in the transmission of this information. Central gabaergic, serotonergic and
adrenergic mechanisms are involved in the control of sodium and water intake and
immunohistochemical studies have shown that these receptors are present in the NTS.
Therefore, in the present study, we investigated the effects of muscimol (a GABAA receptor
agonist), DOI (a serotonergic 5-HT2anc receptor agonist), methysergide (a serotonergic 5-
HT12 receptor antagonist) and moxonidine (o2 adrenergic/imidazoline receptor agonist)
injected into the NTS on water and 0.3 M NaCl intake induced by intragastric load of 2 M
NaCl (a cellular dehydration protocol), by intracerebroventricular (icv) angiotensin Il (ANG
I1) or by sodium depletion (furosemide + 24 h diet deficient in sodium, a extracellular
dehydration protocol). Holtzman rats (290-310 g, n=3-20) had stainless steel cannulas
implanted bilaterally into the NTS and into the lateral ventricle (LV). Bilateral injection of
muscimol (0.25 and 0.5 nmol/100 nl), and DOI (2.5 pug/100 nl) reduced water intake induced
by intragastric load of 2 M NaCl (2 ml/rat) and water intake induced by icv ANG 1l (50
ng/100nl) without changing 0.3 M NaCl intake. Bilateral injection of DOI reduced water
intake induced by icv ANG II. However, DOI produced no changes in the 0.3 M NaCl and
water intake induced by sodium depletion. Injections of methysergide (2 pug/100 nl) produced
no changes in the water and 0.3 M NaCl intake induced by intragastric load of 2 M NaCl, icv
ANG II or sodium depletion. The pre-treatment with methysergide blocked the effect of DOI
on water intake induced by intragastric load of 2 M NaCl. Besides that, bilateral injections of
moxonidine (0.5 and 5 nmol/100 nl) produced no changes on water intake induced by
intragastric load of 2 M NaCl. The results suggest that gabaergic, serotonergic, but not
adrenergic, receptors in the NTS are part of a mechanism involved in the inhibitory control of
water intake induced by cellular dehydration. Our results also suggest that serotonergic
receptors into the NTS participate in the control of water intake induced by icv injection of
ANG II.
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1 Introdugéo

Diariamente perdemos agua e eletrolitos, principalmente o ion sédio, através da
respiracdo, suor e predominantemente pela excrecéo urinéria. A regulacéo precisa do volume
dos compartimentos corporais e da osmolaridade plasmatica dentro de uma faixa estreita de
variacdo € fundamental para o controle da pressdo arterial e a adequada irrigacdo tecidual,
além da sobrevivéncia das células (VERBALIS, 2003). Em um adulto jovem a &agua é
responsavel por cerca de 60% do peso corporal, podendo variar conforme sexo, idade e
quantidade de gordura corporal. Deste total de agua corporal, dois tercos estdo no
compartimento intracelular (dentro das células) enquanto um terco estd no compartimento
extracelular (VERBALIS, 2003).

Os compartimentos intra e extracelulares sdo separados por uma membrana plasmatica
(semipermedavel) que regula a passagem de ions, mas permite a livre passagem de agua por
osmose, 0 que promove uma diferenca nas concentracfes de ions e também de agua. Com
relacdo ao liquido intracelular (LIC), o potassio é um dos seus principais ions, enquanto que o
sodio é um dos principais ions do liquido extracelular (LEC). A composicao dos ions do LIC
e LEC possuem diferentes concentracOes, e assim se mantém, principalmente pela acdo da
bomba de sédio e potassio (Na*/K*) que faz com que o sédio (Na*) presente no interior da
célula (LIC) se desloque para o liquido extracelular contra um gradiente de concentracao, bem
como o influxo de potéssio (K*) do LEC para o interior da célula, realizando este transporte
ativo, com consequente gasto energético (VERBALIS, 2003).

Desta forma, o ion s6dio Na* representa um importante constituinte do compartimento
extracelular e o maior determinante da osmolaridade e do volume do LEC por criar um
gradiente osmotico que permite o movimento de agua entre 0s compartimentos intra e
extracelular. Assim, o contetido total de sédio e dos anions (ClI"e HCO3") que 0 acompanham
determinam, no nosso organismo, a osmolaridade plasmatica e o volume do liquido
extracelular (VERBALIS, 2003). Alteracbes da osmolaridade em cerca de 2% ou uma
reducdo da volemia (hipovolemia) em torno de 10% ja sdo suficientes para promover a sede
(FITZSIMONS, 1998).

Alteraces na osmolaridade e volume dos liquidos corporais podem ser determinadas
pelo desequilibrio entre a ingesta de agua e sodio (consumo de liquidos ou alimentos) e de
suas perdas, através do suor, respiracdo, salivacdo e principalmente pelo aumento ou
diminuigéo da excrecdo renal (JOHNSON e THUNHORST, 1997). O mecanismo regulatorio

destas alteracOes depende de uma agéo integrada dos rins e dos centros da sede e secretores de
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hormdnios, como o hipotalamo, que secreta 0 hormonio antidiurético (ADH) ou vasopressina
(AVP) como também é conhecido pela sua caracteristica vasoconstritora.

A excrecdo de sodio é decorrente de uma acdo dos rins, influenciada pelo sistema
nervoso simpatico e horménios. Assim, 0s sinais hormonais e neurais modulam a excrecéao
renal de sodio para que ndo haja o acimulo ou a falta deste ion no organismo. Os rins
exercem um papel importante na regulacdo da osmolaridade e do volume dos liquidos
corporais gracas a sua capacidade de variar a excrecdo de agua e solutos durante o processo
de formacdo de urina, podendo excretar uma urina hipo ou hiperosmética, de acordo com as
necessidades do individuo ou animal (STANTON e KOEPPEN, 2009).

A Unica forma de repor agua e sodio que foram excretados é através do
comportamento ingestivo, e esta ingestdo continua é fundamental para a regulacdo do
equilibrio hidroeletrolitico. A ingestdo de agua ocorre pelo estimulo da sede, que € uma
sensacdo que motiva a procura, a obtencdo e o consumo de agua. O apetite ao sodio envolve
um comportamento, inato e especifico, de ingestdo de minerais contendo sédio. Esse
comportamento € bem desenvolvido em animais que vivem em ambiente pobre em sédio, ou
cuja dieta tem baixo teor desse ion (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2008).

Para que esta regulacdo aconteca com eficiéncia, é necessario que ocorra deteccao
precisa destas alteracbes (variacOes de pressdo arterial, volume e/ou da osmolaridade
plasmaética), integracdo adequada desses sinais no sistema nervoso central (SNC) e ativacdo
coordenada dos comandos neurais e enddcrinos aos Orgaos efetores, gerando as respostas

neuroendocrinas e comportamentais necessarias (figura 1).
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INTEGRACAO NO SISTEMA
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Figura 1. Representacdo esquematica dos sinais aferentes, da integracdo pelo sistema nervoso
central e das respostas efetoras envolvidas com a regulagdo do volume e osmolaridade dos
liquidos corporais.

O organismo dispde de mecanismos comportamentais, humorais e neurais para
promover ajustes na ingestdo e excrecdo de agua e sédio permitindo assim restabelecer a sua
homeostase (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2008). Em alguns casos, quando estes ajustes
ndo sdo realizados adequadamente, o individuo pode apresentar algum tipo de desidratacao.

A diminuicdo da agua ou do volume corporal pode ocorrer no compartimento
intracelular (desidratagdo intracelular), no compartimento extracelular (desidratacéo
extracelular) ou em ambos (desidratagdo absoluta ou mista). Mecanismos especificos, para
restabelecer a agua ou volume, sdo ativados quando ocorre a desidratacdo seletiva de um ou
de outro compartimento (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2008).

A perda de agua dos compartimentos intra e extracelular simultaneamente caracteriza
a desidratacdo absoluta. Este tipo de desidratacdo pode ser induzida experimentalmente pela
privacdo hidrica por 24 h ou por 36 h (VENDRAMINI et al., 2009, DE LUCA et al., 2010). A
desidratacdo absoluta ativa um potente estimulo de sede, entretanto, somente a ingestdo de
agua nao ¢ suficiente para o reestabelecimento do equilibrio eletrolitico, pois o animal se
mantém hipovolémico e com o balanco de sddio negativo, assim, o apetite ao sédio tambem

esta presente neste tipo de desidratag&o.
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A reducdo do volume do liquido extracelular e do ion sodio, que caracterizam um
estado de hipovolemia e natriurese, causados por diarréia, vomito ou o uso de diuréticos
(furosemida), podem levar a desidratacdo extracelular. Nesta condicdo, porém, ndo ocorrem
alteracdes na osmolaridade, uma vez que quantidades de dgua e soluto, neste caso o ion sodio,
sdo excretados em quantidades equivalentes (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2008). Um
protocolo experimental utilizado para induzir desidratacdo extracelular emprega diuréticos
como a furosemida que age na alca de Henle inibindo o cotransportador de ions Na*/K*/CI-
combinado a periodo de 24 horas com dieta deficiente em sodio (fuba, 0,001% sddio e 0,33%
de potéssio) e agua a vontade (SAKAI et al., 1987).

Estudo de Jalowiec (1974) mostrou que nas primeiras oito horas apds a injecdo
subcutanea (s.c.) de furosemida o animal ja apresenta desidratacdo extracelular devido a um
grande pico de excrecdo urinaria, promovendo uma reducdo de volume, ativando assim
mecanismos compensatorios como o aumento de ANG Il circulante que leva ao
comportamento de sede, mas ndo do apetite ao sddio. O comportamento de apetite ao sodio
aparece no modelo de desidratacdo extracelular que utiliza a injecdo s.c. de furosemida
seqguida de 24 h com dieta deficiente em sddio e € um modelo muito utilizado em nosso
laboratério para estudo deste comportamento (SATO et al., 1996, MENANI et al., 1998b,
NOZAKI et al., 2002, DE OLIVEIRA et al., 2003, DE OLIVEIRA et al., 2007, MENEZES et
al., 2011). Sabe-se que 24 h ap0s este tratamento, o animal apresenta niveis elevados tanto de
ANG Il quanto de aldosterona, o que leva ao apetite ao sodio (SPEILMAN e DAVIS, 1974,
HABER, 1976;).

Na desidratacdo extracelular ocorre o decréscimo de 5 a 10% da volemia, e esta
hipovolemia ativa o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), que auxilia no aumento
da reabsorcdo renal de agua e sddio e da pressdo arterial, e induzem a sede e 0 apetite ao sodio
(SPIELMAN e DAVIS, 1974, HABER, 1976). O SRAA é um sistema hormonal ativado em
situacBes de deficiéncia de agua e so6dio no organismo. A renina, uma enzima proteolitica,
atua sobre o substrato plasmético, o angiotensinogénio (uma proteina globular sintetizada no
figado), produzindo um decapeptideo, a angiotensina | (ANG I). A ANG | sob a a¢do da
enzima conversora da angiotensina (ECA), localizada principalmente nos endotélios da
circulacdo pulmonar, e produz um octapeptideo ativo, identificado como angiotensina Il
(ANG I1). Sabemos que a fonte de renina € o aparelho justaglomerular renal, e que as células
da macula densa também participam do controle da secre¢do da renina. A reducdo da pressao

de perfusdo arterial renal, redugdo da concentracdo do ion sédio para a méacula densa,
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aumento da atividade do nervo renal, ativacdo dos receptores adrenérgicos do subtipo 1, s&o
fatores que estimulam a secrecdo de renina (FITZSIMONS, 1998).

A acdo da ANG Il periférica, inclui o aumento da reabsor¢do renal de sodio,
vasoconstricdo sistémica e renal, além de agir nas células da zona glomerulosa das supra-
renais estimulando a secrecéo de aldosterona. A aldosterona é um mineralocorticoide que atua
nos ductos coletores renais e cdlon para regular a reabsorcdo de sodio e secre¢do de potassio
(BOOTH et al., 2002). Atuando no SNC, em areas como no nucleo central da amigdala, a
aldosterona induz aumento do apetite ao sédio (GALAVERNA et al., 1992, SAKAI et al.,
1996, JOHNSON e THUNHORST, 1997). A ANG Il central pode agir em seus receptores
AT, presentes nos 6rgaos cincunventriculares prosencefélicos, tais como 6rgdo subfornical
(OSF) e o 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT), presentes na lamina ternimal (LT) na
parede antero-ventral do terceiro ventriculo (AV3V). Estas areas tem projecGes para o nucleo
pré-éptico mediano (MnPO), que integra as informacGes provenientes destas areas e distribui
estes sinais para outras areas envolvidas no equilibrio hidroeletrolitico que modulardo os
comportamentos de sede e apetite ao sodio (JOHNSON et al., 1996).

A perda de agua corporal pode ocorrer no compartimento intracelular, causando a
desidratacdo intracelular. Neste caso, um aumento na pressdo osmotica efetiva do LEC
resultante de uma maior concentracdo de solutos osmoticamente ativos, principalmente o
sodio, promove uma reducdo do volume do liquido intracelular (LIC) devido ao deslocamento
da agua do meio de menor concentracdo (LIC) para o de maior (LEC), causando entdo, a
desidratacdo intracelular. Experimentalmente, este tipo de desidratacdo é induzida sob dieta
com alto teor de sodio, através da infusdo de solugbes hipertdnicas ou por sobrecarga
intragastrica (ig) de solucbes hipertonicas de s6dio, como o NaCl 2 M (PEREIRA et al.,
2002).

A sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (12%, gavagem), produz a desidratacdo
intracelular por promover elevacdo de 4% da concentracdo plasmatica de sodio e da
osmolaridade, reduz a atividade da renina plasmatica, sem alteraces no hematdcrito,
proteinas plasmaticas totais ou peptideo natriurético atrial (ANP). Adicionalmente este
protocolo induz sede, natriurese e aumenta AVP e ocitocina plasmaticas (PEREIRA et al.,
2002, ANDRADE et al., 2012, BLANCH et al., 2013).

Os comportamentos de busca e ingestdo de agua e sodio (este geralmente na forma de
NaCl) é controlado por alteragbes na volemia ou osmolaridade plasmatica (JOHNSON,
2007). Essas alteragfes sdo monitoradas por receptores, sensoriais ou de membrana,

localizados em diferentes partes do corpo, 0s barorreceptores e 0S osmorreceptores.
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Alteracbes de pressdo e volume sanguineos sdo detectadas por barorreceptores
(mecanorreceptores) localizados no arco adrtico e seio carotideo e nas paredes de grandes
veias e dos atrios (receptores de volume) (JOHNSON e THUNHORST, 1997). Os sinais
oriundos dos barorreceptores trafegam em direcdo ao SNC através do IX e X pares de nervos
cranianos (nervos glossofaringeo e vago, respectivamente), o que desencadeara uma menor
ativacdo, essencialmente, da area postrema (AP) e nucleo do trato solitario (NTS), localizados
no tronco encefalico (JOHNSON, 2007). A hipovolemia causa um menor estiramento dos
barorreceptores, que leva a uma menor inibi¢do do tronco encefalico sobre circuitos da sede e
apetite ao sodio (JOHNSON e THUNHORST, 1997, MENANI et al., 2014) além de produzir
a liberacdo reflexa de AVP e ativar o sistema nervoso simpético agindo nas células do
aparelho justaglomerular dos rins, aumentando a producdo de renina (JOHNSON, 2007).
Além de barorreceptores, receptores para horménios tais como ANG Il e aldosterona,
informam o encéfalo sobre reducdo na volemia a partir da ativacdo de algumas regides
encefélicas especificas e também pode gerar sede e apetite ao sédio.

Os osmorreceptores podem ser periféricos ou centrais e respondem as alteracdes da
osmolaridade e da concentracdo plasmatica de sodio. Os osmorreceptores periféricos estdo
presentes no trato gastrintestinal, aparentemente na veia porta e na circulacdo hepética. Estas
células especializadas convertem a concentracdo de s6dio em atividade nervosa hepatica
aferente, cujos sinais sdo enviados ao SNC pelo X par de nervos cranianos, 0 nervo vago
(HABERICH, 1968). Ja o0s osmorreceptores centrais estdo situados nos 0Orgaos
circunventriculares, tais como OSF, OVLT e MnPO (BOURQUE e OLIET, 1997). O
aumento da osmolaridade plasmatica ativa 0s osmorreceptores, tanto centrais quanto
periféricos e estes irdo promover a resposta comportamental de sede (KRALY et al., 1995,
STRICKER et al.,, 2002). Em comum, todos estas aferéncias, provenientes da periferia,
convergem seus sinais para o NTS, onde fazem sua primeira sinapse no SNC (COTTLE,
1964, PALKOVITS e ZABORSZKY, 1977, ADACHI, 1984).

O NTS, localizado na por¢do dorsal do bulbo, é a primeira estacdo sinaptica no SNC
que recebe as informacdes das aferéncias cardiovasculares sobre pressdo arterial e volume
(PALKOVITS e ZABORSZKY, 1977). O NTS pode ser dividido em trés por¢Bes: NTS
rostral, NTS intermediario e NTS comissural ou caudal (figura 2). Varias evidéncias apontam
uma importante participacdo dos subnucleos intermediario e comissural do NTS na regulacéo
cardiovascular e do equilibrio hidrosalino (OHMAN e JOHNSON, 1989, SCHREIHOFER et
al., 2000, COLOMBARI et al., 2001, MACHADO, 2001, GUYENET, 2006).
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NTS rostral —

Figura 2. Representacdo esquemética do NTS. No detalhe corte sagital na altura do NTS
intermediario (AP, area postrema; CC, canal central; Gr, nicleo gracil; Cu, nlcleo cuneato; X,
ndcleo dorsal motor do nervo vago; XIlI, nucleo do hipoglosso) [Modificado de Ter Horst &
Streefland (1994)].

O NTS recebe projecGes da area postrema (VAN DER KOOY e KODA, 1983), bem
como envia projecdes para vérias areas rostrais do encéfalo que estdo envolvidas com o
controle hidroeletrolitico, como o nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e a regido
antero-ventral do terceiro ventriculo (AV3V). O NTS também envia projecdes para areas do
tronco encefélico (ponte) como o nucleo parabraquial lateral (NPBL), importante area
envolvida no controle da ingestdo de agua e sédio (RICARDO e KOH, 1978, SAPER et al.,
1983, HERBERT et al., 1990). Portanto, o NTS é considerado uma importante area de
conexdo entre as aferéncias periféricas e areas encefalicas envolvidas com o equilibrio
hidroeletrolitico e regulacdo cardiorrespiratéria.

O NTS é conhecido como uma area de controle inibitério de comportamentos
ingestivos (OHMAN e JOHNSON, 1989, SCHREIHOFER et al., 2000, BLANCH et al.,
2007, OGIHARA et al., 2009, BLANCH et al., 2013, FREIRIA-OLIVEIRA et al., 2015). A
lesdo eletrolitica do NTS aumenta a ingestdo de agua induzida por angiotensina Il e este efeito
¢ atribuido a perda de sinais inibitérios produzidos pelos barorreceptores no NTS
(SCHREIHOFER et al., 2000). Ohman e Johnson (1989) também mostraram um aumento da

ingestdo de agua induzida por ANG 11 central (icv) e periférica (sc) apés lesdo eletrolitica do
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NTS. Este tipo de lesdo do NTS também aumenta a ingestdo de &gua induzida por
isoproterenol (BLANCH et al., 2007), um estimulo que aumenta a ANG Il periférica, e a
ingestdo de agua induzida por sobrecarga ig de NaCl 2 M (BLANCH et al., 2013).
Adicionalmente, lesdes mais especificas do NTS, como lesdes do grupamento noradrenérgico
(A2) do NTS comissural também aumentam a ingestdo &gua induzida por sobrecarga ig de
NaCl 2 M (FREIRIA-OLIVEIRA et al., 2015). Além da ingestdo de &gua, a leséo eletrolitica
no NTS comissural também aumenta a ingestdo de sodio induzida por deplecdo de sodio
(OGIHARA et al., 2009).

Estes resultados sugerem que o NTS é parte de um mecanismo inibitério no controle
da ingestdo de &gua e sodio induzidos por diferentes protocolos de desidratagdo, entre eles a
sobrecarga ig de NaCl 2 M (desidratacéo intracelular), a deplecdo de sddio (furosemida + 24 h
com dieta deficiente em sodio, desidratacdo extracelular) e a injecdo icv de ANG Il (mimetiza
a desidratacdo extracelular). No entanto, este tipo de lesdo destréi corpos celulares de
neurbnio, mas também elimina fibras de passagem que poderiam nos proporcionar
interpretacdes equivocadas, portanto, se faz necessario o estudo do bloqueio farmacoldgico
temporario do NTS, com o objetivo de investigar se alguns destes efeitos relacionados a lesdo
deste nucleo, como alteragdes na ingestdo de gua e sodio induzidas por diferentes protocolos
de desidratacdo serdo reproduzidos. Este tipo de investigacdo pode ser conduzida através de
injecdo de agonistas de receptores gabaérgicos, como 0 muscimol no NTS.

O NTS apresenta uma alta densidade de terminais nervosos contendo o &cido y-
aminobutirico (GABA), além de receptores gabaérgicos do tipo GABAa e GABAs (MEELEY
et al., 1985, BOWERY et al.,, 1987, PICKEL et al., 1989). Estudos mostram que a
neurotransmissdo dos reflexos cardiovasculares no NTS € influenciado por diferentes
neurotransmissores ou neuromoduladores, dentre eles o0 GABA (CATELLI et al., 1987,
CALLERA et al., 1999, 2000, CALLERA et al., 2005a). Porém, ndo sabemos se estes
receptores no NTS estdo envolvidos no controle da ingestdo de agua e sddio. Estudo de nosso
laboratorio demonstrou a participacdo de receptores gabaérgicos do NPBL no controle
hidroeletrolitico (CALLERA et al., 2005b). Neste estudo, inje¢cdes bilaterais de agonista
GABAA, muscimol, no NPBL induziu intensa ingestdo de NaCl hiperténico (0,3 M)
acompanhada de um aumento na ingestdo de agua, sem alterar a ingestdo de alimento, em
ratos normohidratados e normovolémicos (CALLERA et al., 2005b).

Além do GABA outro importante neurotransmissor presente em varias areas do tronco
encefalico, incluindo o NTS e o NPBL, é a serotonina (5-HT) (STEINBUSCH, 1981,
LANCA e VAN DER KOOY, 1985). Varios estudos da literatura evidenciam a participacdo
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dos vérios subtipos dos receptores serotoninérgicos do NPBL na regulacdo do equilibrio
hidroeletrolitico (MENANI e JOHNSON, 1995, COLOMBARI et al., 1996, MENANI et al.,
1996, MENANI et al., 1998a, MENANI et al., 1998b, DE GOBBI et al., 2000, DE LUCA et
al., 2003, DAVID et al., 2015). Estudos mostraram que a injecdo bilateral do antagonista de
receptor serotoninérgico 5-HTy2 (metisergida) no NPBL aumentou a ingestdo de &gua e de
NaCl hipertonico induzidas por 24 horas de privacdo hidrica ou deplecdo de sodio
(furosemida + 24 h com dieta deficiente em sodio) (MENANI et al., 1998a, MENANI et al.,
1998b). Outros estudos mostraram que metisergida injetada no NPBL aumenta a ingestao de
NaCl induzida pela ANG Il administrada tanto icv quanto no OSF (COLOMBARI et al.,
1996, MENANI et al., 1996). Em adigdo, metisergida injetada bilateralmente no NPBL
também aumentou a ingestdo de NaCl induzida pelo tratamento combinando do diurético
furosemida e o blogueador da enzima conversora de angiotensina captopril (FURO/CAP),
ambos injetados subcutaneamente (MENANI et al., 1996). Por outro lado, a inje¢édo de DOI
(agonista de receptores 5-HT2a2c) no NPBL reduziu a ingestdo de NaCl induzida pelo
tratamento FURO/CAP (MENANI et al., 1996).

Desta forma, o conjunto destes resultados sugere que a serotonina no NPBL tem um
importante papel inibitorio na ingestdo de agua e sodio. Confirmando estes achados, De
Gobbi e colaboradores (DE GOBBI et al., 2000), mostraram que estes mecanismos inibitorios
serotonérgicos do NPBL também exercem forte influéncia inibitéria na ingestdo de NaCl 0,3
M induzida pelo tratamento com desoxicorticosterona (DOCA), um composto esterdide com
propriedades semelhantes a aldosterona. Além disso, estudo de De Luca e colaboradores
(2003) demonstrou que o blogueio serotonérgico no NPBL combinado com o aumento da
osmolaridade plasmatica produzido por sobrecarga ig de NaCl induz um aumento paradoxal
da ingestdo de NaCl hiperténico além da ingestdo normal de 4gua. Porém, ainda ndo sabemos
se estes receptores serotoninérgicos do NTS também estdo envolvimentos com o controle da
ingestdo de &gua e sédio.

Além do GABA e serotonina, outro importante neurotransmissor muito presente em
todo SNC, incluindo NTS e NPBL, é a noradrenalina, agindo nos chamados receptores
adrenérgicos. A literatura tem sugerido a participagdo destes receptores em mecanismos da
sede e ingestdo de sddio induzidos por diferentes tratamentos (MENANI et al., 1999,
ANDRADE et al., 2003, DE OLIVEIRA et al., 2003). InjecGes do agonista de receptores
adrenérgicos az/imidazolicos, moxonidina, no VL e &rea septal medial, promovem inibicdo da
ingestdo de agua e sodio hipertbnico (MENANI et.al., 1999; ANDRADE et al., 2003; DE
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OLIVEIRA et al., 2003). Menani e colaboradores (1999) mostraram que 0 antagonismo de
receptores adrenérgicos a2 com inje¢fes icv de RX 821002 (antagonista de receptores
adreneérgicos o) aboliu os efeitos inibitorios da moxonidina sobre a ingestdo de agua induzida
por ANG Il. Alem disso, injecdes de RX 821002 e ioimbina, outro antagonista de receptores
adrenérgicos o2, bloquearam o efeito inibitdrio da moxonidina sobre a ingestdo de sodio
induzida por deplegdo de sodio (DE OLIVEIRA et al., 2003). Esses resultados sugerem que
0S receptores adrenérgicos oo presentes em areas prosencefalicas possuem efeitos inibitorios
sobre a ingestdo de agua e sédio. Por outro lado, estudos de Andrade e colaboradores (2004),
mostraram que a injecao bilateral de moxonidina no NPBL promoveu um grande aumento da
ingestdo de sddio induzida por FURO/CAP. Esses resultados sdo contrérios aos efeitos
inibitdrios descritos em areas do prosencéfalo, ou seja, a ativacdo de receptores adrenérgicos
az/imidazolicos em &reas prosencefalicas inibe a ingestdo de agua e NaCl hiperténico
(MENANI et.al., 1999; ANDRADE et al., 2003; DE OLIVEIRA et al., 2003) e a ativagéo de
receptores adrenérgicos az/imidazolicos no NPBL potencia a ingestdo de NaCl hiperténico
(ANDRADE et al., 2004). Isso indica papéis opostos para receptores adrenérgicos oo na
regulacao da ingestdo de sddio e agua de acordo com sua distribui¢do no encéfalo. Estudos de
imunohistoquimica detectaram uma grande expressdo de receptores adrenérgicos no NTS
(LORENZ et al.,, 1990, BHUIYAN et al., 2009). No entanto, também n&o sabemos o
envolvimento dos receptores adrenérgicos do NTS no controle da ingestdo de agua e sodio.

Estudos da literatura evidenciam que a principal fonte de serotonina para o NTS sdo 0s
nacleos da rafe (THOR e HELKE, 1987; SCHAFFAR et al.,1988), as aferéncias dos
barorreceptores (HOSFORD et al., 2015) e o ganglio nodoso (GAUDIN-CHAZAL et al.,
1982; NOSJEAN et al., 1990; THOR et al., 1988). Além disso, 0 NTS recebe aferéncias
gabaérgicas do nucleo central da amigdala (MALEY, 1996; SAHA, 2000; BATTEN et.al.,
2002), além de possuir interneurdnios que armazenam e liberam GABA (LASITER et al.,
1988; HALSELL et al., 1996). Vale destacar também que o NTS é um n0cleo
catecolaminérgico, possuindo grupamentos neuronais adrenérgicos (C2) e noradrenérgicos
(A2)(Kvetnansky et al., 2009). Adicionalmente, o nicleo central da amigdala também é uma
fonte de noradrenalina para o NTS, ativando o grupamento noradrenérgico C2 (PICKEL et
al., 1995) do NTS. A figura 3 apresenta uma representacdo esquematica de possiveis fontes de

neurotransmissores serotoninérgicos, gabaergicos e adrenergicos para o NTS.
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Nucleos da
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Figura 3. Representacdo esquematica de possiveis fontes de neurotransmissores
serotoninérgicos, gabaérgicos e adrenérgicos para 0 NTS, nucleo do trato solitario; 5-HT,
serotonina; NOR, noradrenalina; GABA, &cido gama-aminobutirico, GLUT, L-glutamato;
Grupamento A2/C2, grupamento de neurdnios noradrenérgicos e adrenérgicos
respectivamente.

De acordo com o conjunto de dados acima, é provavel que o NTS participe de um
mecanismo inibitdrio no controle da ingestdo de dgua e sodio. Assim, € interessante investigar
a participacdo dos receptores gabaérgicos, serotoninérgicos e adrenérgicos do NTS nos
mecanismos inibitérios que controlam o equilibrio hidroeletrolitico durante diferentes

modelos de desidratacao.
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2 Objetivos

b)

Os objetivos do presente estudo foram investigar a participacdo de receptores:

Gabaérgicos GABAA do NTS na ingestdo de agua e sodio induzida por desidratacdo

intracelular;

Serotoninérgicos 5-HT12e 5-HT2a2c do NTS na ingestdo de agua e sodio induzida por

desidratacdo intra e extracelular e injecdo icv de ANG II;

adrenérgicos az/imidazolicos do NTS na ingestdo de &gua induzida por desidratagdo

intracelular.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Animais

Foram utilizados ratos Holtzman com peso entre 290-310 g, fornecidos pelo Biotério
do Campus de Araraquara, UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de aco
inoxidavel, com livre acesso a racdo Guabi (Paulinia, SP), 4gua e sddio hiperténico (NaCl 0,3
M gquando necessario) e permaneceram em salas climatizadas (temperatura de 23 £ 2° C e
umidade de 50 = 10%), com ciclo claro-escuro de 12 h no Laboratério de Fisiologia do
Departamento de Fisiologia e Patologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOA),
UNESP. Os protocolos experimentais aos quais os animais foram submetidos foram
aprovados e autorizados pelo Comité de Etica no Uso de Animal - CEUA (Proc. CEUA n°
14/2013) da FOAr — UNESP.

3.2 Cirurgia estereotaxica para implante de canulas-guias de aco inoxidavel dirigidas

para o nucleo do trato solitario (NTS) e para o ventriculo lateral (VL).

Para o implante de canulas cerebrais, os ratos foram anestesiados com quetamina
(Cristalia, Itapira, SP, Brasil, 80 mg/kg de peso corporal) combinada com xilazina (Agener
Unido, Embu-Guacu, SP, Brazil, 7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho
estereotdxico (modelo Kopf 900, David-Kopf, Tujunga, CA, EUA). A seguir foi injetado
subcutaneamente o anestésico local lidocaina com vasoconstrictor na regido do escalpo a ser
aberta, reduzindo assim o sangramento. Apds a anti-sepsia da pele com solucdo de alcool
iodado, foi feita uma incisdo longitudinal na pele e tecido subcutaneo, expondo-se a regido da
calota craniana, a qual foi posteriormente irrigada com solucao fisiologica e agua oxigenada.
A torre do estereotaxico foi colocada na posicdo vertical (angulacdo zero) e a cabeca do
animal foi ajustada até que os pontos bregma e lambda da calota craniana ficassem no mesmo
nivel horizontal e entdo foram feitas as leituras das coordenadas antero-posterior (AP), lateral
(L) e dorso-ventral (DV) a partir do bregma. O ponto de introducdo da canula guia foi
determinado utilizando-se as coordenadas estereotaxicas do atlas de Paxinos e Watson (1998)

em relagédo ao bregma.

As coordenadas utilizadas para o implante das canulas-guias de ago inoxidavel 23-
gauge (15 mm) em direcdo ao NTS foram: AP = 14,5 mm caudal ao bregma; L =+ 0,5 mm a
linha média e DV = 7,5 mm abaixo do 0sso (PAXINOS e WATSON, 1998). Neste ponto foi
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feita a trepanacdo da calota craniana com o auxilio de uma broca odontoldgica esférica
acoplada a um motor de baixa rotacdo. Por esse orificio foram introduzidas as canulas de aco
inoxidavel (23-gauge) de 15 mm de comprimento, sendo que a extremidade inferior desta
ficou 1 mm acima da superficie dorsal do tronco cerebral. Apos a completa fixacdo das
canulas, a torre do estereotaxico foi removida e para evitar obstrugdo das canulas-guias, foi
introduzido nas mesmas um mandril (oclusor de 15 mm de comprimento) também de aco
inoxidavel, o qual foi mantido dentro das canulas até a realizacdo dos experimentos.

Em outro grupo de animais, uma terceira canula-guia de aco inoxidavel 23-gauge (10
mm) foi introduzida em direcdo ao ventriculo lateral (VL, para injecdo de ANG Il) usando as
seguintes coordenadas: AP = 0,3 mm caudal ao bregma; L = + 1,6 mm a linha média e DV =
3,6 mm abaixo do 0sso, de acordo com Paxinos e Watson (1998). No intuito de evitar
obstrucdo da canula-guia foi introduzido na mesma um mandril (oclusor de 10 mm de
comprimento) também de aco inoxidavel, o qual foi mantido dentro da canula até a realizacdo
dos experimentos.

As cénulas-guias, direcionadas ao NTS e VL, foram fixadas ao cranio do animal
através de resina acrilica e de pequenos parafusos de aco inoxidavel, previamente colocados
na calota craniana. O procedimento cirargico ndo excedeu 40 min. Apds a cirurgia cerebral,
0s animais receberam uma injecdo intramuscular (0,2 ml/rato) de pentabidtico veterinario —
pequeno porte (benzilpenicilina 80.000 Uls e estreptomicina — 33 mg, Fort Dodge Salde
Animal Ltda.,, Campinas, SP) e uma injecdo subcutdnea de analgésico/anti-inflamatério
Ketoflex (cetoprofeno 1% - 0,1 ml/rato, Mundo Animal, Sdo Paulo, SP). Os animais ficaram
em observacdo e recuperacdo durante 6 dias e neste periodo eram manipulados diariamente

pelo experimentador.

3.3 Injecdes no NTS e no VL

Os farmacos utilizados foram manualmente injetados no NTS em um volume de 0,1 pl
(100 nl) em cada sitio desta regido, utilizando-se uma seringa Hamilton (5 ul, Hamilton,
Reno, NV, EUA) conectada com um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi
introduzida no NTS pela canula guia previamente fixada nesta regido. A canula injetora foi
1,2 mm mais longa do que as canulas-guias a fim de que as injec¢des atingissem diretamente o
NTS. As injecdes foram bilaterais e realizadas de modo sequenciado, ou seja, injecdo de um

lado do NTS seguida da injecéo do lado contralateral.
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O grupo de animais com canulas direcionadas ao VL, recebeu ANG Il em um volume
de 1 ul, utilizando-se da seringa Hamilton conectada a um tubo de polietileno PE-10 e este a
uma agulha injetora, que neste caso, foi 2 mm mais longa do que a canula-guia previamente

fixada no cranio em direcdo ao VL.

3.4 Farmacos utilizados

Brometo de muscimol, agonista de receptores gabaérgicos GABAAa, (Research
Biochemicals Internationals-RBI, Natick, MA, USA) foi dissolvido em salina isotbnica e
administrado no NTS nas doses de 0,25 e 0,5 nmol/100 nl.

Cloridrato de moxonidina, agonista de receptores adrenérgicos az/imidazélicos
(Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) foi dissolvido em veiculo prolipenoglicol + H>O
(2:1) e administrado no NTS na dose de 0,5 e 5 nmol/100 nl.

Hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI), agonista de receptores
serotoninérgicos 5-HT2a/zc, (Research Biomedical International-RBI, Natick, MA, USA), foi

dissolvido em salina isotdnica e administrado no NTS na dose de 2,5 ug/100 nl.

Maleato de metisergida, antagonista de receptores serotoninérgicos 5-HT1, (Sigma
Chemicals, St. Louis, MO, USA), foi dissolvida em prolipenoglicol + H.O (2:1) e
administrado no NTS na dose de 2 ug/100 nl.

Angiotensina Il (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) foi dissolvida em salina
isotonica e administrada no VL na dose de 50 ng/1 pl.

Hidrocloreto de prazosina, antagonista seletivo de receptores adrenérgicos ay (Sigma
Chemicals, St. Louis, MO, USA) foi dissolvido em salina isotonica e administrado
intraperitonealmente na dose de 1 mg/kg de peso corporal.

Furosemida (FURO), diurético natriurético (Sigma Chemical Company, St Louis,
MO, USA) foi dissolvida em salina isotdnica com pH préximo a 9,0 ajustado com solucdo de
hidroxido de sédio 0,1 N (NaOH) (20 mg/kg de peso corporal, administracdo subcutanea 1
ml/rato, como descrito na literatura (YADA et al., 1997a, YADA et al., 1997b).

As doses utilizadas foram baseadas em estudos anteriores da literatura (MENANI e
JOHNSON, 1995, MENANI et al., 1996, MENANI et al., 1998a, MENANI et al., 1998b,
MENANI et al., 2002, CALLERA et al., 2005b, ANDRADE-FRANZE et al.,, 2010a,
ANDRADE-FRANZE et al., 2010b, GASPARINI et al., 2013)



35

3.5 Canulacéo da artéria femoral

Um dia antes dos experimentos os animais foram anestesiados com quetamina
(Cristalia, Itapira, SP, Brasil, 80 mg/kg de peso corporal) combinada com xilazina (Agener
Unido, Embu-Guacu, SP, Brazil, 7 mg/kg de peso corporal) e entdo foi realizada a canulacéo
da artéria femoral.

Este procedimento consiste em introduzir uma canula, confeccionada previamente
com um tubo de polietileno PE-10 (Clay Adams, Parsipanny, NJ) de 3,5 cm, soldado a outro
tubo de polietileno PE-50 de 15 cm, na aorta abdominal, através da artéria femoral. Uma vez
implantadas, as canulas sdo dirigidas subcutaneamente, com auxilio de um trocéter, para a
regido escapular do rato, onde foram exteriorizadas e fixadas com linha de sutura.

Antes de serem implantadas, as canulas foram preenchidas com solucéo fisiologica e
obstruidas na extremidade livre do PE-50 com pino de metal. A canula arterial foi utilizada
para registro direto da pressdo arterial pulsatil (PAP) e calculo da pressdo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC).

3.6 Medida da pressédo arterial e frequéncia cardiaca

Os registros da PAP, PAM e FC foram realizados em ratos ndo anestesiados e com
livre movimentacdo no dia seguinte ao da canulacdo da artéria femoral. A canula arterial,
previamente heparinizada (250 Ul/ml), foi conectada a um transdutor de presséo (Stathan P
23 Db, Dover, NH, EUA) acoplado a um sistema computadorizado de registro (modelo
Powerlab 16/30SP, ADInstruments, Castle Hill, NSW, Australia). Esses registros foram

realizados para avaliar os efeitos hemodinamicos dos agonistas e antagonistas utilizados.

3.7 Medida da ingestao de agua e NaCl 0,3 M induzida por sobrecarga intragastrica de
NaCl2 M

Neste protocolo experimental avaliamos a medida de ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
induzida por sobrecarga ig de NaCl 2 M (12%), 2 ml/rato, em animais com implantes

bilaterais de canulas em diregdo ao NTS.

Antes do inicio dos experimentos os animais foram adaptados (treinados) a sobrecarga
ig sendo submetidos a este procedimento com NaCl 0,15 M (salina isoténica 0,9%) uma vez

por dia durante 3 dias. Esta técnica consiste em segurar o animal cuidadosamente e introduzir



36

um polietileno (PE-200) adaptado a uma seringa de 5 ml até o estbmago do animal e entdo
administrar 1 ml de NaCl 0,15 M, esta técnica é conhecida também como gavagem.

Apbs o periodo de treinamento, no momento do experimento, agua, racdo e NaCl 0,3
M foram removidos das gaiolas e os animais receberam a gavagem de NaCl 2 M (2 ml/rato).
Depois de 45 ou 60 min os animais receberam injecdes bilaterais dos farmacos ou veiculos no
NTS e entdo, &gua e NaCl 0,3 M foram oferecidos aos animais uma hora ap6s a gavagem.

A sobrecarga ig de NaCl 2 M (12%) produz uma elevacdo de 4% na osmolaridade e
sodio plasmatico, induzindo uma desidratacdo intracelular ou hiperosmotica e assim ingestao
de &gua. Neste modelo ndo ocorre desidratacdo extracelular indicado pela reducdo da
atividade da renina plasmatica e pela ndo alteracdo no volume plasmatico (PEREIRA et al.,
2002). Este protocolo de desidratacdo intracelular é especifico para induzir ingestdo de agua,
no entanto, alguns tratamentos [tais como injecOes de metisergida (DE LUCA et al., 2003) e
moxonidina (ANDRADE et al., 2004) no NPBL] também induzem ingestdo de sddio
hipertdnico, portanto, neste protocolo foram oferecidas buretas contendo 4gua e NaCl 0,3 M
aos animais avaliados.

Em todos os experimentos de comportamento ingestivo, para o registro da ingestdo de
agua e de NaCl 0,3 M, foram utilizados tubos (buretas) de vidro graduados (divisdo de 0,1
ml). A ingestdo cumulativa de 4gua e NaCl 0,3 M foi medida durante 2 h aos 0, 15, 30, 45,
60, 90 e 120 min. Durante o periodo de medida da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M, os ratos
ndo tiveram acesso a racdo e ao término do experimento, dgua, NaCl 0,3 M e racdo foram
disponibilizados aos animais. Foi guardado sempre um intervalo de, no minimo, 72 horas
entre dois experimentos nos mesmos animais.

Cada animal foi submetido a 2 ou 4 experimentos, de acordo com o objetivo do
protocolo proposto. Em cada experimento, o grupo de ratos foi dividido em 2 subgrupos e
cada subgrupo recebeu um dos tratamentos. A sequéncia dos tratamentos, nos grupos de
animais submetidos a 2 ou 4 experimentos, foi aleatéria e ao final dos experimentos todos 0s

animais receberam todos os tratamentos.

3.8 Medida da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M induzida por deplecao de sodio.

Neste protocolo experimental avaliamos a medida de ingestdo de agua e de NaCl 0,3
M em ratos com canulas implantadas bilateralmente no NTS submetidos & deplegéo de sodio
obtida pelo tratamento com o diurético furosemida (20 mg/kg de peso corporal)

subcutaneamente (sc), sequido de manutencdo dos ratos por 24 h com dieta deficiente em
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sodio (fuba, 0,001% sodio e 0,33% de potéssio) e agua ad libitum antes de se iniciarem as
medidas de ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M.

O tratamento com furosemida (deplecao de sodio) induz uma perda de sodio de 1,5 a
2,0 mEq e induz ingestdo de sodio hiperténico (JALOWIEC, 1974, SAKAI et al., 1989,
ROWLAND e FREGLY, 1992).

3.9 Medida da ingestéo de agua e NaCl 0,3 M induzida injecao central de angiotensina Il
(ANG I1).

Neste protocolo experimental avaliamos a medida de ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M
induzida por ANG Il icv, em animais com implantes bilaterais de canulas em direcdo ao NTS,

além de uma terceira canula direcionada ao ventriculo lateral (VL).

No dia do experimento, agua, racdo e NaCl 0,3 M foram removidos das gaiolas e 0s
animais receberam injecdes bilaterais dos farmacos (DOI e metisergida) ou veiculos no NTS.
15 min depois, 0s animais receberam injecdo de ANG Il (50 ng/100 nl) no VL e
imediatamente apds este procedimento, os ratos tiveram acesso a &gua e NaCl 0,3 M.

A injecdo central de ANG Il é estimulo associado a hipovolemia e promove ingestao
de agua em virtude da acdo deste peptideo em seus receptores ATl em éreas
circunventriculares como a regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V), 6rgao
subfornical (OSF), 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT) e nucleo pre-6ptico mediano
(MnPO).

3.10 Andlise histoldgica

Ao final dos experimentos foi injetado 100 nl de solu¢do de azul de Evans 2%
bilateralmente no NTS ou 1 ul deste marcador no VL para confirmacgédo do local das injeces.
Os ratos foram profundamente anestesiados e submetidos a uma perfusdo cerebral por meio
de injecdo no coracdo (ventriculo esquerdo) de solucdo de formalina 10% (20 ml). Em
sequida, os encefalos foram retirados e fixados em formalina 10% por 2-4 dias. Cortes
transversais (60 ou 50 um de espessura) foram feitos nos pontos de injecdo do NTS e VL com
auxilio de um criostato (Leica). Os cortes histologicos, montados em lamina foram corados
pelo método Giemsa. A analise microscopica da localizacéo do sitio de injecdo no NTS e VL
foi feita em microscépio Optico. Somente os ratos nos quais o local da injecéo estava situado

corretamente no NTS e VL foram utilizados para a analise estatistica dos dados.
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3.11 Andlise estatistica

Os dados obtidos estdo apresentados como meédia + erro padrdo da média (EPM). Test
t de Student e analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias seguidas do pds-teste de
Student-Newman- Keuls foram utilizados para as comparacdes entre diferentes tratamentos e

grupos. Diferengas foram consideradas significantes para p < 0,05.

3.12 Protocolos experimentais

3.12.1 Efeito de injecOes bilaterais de agonista gabaérgico GABAa (muscimol) no NTS
sobre a ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M induzida por desidratacéo intracelular (NaCl 2
M, ig)

Neste protocolo avaliamos a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com canulas
implantadas bilateralmente no NTS que foram submetidos a gavagem ou sobrecarga ig de
NaCl 2 M, que promove desidratacdo intracelular, 60 minutos antes dos experimentos. Apds
este periodo foram realizadas as injecdes bilaterais de muscimol (0,25 ou 0,5 nmol/100 nl) ou
salina no NTS e entdo os animais tiveram acesso a agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisao
de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sodio foi medida a cada 15 minutos durante 2 horas. Durante

0 periodo de medida de ingestdo de dgua e NaCl, os ratos ndo tiveram acesso a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de pelo
menos 72 h entre eles. Em cada teste, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinacgdes de tratamentos: 1)
gavagem de NaCl 2 M + muscimol no NTS ou 2) gavagem de NaCl 2 M + salina no NTS. No
teste seguinte, os animais receberam as mesmas combinacdes de tratamentos de maneira

contrabalanceada.

Gavagem
NaCl2 M
‘ Ingestdode Agua e NaCl 0,3 M
-60° 0 15’ 30° 45" 60 90’ 120/

t

muscimol ou
salina (NTS)
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3.12.2 Efeito de injecbes bilaterais de agonista gabaérgico GABAa (muscimol) no NTS

sobre parametros cardiovasculares de ratos normovolémicos.

Neste protocolo foram realizados os registros dos parametros cardiovasculares de
animais normovolémicos que receberam injecdes bilaterais do agonista gabaérgico, muscimol,
no NTS.

Os animais eram conectados a um transdutor de pressdo acoplado a um sistema
computadorizado de registro, e ap6s um periodo de aclimatagdo do animal, foi realizado o
registro basal dos parametros cardiovasculares e teste funcional com injecdes bilaterais de
Glutamato (5 nmol/100 nl) no NTS [sabe-se que glutamato injetado no NTS de ratos nao
anestesiado promove aumento da PAM e queda da FC (MACHADO e BONAGAMBA,
1992)]. Ao término deste periodo que correspondeu a 20 minutos, os animais receberam
injecdes bilaterais de salina e apds 5 min, receberam injecGes bilaterais de muscimol (0,25
nmol/100 nl) no NTS. A PA, PAM e FC foram monitoradas por mais 60 min ou até que 0s
parametros cardiovasculares retornassem aos valores imediatamente anteriores as injecoes de
muscimol 0,25 nmol/100 nl. Apos este periodo, foram realizadas injecdes bilaterais de
muscimol na dose de 0,5 nmol/100 nl e entéo, a PA, PAM e FC foram monitoradas por mais

60 min.

Canulagao
Artéria Femoral
‘ Registro da PAP, PAM e FC
-24h 0 20’ 25’ 85’ 145’

M
N

glutamato salina muscimol muscimol
(NTS) (NTS) 0,25 nmol/100 nl 0,5 nmol/100 nl
(NTS) (NTS)

3.12.3 Efeito da injecdo intraperitoneal (ip) do antagonista adrenérgico a1 (prazosina)
combinado com injecdes bilaterais de agonista gabaergico GABAA (muscimol) no NTS
sobre a ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M induzida por desidratacédo intracelular (NaCl 2
M, ig)

Neste protocolo avaliamos a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos com canulas

implantadas bilateralmente no NTS que foram submetidos a gavagem (sobrecarga ig de NaCl
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2 M), que promove desidratacéo intracelular, 60 minutos antes dos experimentos. Utilizamos
a prazosina para retirar o efeito pressor do muscimol quando injetado no NTS.

Apdbs 45 min, os animais receberam injecGes intraperitoneais (ip) do antagonista de
receptores adrenérgico a1, prazosina (1 mg/kg de peso corporal) ou salina, apos 15 min todos
0s animais receberam injec@es bilaterais do agonista gabaérgico, muscimol (0,5 nmol/100 nl)
ou salina bilateralmente no NTS e entdo os animais tiveram acesso a agua e NaCl 0,3 M em
tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sodio foi medida a cada 15 minutos
durante 2 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de agua e NaCl os ratos nao
tiveram acesso a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 4 testes com um intervalo de pelo
menos 72 h entre eles. Em cada teste, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinacdes de tratamentos: 1)
gavagem de NaCl 2 M + prazosina ip + muscimol no NTS ou 2) gavagem de NaCl 2 M +
salina ip + muscimol no NTS. No teste seguinte, oS animais receberam as mesmas
combinagbes de tratamentos de maneira contrabalanceada. 3) gavagem de NaCl 2 M +
prazosina ip + salina no NTS ou 4) gavagem de NaCl 2 M + salina ip + salina no NTS e da
mesma forma que o experimento anterior, no teste seguinte, 0s animais receberam as mesmas

combinagdes de tratamentos de maneira contrabalanceada.

Gavagem prazosinaou
NaClam salina (ip)
* * Ingestdo de Agua e NaCl 0,3 M
-60° -1 0 15 30" 45 60 90’ 120’

t

muscimol ou
salina (NTS)
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3.12.4 Efeito de injecBes bilaterais de agonista serotoninérgico 5-HTz2azc (DOI) ou de
antagonista serotoninérgico 5-HT12 (metisergida) no NTS sobre a ingestdo de agua e

NaCl 0,3 M induzida por desidratacédo intracelular (NaCl 2 M, ig)

Neste protocolo avaliamos a ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M em ratos com canulas
implantadas bilateralmente no NTS que foram submetidos a gavagem ou sobrecarga ig de
NaCl 2 M, que promove desidratacdo celular, 60 minutos antes dos experimentos. Apos este
periodo foram realizadas as injecdes bilaterais de DOI (2,5 pg/100 nl) ou salina (veiculo) no
NTS e entdo os animais tiveram acesso a agua e NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml.
Em outro grupo de animais, foram realizadas as injecdes bilaterais de metisergida (2 pg/100
nl) ou propilenoglicol + H20 (2:1, veiculo) no NTS, 45 minutos apds sobrecarga ig e entdo o0s
animais tiveram acesso a dgua e NaCl 0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de
agua e sddio foi medida a cada 15 minutos durante 2 horas. Durante o periodo de medida de

ingestdo de 4gua e NaCl os ratos ndo tiveram acesso a ragao.

Para estes estudos, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de pelo
menos 72 h entre eles. Em cada teste, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinacgdes de tratamentos: 1)
gavagem de NaCl 2 M + DOI ou metisergida no NTS ou 2) gavagem de NaCl 2 M + salina ou
propilenoglicol + H>O (2:1) no NTS. No teste seguinte, 0s animais receberam as mesmas

combinagdes de tratamentos de maneira contrabalanceada.

metisergida ou veiculo,

Gavagem DOI ou salina
* * Ingestido de Agua e NaCl 0,3 M

-60° -15 0 15 30" 45 60" 90’ 120’
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3.12.5 Efeitos da combinacdo de injecBes bilaterais de antagonista serotoninérgico 5-
HT12 (metisergida) + agonista serotoninérgico 5-HT2azc (DOI) no NTS sobre a ingestédo

de agua induzida por desidratacdo intracelular (NaCl 2 M, ig)

Neste protocolo avaliamos a ingestdo de agua em ratos com céanulas implantadas
bilateralmente no NTS que foram submetidos a gavagem (sobrecarga ig de NaCl 2 M), que

promove desidratacdo celular, 60 minutos antes dos experimentos.

Apo0s 45 min, os animais receberam injecOes bilaterais do antagonista serotoninérgico
5-HT12, metisergida (2 pg/100 nl) ou propilenoglicol + H2O no NTS, apds 15 min todos os
animais receberam injecdes bilaterais do agonista serotoninérgico 5-HT2asc, DOI (2,5 png/100
nl) ou salina bilateralmente no NTS e entdo os animais tiveram acesso a dgua em tubos com
divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua foi medida a cada 15 minutos durante 2 horas. Durante
o0 periodo de medida de ingestdo de &gua os ratos ndo tiveram acesso a ragao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 4 testes com um intervalo de pelo
menos 72 h entre eles. Em cada teste, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinacgdes de tratamentos: 1)
gavagem de NaCl 2 M + metisergida no NTS + salina ou 2) gavagem de NaCl 2 M +
propilenoglicol + H>O (2:1) + salina. No teste seguinte, 0s animais receberam as mesmas
combinagbes de tratamentos de maneira contrabalanceada. 3) gavagem de NaCl 2 M +
metisergida + DOI no NTS ou 4) gavagem de NaCl 2 M + propilenoglicol + H20 (2:1) + DOI
no NTS e da mesma forma que o experimento anterior, no teste seguinte, 0s animais

receberam as mesmas combinacdes de tratamentos de maneira contrabalanceada.

metisergida ou

Gavagem veiculo
* * Ingestdode Agua
-60° -15 0 15’ 30" 45 60° 90 120

t

DOl ou
salina
(NTS)
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3.12.6 Efeito de injecOes bilaterais de agonista serotoninérgico 5-HTz2azc (DOI) no NTS
sobre paréametros cardiovasculares apos desidratacdo intracelular (NaCl 2 M, ig)

Neste protocolo foram realizados os registros basais dos parametros cardiovasculares
de animais submetidos a desidratacdo intracelular (NaCl 2 M, ig) e que receberam agonista
serotoninérgico 5-HT2anc (DOI) no NTS. Apds a aclimatacdo do animal foi realizado o
registro basal dos parametros cardiovasculares e teste funcional com injecdes bilaterais de
glutamato (5 nmol/100 nl) no NTS. Ao término deste periodo o registro foi interrompido para
que fosse realizada a gavagem de 2 ml de NaCl 2 M (12%) e imediatamente apds este
procedimento os animais foram novamente conectados ao transdutor de pressao. A PA, PAM
e FC foram monitoradas por mais 45 min, quando foram realizadas as injecdes de salina e
apos 15 min de registro, foram realizadas as injecdes bilaterais do agonista serotoninérgico 5-
HT2a2c DOI (2,5 png/100 nl) no NTS. O registro das alteracfes cardiovasculares induzidas por
gavagem + DOI no NTS foi realizada por 60 min.

Gavagem
~ NaClz2M
Canulagdo
Artéria Femoral ;
; Registro da PAP, PAM e FC
-24h 0 20 65’ 80’ 140’

%
Basal f f *

glutamato salina DOI
(NTS) (NTS) (NTS)

3.12.7 Efeito de injecdes bilaterais de agonista serotoninérgico 5-HT2azc (DOI) ou de
antagonista serotoninérgico 5-HT12 (metisergida) no NTS sobre a ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M induzida por desidratacdo extracelular (furosemida sc + 24 h com dieta

deficiente em sodio)

A ingestdo de NaCl 0,3 M e &gua foi avaliada em ratos com canulas implantadas
bilateralmente no NTS submetidos a desidratagdo extracelular (24 h de deplecdo de sodio
induzida por furosemida 20 mg/kg sc + fubd). Apoés este periodo o fuba foi removido e os

animais receberam injecdes bilaterais de DOI (2,5 pg/100 nl) ou salina no NTS. Em outro
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grupo, 0s animais receberam injecOes bilaterais de metisergida (2 pg/100 nl) ou
propilenoglicol + H20 (2:1) no NTS.

Quinze minutos apo6s as injecdes no NTS, foram oferecidos aos animais dgua e NaCl
0,3 M em tubos com divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de &gua e sodio foi medida a cada 15
minutos durante 2 horas. Durante o periodo de medida de ingestdo de a4gua e NaCl os ratos
ndo tiveram acesso a racao.

Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de pelo
menos 72 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos e cada subgrupo recebeu
um dos seguintes tratamentos: 1) Furosemida + DOI ou metisergida no NTS ou 2)
Furosemida + salina ou propilenoglicol + H>O (2:1) no NTS. A sequéncia dos tratamentos
nos diferentes experimentos foi aleatdria e ao final dos experimentos todos os ratos receberam
todos os tratamentos, ou seja, no teste seguinte, os animais receberam as mesmas

combinagdes de tratamentos de maneira contrabalanceada.

Furosemida sc

20 mg/Kg
‘ Ingestdo de Agua e NaCl 0,3 M
-24h -15 0 15 30" 45 60 90’ 120’

)RS R A

Dieta deficiente em sddio

t

metisergida ou veiculo
DOl ou salina
(NTS)

3.12.8 Efeito de injecdes bilaterais de agonista serotoninérgico 5-HT2azc (DOI) ou de
antagonista serotoninérgico 5-HT12 (metisergida) no NTS sobre a ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M induzida por ANG Il injetada no VL

Neste protocolo avaliamos a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua em ratos com canulas
implantadas bilateralmente no NTS e uma terceira canula no VL onde receberam injecéo de
ANG Il (50 ng/ul).

Os animais receberam inje¢des bilaterais de DOI (2,5 pg/100 nl) ou salina no NTS e
apos 15 min receberam injecdo de ANG Il (50 ng/ul, 1 pl) no VL. Outro grupo de animais
recebeu injecOes bilaterais de propilenoglicol + H.O (2:1) ou metisergida (2 pg/100 nl) no
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NTS e ap6s 15 min recebeu injecdo de ANG Il (50 ng/ul, 1 pl) no VL. Imediatamente apos a
injecdo icv de ANG II, foram oferecidos aos animais 4gua e NaCl 0,3 M em tubos com
divisdo de 0,1 ml. A ingestdo de agua e sdédio foi medida a cada 15 minutos durante 2 horas.
Durante o periodo de medida de ingestdo de agua e NaCl os ratos nao tiveram acesso a racao.
Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de pelo
menos 72 h entre eles. Os animais foram divididos em dois grupos e cada subgrupo recebeu
um dos seguintes tratamentos: 1) ANG Il icv + DOI ou metisergida no NTS ou 2) ANG Il icv
+ salina ou propilenoglicol + H20 (2:1) no NTS. A sequéncia dos tratamentos nos diferentes
experimentos foi aleatoria e ao final dos experimentos todos os ratos receberam todos os

tratamentos.

ANG Il icv
50 ng/pul

‘ Ingestdo de Agua e NaCl 0,3 M
- 15’ 0 15’ 30’ 45’ 60’ 90’ 120’

L

t

DOl ou salina,
metisergida ou veiculo
(NTS)

3.12.9 Efeito de injecdes bilaterais de agonista adrenérgico/imidazolico a2 (moxonidina)

no NTS sobre a ingestdo de dgua induzida por desidratacéo intracelular (NaCl 2 M, ig)

Neste protocolo avaliamos a ingestdo de agua em ratos com canulas implantadas
bilateralmente no NTS que foram submetidos a gavagem ou sobrecarga ig de NaCl 2 M, que
promove desidratacdo celular, 60 minutos antes dos experimentos. Apos este periodo foram
realizadas as injecGes bilaterais de moxonidina (0,5 ou 5 nmol/100 nl) ou propilenoglicol +
H20 (2:1, veiculo) no NTS e entdo os animais tiveram acesso a &gua em tubos com diviséo de
0,1 ml. A ingestdo de agua foi medida a cada 15 minutos durante 2 horas. Durante o periodo

de medida de ingestdo de &gua e os ratos ndo tiveram acesso a racao.
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Para este estudo, os animais foram submetidos a 2 testes com um intervalo de pelo
menos 72 h entre eles. Em cada teste, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais, e cada subgrupo recebeu uma das seguintes combinacdes de tratamentos: 1)
gavagem de NaCl 2 M + moxonidina no NTS ou 2) gavagem de NaCl 2 M + propilenoglicol
+ H>O (2:1) no NTS. No teste seguinte, 0s animais receberam as mesmas combinacdes de

tratamentos de maneira contrabalanceada.

Gavagem
NaCl2 M

* Ingestdo de Agua

-60° -15 0 15 30" 45 60’ 90° 120’

t

moxonidina ou
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(NTS)
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Histoldgica

A figura 4 (A) é uma fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de um rato
representativo dos grupos testados, mostrando os sitios de inje¢des bilaterais no NTS (setas).
A é&rea postrema (AP) e o canal central (CC) foram usados como referéncia anatbmica. A
maioria das injecfes foram localizadas principalmente nas porgdes intermediaria e caudal
(comissural) do NTS. (B) Fotomicrografia de um corte transversal do encefalo, mostrando o

sitio de injecdo no ventriculo lateral (L), conforme indicacdo da seta.
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Figura 4: (A) Fotomicrografia de um corte transversal do bulbo de um rato representativo do
grupo, mostrando os sitios de injecOes bilaterais no nucleo do trato solitario (NTS, setas). A
area postrema (AP) e o canal central (CC) foram usados como referéncia anatdmica. A
maioria das injecdes foram localizadas principalmente nas porc¢Ges intermediaria e caudal
(comissural) do NTS. (B) Fotomicrografia de um corte transversal do encéfalo, de outro rato
representativo do grupo, mostrando o sitio de injecdo no ventriculo lateral (VL, seta).

Comissura anterior (CA).
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4.2 Efeito de injecBes bilaterais de agonista gabaérgico GABAa (muscimol) no NTS
sobre a ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M induzida por desidratacdo intracelular (NaCl 2
M, ig)

Injecdes bilaterais de agonista de receptores gabaérgicos GABAA, muscimol na dose
0,25 nmol/100 nl, no NTS reduziram a ingestdo de 4gua induzida por desidratagdo intracelular
(3,6 £1,6 vs. salina: 8,9 + 1,6 ml/2 h, figura 5) [F(1,6) = 6,4; p<0,05].

Da mesma forma, as injecdes bilaterais de agonista de receptores gabaérgicos GABAA
(muscimol, 0,5 nmol/100 nl) no NTS reduziram a ingestdo de dgua induzida por desidratacéo
intracelular (2,6 £ 0,8, vs. salina: 9,1 £ 1,5 ml/2 h, figura 6 A) [F(1,7) = 8,1; p<0,05]. Porém,
a ingestdo de sodio hipertdnico nao foi alterada pelo tratamento de muscimol (0,5 nmol/100
nl) no NTS (1,5 £ 0,9, vs. salina: 1,4 £ 0,5 ml/2 h, figura 6 B) [F(1,7) =0,1; p>0,05].

A especificidade do NTS como local de acdo do agonista gabaérgico foi confirmada
pelos resultados obtidos em ratos que receberam injecGes de muscimol (0,5 nmol/100 nl) ou
salina (veiculo) fora do NTS. Injecdes bilaterais de muscimol fora do NTS ndo produziram

alteracdes na ingestdo de agua induzida por desidratacédo intracelular (tabela 1).
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Figura 5: Ingestdo cumulativa de &gua induzida por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (2
ml) em ratos que receberam injecdo bilateral de muscimol (0,25 nmol/100 nl) ou salina no
NTS. Os resultados sdo apresentados como média + EPM, n, nimero de animais, * diferente
de salina, p <0,05.
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Figura 6: Ingestdo cumulativa de agua (A) e de NaCl 0,3 M (B) induzida por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M (2 ml) em ratos que receberam injecdo bilateral de muscimol (0,5
nmol/100 nl) ou salina no NTS. Os resultados sdo apresentados como média + EPM, n,

numero de animais. * diferente de salina, p <0,05.
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Tabela 1. Ingestdo cumulativa de agua induzida por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M em
ratos que receberam injecdes bilaterais de muscimol (0,5 nmol/100 nl) ou salina em areas
adjacentes (fora) do NTS, como area postrema, nucleo gracillis, etc.

Tratamento
Tempo
15min 30min  45min  60min 90 min 120 min
Ingestdo de agua (ml)
salina 42+12 66+13 71+15 83+18 83+18 83+1,8
muscimol 43+11 54+15 64+15 69+15 69+15 71+15

Valores expressos como média + E.P.M. Numero de ratos = 11
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4.3 Efeito de injecOes bilaterais de agonista gabaérgico GABAAa (muscimol) no NTS

sobre parametros cardiovasculares de ratos normovolémicos.

Injecdes bilaterais de agonista de receptores gabaérgicos GABAa (muscimol 0,25 e
0,5 nmol/100 nl) no NTS produziram respostas pressoras (36,0 £ 6,8 e 52,1 = 7,0,
respectivamente, vs. salina: 1,4 + 2,4 mmHg, figura 7 A) [F(2,14) = 20,6; p<0,05], no entanto,
essas injecOes ndo foram capazes de produzir alteragdes da FC (36,7 = 14,9 e 41,6 = 20,8,
respectivamente, vs. salina: - 4,2 + 9,9 bpm figura 7 B) [F(2,14) = 2,8; p<0,05] em ratos
normovolémicos e normohidratados. As analises foram realizadas utilizando-se o pico das

respostas pressoras.
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Figura 7: Variacdo de pressdo arterial média (A PAM, mmHg, painel A) e frequéncia
cardiaca (A FC, bpm, painel B) em ratos normovolémicos que receberam injecOes bilaterais
de muscimol (0,25 e 0,5 nmol/100 nl) ou salina no NTS. Resultados séo apresentados como

média + EPM, n, nimero de animais. * diferente de salina, p <0,05.
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4.4 Efeito da injecdo intraperitoneal (ip) do antagonista adrenérgico a1 (prazosina)
combinado com inje¢des bilaterais de agonista gabaérgico GABAa (muscimol) no NTS
sobre a ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M induzida por desidratacdo intracelular (NaCl 2
M, ig)

InjecOes bilaterais de agonista de receptores gabaérgicos GABAA (0,5 nmol/100 nl) no
NTS reduziu a ingestdo de agua induzida por desidratacdo intracelular nos primeiros 30
minutos (0,8 £ 0,8, vs. salina ip + salina NTS: 4,9 £ 0,9 ml/30 min, figura 8 A) [F(3,18) = 4,0;
p<0,05], mas ndo foi capaz de promover qualquer alteracdo na ingestdo de sédio (0,1 £ 0,0,
vs. salina ip + salina NTS: 0,0 £ 0,0 ml/30 min, figura 8 B) [F(3,18) = 1,2; p>0,05]. O
tratamento com injecdo ip do antagonista adrenérgico ai, prazosina (1 mg/kg de peso
corporal), ndo foi capaz de bloquear os efeitos inibitdrios das injecbes bilaterais do muscimol
no NTS, promovendo reducdo na ingestdo de agua nos primeiros 45 minutos (0,5 + 0,5 ml/45
min, figura 8 A) e também sem qualquer alteracdo na ingestdo de sddio (0,1 = 0,0 m1/45 min,
figura 8 B). Da mesma forma, a administracdo de prazosina ip seguido de injecOes bilaterais
de salina no NTS também reduziu a ingestdo de agua induzida por desidratacéo intracelular
nos primeiros 30 minutos (0,9 £ 0,6, vs. salina ip + salina NTS: 4,9 £ 0,9 ml/30 min, figura 8
A), mas ndo foi capaz de promover qualquer alteracdo na ingestdo de sédio (0,0 + 0,0, vs.
salina ip + salina NTS: 0,0 £ 0,0 ml/30 min, figura 8 B).
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Figura 8: Ingestdo cumulativa de adgua (A) e de NaCl 0,3 M (B) induzida por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M (2 ml) em ratos que receberam injecdes bilaterais de muscimol (0,5
nmol/100 nl) ou salina no NTS combinado com prazosina (1 mg/kg de peso corporal) ou
salina ip. Os resultados sdo apresentados como meédia + EPM, n, nimero de animais, *

diferente de salina ip + salina NTS, p <0,05.
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4.5 Efeito de injecdes bilaterais de agonista serotoninérgico 5-HT2azc (DOI) ou de
antagonista serotoninérgico 5-HT12 (metisergida) no NTS na ingestdo de agua e NaCl

0,3 M induzida por desidratacéo intracelular (NaCl 2 M, ig)

Injeces bilaterais de agonista de receptores serotoninérgicos 5-HT2anc (DOI, 2,5
Kg/100 nl) no NTS reduziram a ingestdo de &gua induzida por desidratacdo intracelular (6,4 +
1,5, vs. salina: 9,1 £ 1,2 ml/2 h, figura 9 A) [F(1,18) = 4,56; p<0,05]. Porém, a ingestdo de
sodio hipertdnico ndo foi alterada pelo tratamento de DOI no NTS (0,3 £ 0,1, vs. salina: 0,9 +
0,3 ml/2 h, figura 9 B) [F(1,18) = 2,98; p>0,05].

InjecOes bilaterais de antagonista de receptores serotoninérgicos 5-HT12 (metisergida,
2,0 ug/100 nl) no NTS néo alteraram a ingestdo de dgua induzida por desidratacdo intracelular
(9,6 £ 1,3, vs. salina: 9,0 + 1,3 ml/2 h, figura 10 A) [F(1,12) = 0,00; p>0,05]. Além disso,
injecOes bilaterais de metisergida no NTS também ndo alteraram a ingestdo de sodio
hipertonico (0,9 £ 0,5, vs. salina: 0,3 + 0,2 ml/2 h, figura 10 B) [F(1,12) = 0,59; p>0,05].
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Figura 9: Ingestdo cumulativa de agua (A) e de NaCl 0,3 M (B) induzida por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M (2 ml) em ratos que receberam injecdo bilateral de DOI (2,5 pug/100
nl) ou salina no NTS. Os resultados sdo apresentados como média £ EPM, n, numero de

animais. * diferente de salina, p <0,05.
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Figura 10: Ingestdo cumulativa de agua (A) e de NaCl 0,3 M (B) induzida por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M (2 ml) em ratos que receberam injecdo bilateral de metisergida (2,0
Kg/100 nl) ou salina no NTS. Os resultados sdo apresentados como média + EPM, n, nimero

de animais.
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4.6 Efeitos da combinacgdo de injecGes bilaterais de antagonista serotoninérgico 5-HT12
(metisergida) + agonista serotoninérgico 5-HT2arc (DOI) serotoninérgico no NTS sobre

a ingestdo de agua e induzida por desidratacao intracelular (NaCl 2 M, ig)

InjecGes bilaterais de agonista de receptores serotoninérgicos 5-HTaanc (DOI,
2,519/100 nl) no NTS reduziram a ingestdo de &gua induzida por desidratacdo intracelular
(1,7 £ 0,8, vs. veiculo + salina: 7,3 £1,8 ml/2 h, figura 11) [F(3,21) = 16,2; p<0,05]. O pré-
tratamento com injecdes bilaterais de antagonista de receptores serotoninérgicos 5-HTi
(metisergida, 2,0 ug/100 nl) no NTS bloqueou o efeito de DOI na ingestdo de agua induzida
por desidratagéo intracelular (5,9 + 1,3 ml/2 h, figura 11) [F(3,21) = 16,2; p<0,05], enquanto a
metisergida sozinha, ndo alterou a ingestdo de 4gua induzida por desidratacdo intracelular (4,5
+ 1,1 ml/2 h, figura 11) [F(3,21) = 16,2; p<0,05].

A especificidade do NTS como local de acdo do agonista serotoninérgico foi
confirmada pelos resultados obtidos em ratos que receberam injegdes de DOI (2,5ug/100 nl)
ou salina (veiculo) fora do NTS. InjecGes bilaterais de DOI fora do NTS ndo produziram

alteracdes na ingestdo de agua induzida por desidratacdo intracelular (tabela 2).
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Figura 11: Ingestdo cumulativa de agua (A) e de NaCl 0,3 M (B) induzida por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M (2 ml) em ratos que receberam injecdo bilateral de metisergida (2,0
pg/100 nl) + DOI (2,5 pg/100 nl) ou veiculo no NTS. Os resultados sdo apresentados como
média £ EPM, n, nimero de animais. * diferente de veiculo + salina, p <0,05. # diferente de

metisergida + DOI, p< 0,05.
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Tabela 2. Ingestdo cumulativa de agua induzida por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M em
ratos que receberam injecgdes bilaterais de DOI (2,5 pg/100 nl) ou salina em &reas adjacentes

(fora) do NTS, como area postrema, nucleo gracillis, etc.

Tratamento Tempo
15min - 30min 45min 60 min 90 min 120 min
Ingestdo de agua (ml)

salina 66+02 6,7+0,1 68+0,1 68+0,1 68+0,1 7,2+0,3
DOl 41+26 58+17 62+16 62+16 83+22 83+272

Valores expressos como média + E.P.M. Numero de ratos = 3
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4.7 Efeito de injecOes bilaterais de agonista serotoninérgico 5-HT2anc (DOI) no NTS

sobre parametros cardiovasculares apos desidratagdo intracelular (NaCl 2 M, ig)

A desidratacdo intracelular (induzida por sobrecarga ig de NaCl 2 M) promoveu
aumento da pressao arterial média (PAM, 128 + 3,9, vs. basal antes da gavagem: 114 + 3,2
mmHg, tabela 3) [t(14) = 2,7; p <0,05] sem qualquer altera¢do na frequéncia cardiaca (FC,
349 * 15,3, vs. basal antes da gavagem: 339 £ 10,1 bpm, tabela 3) [t(14) = 0,6; p = 0,585].

Porém, injecGes bilaterais de agonista serotoninérgico 5-HT2azc (DO, 2,5ug/100 nl)
no NTS nédo produziram alteracfes na PAM (142 + 5,4, vs. salina: 130 £ 7,5 mmHg, figura 12
A) [t(10) = 1,2; p = 0,241] e nem na FC (338 £ 12,7, vs. salina: 318 + 21,1 bpm figura 12 B)
[t(10) = 0,9; p = 0,409] em ratos com desidratacao intracelular.



Tabela 3. Pardmetros cardiovasculares de ratos antes e apos receberem sobrecarga
intragéstrica de NaCl 2 M (desidratacéo intracelular).

Tratamento PAM (mmHg) FC (bpm)
Basal 114+ 3 339+£10
NaCl 2 M 128 + 4* 349+ 15

Valores expressos como média + E.P.M. Numero de ratos = 08.
*diferente de basal

64
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Figura 12: Pressdo arterial média (PAM, mmHg, painel A) e frequéncia cardiaca (FC, bpm,
painel B) em ratos com desidratacdo intracelular que receberam injecdes bilaterais de DOI
(2,5 png/100 nl) ou salina no NTS. Resultados expressos como média £ EPM, n, nimero de

animais.
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4.8 Efeito de injecdes bilaterais de agonista serotoninérgico 5-HT2azc (DOI) ou de
antagonista serotoninérgico 5-HT12 (metisergida) no NTS sobre a ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M induzida por desidratacdo extracelular (furosemida sc + 24 h com dieta

deficiente em sodio)

InjecBes bilaterais de agonista de receptores serotoninérgicos 5-HTzanc (DOI, 2,5
pg/100 nl) no NTS néo alteraram a ingestdo de NaCl 0,3 M (9,6 £ 2,6, vs. salina: 13,8 + 2,8
ml, figura 13 A) [F(1,8) = 1,20; p<0,05] e a ingestdo de agua (3,9 + 1,9, vs. salina: 1,8 £ 0,6
ml, figura 13 B) [F(1,8) = 0,29; p<0,05] induzida por desidratacao extracelular (deplecao de
sodio induzida por furosemida sc + 24 h com dieta deficiente em sddio, fubd).

InjecOes bilaterais de antagonista de receptores serotoninérgicos 5-HT12 (metisergida,
2,0 ng/100 nl) no NTS também ndo alteraram a ingestdo de NaCl 0,3 M (13,8 = 3,5, vs.
salina: 13,8 £ 3,7 ml, figura 14 A) [F(1,7) = 0,00; p>0,05] e a ingestdo de agua (4,4 + 1,5, vs.
salina: 3,3 £ 1,6 ml, figura 14 B) [F(1,7) = 0,44; p>0,05] induzida por desidratacdo
extracelular (deplecdo de sodio induzida por furosemida sc + 24 h com dieta deficiente em

sodio, fuba).
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Figura 13: Ingestdo cumulativa de 4gua (A) e de NaCl 0,3 M (B) induzida por deplecédo de
sodio (furosemida + 24 h com dieta deficiente em sodio) em ratos que receberam injecéo
bilateral de DOI (2,5 ug/100 nl) ou salina no NTS. Os resultados sdo apresentados como

média + EPM, n, nimero de animais.
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Figura 14: Ingestdo cumulativa de 4gua (A) e de NaCl 0,3 M (B) induzida por deplecédo de
sodio (furosemida + 24 h com dieta deficiente em s6dio) em ratos que receberam injecao
bilateral de metisergida (2,0 ug/100 nl) ou veiculo no NTS. Os resultados sdo apresentados

como média = EPM, n, nUmero de animais.
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4.9 Efeito de injecdes bilaterais de agonista serotoninérgico 5-HT2azc (DOI) ou de
antagonista serotoninérgico 5-HT12 (metisergida) no NTS sobre a ingestdo de agua e
NaCl 0,3 M induzida por ANG Il injetada no VL

InjecGes bilaterais de agonista de receptores serotoninérgicos 5-HTaanc (DOI,
2,519/100 nl) no NTS reduziram a ingestdo de agua induzida por ANG Il injetada no VL (9,9
+ 1,1, vs. salina: 14,5 £ 1,3 ml/15 min, figura 15) [F(1,10) = 0,77; p<0,05].

Injecdes bilaterais de antagonista de receptores serotoninérgicos 5-HT1, (metisergida,
2,01g/100 nl) no NTS néo alteraram a ingestao de agua (14,0 + 3,1, vs. salina: 14,3 £ 2,4 ml,
figura 16 A) [F(1,6) = 0,01; p<0,05] e a ingestédo de NaCl 0,3 M (3,8 + 1,6, vs. salina: 5,6 +
2,3 ml, figura 16 B) [F(1,6) = 0,23; p<0,05] induzida por ANG Il injetada no VL.
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Figura 15: Ingestdo cumulativa de agua induzida por injecdo icv de ANG Il em ratos que
receberam injecdo bilateral de DOI (2,5 pg/100 nl) ou salina no NTS. Os resultados séo
apresentados como média £ EPM, n, nimero de animais. * diferente de ANG Il icv + salina
NTS, p <0,05.
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Figura 16: Ingestdo cumulativa de dgua (A) e de NaCl 0,3 M (B) induzida por injecao icv de
ANG Il em ratos que receberam injecdo bilateral de metisergida (2,0 pug/100 nl) ou veiculo no

NTS. Os resultados séo apresentados como média £ EPM, n, nimero de animais.
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4.10 Efeito de injecGes bilaterais de agonista adrenérgico e2/imidazélico (moxonidina) no
NTS sobre a ingestao de agua induzida por desidratacéo intracelular (NaCl 2 M, ig)

Injecdes bilaterais de agonista de receptores adrenérgicos o (moxonidina, 0,5 e 5,0
nmol/100 nl) no NTS néo alteraram a ingestdo de adgua induzida por desidratacao intracelular
(10,7 £ 1,8, vs. veiculo: 10,9 £ 2,6 ml/2 h, figura 17 A) [F(1,3) = 0,03; p>0,05] e (6,0 + 1,3,
vs. veiculo: 7,7 £ 1,3 ml/2 h, figura 17 B) [F(1,5) = 0,08; p>0,05] respectivamente.
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Figura 17: Ingestdo cumulativa de dgua induzida por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (2
ml) em ratos que receberam injecédo bilateral de moxonidina (0,5 nmol/100 nl, painel A ou 5
nmol/100 nl, painel B) ou veiculo no NTS. Os resultados sdo apresentados como média +

EPM, n, nimero de animais.
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5 Discussao

5.1 Receptores gabaérgicos GABAa do NTS

Os resultados mostraram que injecdes bilaterais do agonista de receptores gabaérgicos
GABAA, muscimol (0,25 e 0,5 nmol/100 nl) no NTS reduziram a ingestdo de agua induzida
por sobrecarga intragéstrica de NaCl 2 M (desidratacéo intracelular). No entanto, ndo houve
qualquer alteracdo na ingestdo de sddio ap0s injecdes deste agonista (0,5 nmol/100 nl) no
NTS, sugerindo que os receptores gabaérgicos do subtipo A do NTS ativam o mecanismo
inibitdrio principalmente para a ingestdo de 4gua e ndo de sédio.

Estudo recente de Blanch e colaboradores (2013) mostraram que a leséo eletrolitica
do NTS comissural promoveu aumento da ingestdo de &gua induzida por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M (desidratacdo intracelular) e este efeito, segundo os autores, €
atribuido a retirada do mecanismo inibitorio para ingestdo de agua presente no NTS. Em
adicdo, estudo de Freiria-Oliveira e colaboradores (2015), mostraram que a lesdo quimica e
seletiva dos neurdnios adrenérgicos do NTS comissural (utilizando saporina conjugada
dopamina-beta-hidroxilase) também aumenta a ingestdo de &gua induzida por sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M, sugerindo que sdo 0s neurdnios adrenérgicos do NTS comissural
que ativam o0 mecanismo inibitério para regular a ingestdo de &gua durante a
hiperosmolaridade, evitando a hipervolemia e a expansdo de volume durante essa situacao.
Por outro lado, nossos resultados mostraram que o blogueio farmacoldgico deste nicleo
através de injecdes bilaterais de agonista gabaérgico (muscimol) promoveu uma reducdo da
ingestdo de agua induzida pelo mesmo tratamento, mostrando resultados opostos. Esta
diferenca entre os resultados pode ser atribuida a diferentes subregides do NTS estudadas nos
trabalhos. Os trabalhos de Blanch e colaboradores (2013) e Freiria-Oliveira e colaboradores
(2015), realizaram lesdes restritas ao subnucleo comissural do NTS, ja nossas injecdes foram
localizadas principalmente nas por¢des intermediaria e comissural (caudal) do NTS.
Importante observar que utilizamos um volume de 100 nl injetado bilateralmente no NTS e
esse volume promove um espalhamento de aproximadamente 1,0 mm o que atinge quase toda
a extensdo do NTS intermediario e comissural.

Vale destacar, que injecOes bilaterais de muscimol fora do NTS ndo produziram
alteracdes na ingestdo de agua induzida por desidratacdo intracelular, sugerindo que o efeito
do muscimol sobre a ingestdo de dgua € especifico e dependente do NTS.



75

Nossos resultados também mostraram que injecBes bilaterais de muscimol no NTS
ndo promoveram alteracfes na ingestdo de sddio hiperténico (NaCl 0,3 M) induzida por
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (desidratacdo intracelular). Em condi¢fes normais, a
ingestdo de sodio hipertdnico é evitada durante hiperosmolaridade (STRICKER e
VERBALLIS, 1996) e nesse protocolo experimental com a sobrecarga ig de NaCl 2 M ocorre
um aumento de 4% da concentragdo plasmatica de sodio e da osmolaridade e reducdo da
atividade da renina plasmatica (PEREIRA et al., 2002). Por outro lado, estudo de Kimura e
colaboradores (2008), mostrou que injecdes bilaterais de muscimol no NPBL promoveu um
grande aumento da ingestdo de sodio hipertdnico e &gua induzida por sobrecarga intragastrica
de NaCl 2 M, mostrando que a ingestdo de NaCl hipertbnico ocorreu apesar da
hiperosmolaridade, hipernatremia, reducdo da atividade de renina plasmatica e da
normovolemia presentes nos ratos que recebem a sobrecarga ig de NaCl 2 M (KIMURA et al.,
2008). Estes resultados sugerem que os niveis de renina e a osmolaridade plasmatica ndo
afetam a ingestdo de sodio ap6s o bloqueio do mecanismo inibitério do NPBL. Porém, nossos
resultados mostraram que a inibicdo do NTS com muscimol, diferente do NPBL, ndo altera a
ingestdo de sodio hipertdnico em animais submetidos a desidratacdo intracelular. Estudos de
Callera e colaboradores (2005b) também mostraram que injecdes bilaterais de muscimol no
NPBL promove uma indugdo da ingestio de NaCl 0,3 M em ratos saciados e
normovolémicos, e o prévio tratamento com bicuculina (antagonista de receptores GABAA)
reverteu esse efeito. No entanto, ndo sabemos qual seria o efeito sobre a ingestdo de NaCl
hipertdnico e agua apos injecBes bilaterais de muscimol no NTS de animais saciados e
normovolémicos.

Nossos resultados e Callera e colaboradores (2000) também mostraram que injecdes
bilaterais de muscimol no NTS promoveram aumento da PAM em ratos saciados e
normovolémicos e esse efeito pressor poderia estar levando a reducdo da ingestdo de agua
induzida por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M. Desta forma, utilizamos a prazosina
(antagonista de receptores adrenérgicos a1) em uma dose capaz de bloquear o efeito pressor
do muscimol. Nossos resultados mostraram que a prazosina injetado intraperitonealmente ndo
foi capaz de retirar o efeito inibitério sobre a ingestdo de agua induzida por sobrecarga ig de
NaCl 2 M quando o muscimol foi injetado no NTS, mostrando que este efeito do muscimol
ndo é dependente do efeito pressor. Além disso, Gasparini e colaboradores (2013) mostrou
que a injecdo ip de prazosina reduz a pressdo arterial de animais normotensos e
normovolémicos o que poderia reduzir a inibicdo da ingestdo de &gua promovida pela

atividade dos receptores cardiovasculares, reduzindo a atividade dos barorreceptores e
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possivelmente dos receptores de volume, o que poderia facilitar a ingestdo de &gua. No
entanto nossos resultados mostram que a ingestdo de agua permanece baixa nos grupos

prazosina ip + muscimol NTS e prazosina ip + salina NTS (figura 6).

5.2 Receptores serotoninérgicos 5-HT12 e 5-HT2a2c do NTS

Nossos resultados também mostraram que inje¢des bilaterais do agonista de receptores
serotoninérgicos 5-HT2ac, DOI, no NTS reduz a ingestdo de agua induzida por sobrecarga ig
de NaCl 2 M. Este efeito foi bloqueado pelo pré-tratamento com o antagonista de receptores
serotoninérgicos 5-HT12, metisergida no NTS, sugerindo que este efeito do agonista DOI, na
ingestdo de agua induzida por este protocolo ocorre através da ativacdo de receptores 5-HTa.
Por outro lado, injecGes bilaterais do antagonista, metisergida, sozinho no NTS, ndo produziu
qualquer alteracdo na ingestdo de agua induzida por sobrecarga ig de NaCl 2 M. Estes
resultados sugerem que os receptores serotoninérgicos 5-HT12, ndo possuem um efeito ténico
no controle da ingestdo de agua induzida por desidratacdo intracelular e que a ativacdo dos
receptores 5-HT2a2c no NTS ativa 0 mecanismo inibitorio para ingestdo de agua nesta area.

Além disso, quando as injecGes de DOI foram realizadas fora do NTS, a ingestdo de
agua induzida por sobrecarga ig de NaCl 2 M, ndo foi alterada, sugerindo que o mecanismo
serotoninérgico envolvido neste controle da ingestdo de &gua estéa localizado especificamente
no NTS.

Estes resultados estdo de acordo com outros estudos do nosso laboratério (BLANCH
et al., 2007, BLANCH et al., 2013, FREIRIA-OLIVEIRA et al., 2015) em que lesées do NTS
comissural aumentam a ingestdo de agua induzida por isoproterenol (BLANCH et al., 2007) e
a ingestdo de agua induzida por sobrecarga ig de NaCl 2 M (BLANCH et al., 2013). Além
disso, lesdes mais especificas do NTS comissural, como as lesbes do grupamento de
neurdnios noradrenérgicos (A2), também aumentam a ingestdo de agua induzida por
desidratacédo intracelular (FREIRIA-OLIVEIRA et al., 2015). Estes estudos sugerem que 0
NTS comissural é parte de um circuito inibitério do controle da ingestdo de agua apds
estimulacdo hipertonica (BLANCH et al., 2013; FREIRIA-OLIVEIRA et al., 2015). Porém,
ainda ndo se sabia quais séo os neurotransmissores ou neuromoduladores do NTS envolvidos
neste mecanismo de desidratacdo intracelular e nosso trabalho sugere que a serotonina, ou
mais especificamente os receptores serotoninérgicos 5-HT2a2c do NTS estdo envolvidos, uma
vez que a injecdo do agonista destes receptores serotoninérgicos, DOI, reduziu a ingestdo de
agua induzida por estimulo hiperténico e esta redugdo foi bloqueada pelo antagonista dos

receptores serotoninérgicos 5-HTy/2, metisergida.
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Nossos resultados também mostraram que injecOes bilaterais de DOI ou metisergida
no NTS ndo alteraram a ingestdo de sodio induzida por sobrecarga ig de NaCl 2 M. Como ja
descrito anteriormente, durante a desidratacdo intracelular, animais normalmente evitam a
ingestdo de solucBes hipertonicas de NaCl e mecanismos inibitdrios devem estar presentes
prevenindo o consumo excessivo de NaCl hipertonico (STRICKER e VERBALIS, 1996),
porém, De Luca e colaboradores (2003) e David e colaboradores (2015) mostraram que
injecOes bilaterais de metisergida no NPBL promoveram um grande aumento da ingestdo de
sodio hipertonico induzida por sobrecarga ig de NaCl 2 M, sugerindo que a serotonina ou
mais especificamente os receptores serotoninérgicos 5-HT1»> do NPBL participam da inibi¢do
da ingestdo de sddio durante a desidratacdo intracelular, evitando assim um maior aumento da
osmolaridade. David e colaboradores (2015) mostraram também, através de estudo de
imunohistoquimica, que os neurdnios do NTS sdo fortemente ativados apés a injecdo bilateral
de metisergida no NPBL em animais com sobrecarga ig de NaCl 2 M, porém esse tratamento
ndo promoveu alteracdes na concentracdo plasmatica de ocitocina, vasopressina, na PAM e
FC.

Sabemos que os osmorreceptores periféricos enviam sinais ao SNC através do ramo
hepatico do nervo vago (KRALY et al., 1995, STRICKER et al., 2002) e realizam sua
primeira sinapse no NTS (HABERICH, 1968; ADACHI, 1984; HOSOMI e MORITA, 1996).
Além disso, existe uma via serotoninérgica conectando a AP e NTS com o NPBL (LANCA e
VAN DER KOOQY, 1985), podendo liberar serotonina neste importante ndcleo da ponte, que
estd envolvido com o controle do apetite ao sodio, durante a desidratacdo intracelular. A
presenca de serotonina no NPBL promoveria a inibicdo da ingestdo de sodio hipertdnico,
evitando uma maior desidratacdo das células, uma vez que as injecBes de antagonista
serotoninérgico, metisergida no NPBL produziram ingestdo de sodio hipertébnico durante a
hiperosmolaridade (DE LUCA et al., 2003, DAVID et al., 2015). Assim, poderiamos esperar
que a lesdo eletrolitica ou o bloqueio farmacoldgico do NTS com muscimol, fossem capazes
de aumentar a ingestdo de sédio em animais que apresentam hiperosmolaridade. No entando,
nossos resultados mostraram que a ingestdo de sodio hipertdnico ndo foi alterada apos
injecOes bilaterais de muscimol ou metisergida no NTS de ratos que receberam sobrecarga ig
de NaCl 2 M. Da mesma forma, as lesGes eletroliticas (BLANCH et al., 2013) ou mesmo a
lesdo quimica seletiva de neurdnios adrenergicos (FREIRIA-OLIVEIRA et al., 2015) do NTS
comissural, ndo foram capazes de alterar a ingestdo de sddio induzida por desidratacéo

intracelular. Estes dados sugerem que o receptores serotoninérgicos 5-HT12 do NTS nédo
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participam diretamente do mecanismo inibitério para ingestdo de sodio induzida por
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M.

Nossos resultados mostraram que ndo houve alteracbes dos parametros
cardiovasculares, PAM e FC, em animais que receberam injecdes bilaterais do agonista de
receptores serotoninérgicos 5-HT2ac, DOI, no NTS apds tratamento com sobrecarga ig de
NaCl 2 M, indicando, que a inibi¢do da ingestdo de &gua promovida pelo DOI nao foi devido
a alteracbes hemodindmicas da PAM e FC. Estudos da literatura mostraram que injecoes
bilaterais de baixas doses (pmol) de 5-HT e de DOI no NTS produziram hipotensdo e
bradicardia, porém a injecdo de doses mais altas (nmol) produziram hipertensdo e bradicardia
(WOLF et al., 1981, MERAHI et al., 1992, SEVOZ et al., 1996). Em nosso trabalho
utilizamos uma dose 100 vezes maior (2,5 pg/100 nl) que as doses em nmol e assim
esperariamos um aumento da PAM, porém, ndo verificamos hipertensdo quando comparamos
com a injecdo de salina (142 = 5,4, vs. salina: 130 £ 7,5 mmHg, figura 10 A). No entanto, a
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M promoveu um aumento da PAM (128 + 3,9, vs. basal
antes da gavagem: 114 + 3,2 mmHg, tabela 3) e esse aumento poderia estar mascarando o
aumento de PAM promovido pelo DOI injetado no NTS. Desta forma, mais animais deverao
ser incluidos no grupo de registro dos parametros cardiovasculares com injecdo de DOI ou
salina no NTS associados a desidratacdo intracelular para esclarecer se realmente as injecoess
bilaterais de DOl no NTS ndo promovem aumento da PAM em animais que receberam
sobrecarga ig de NaCl 2 M, e assim confirmar que a inibi¢do na ingestdo de agua induzida
pela desidratacdo intracelular promovida pelas injecdes bilaterais de DOI no NTS nédo é
devido a alteragdes hemodinamicas.

Nossos resultados também mostraram que injecGes bilaterais de DOI ou metisergida
no NTS ndo alteraram a ingestdo de sodio hiperténico e dgua induzida por deplecdo de sodio
(furosemida sc + 24 h com dieta deficiente em sddio, modelo de desidratacdo extracelular).
Estudo de Ogihara e colaboradores (2009) mostraram que a lesdo eletrolitica no NTS
comissural potenciou a ingestdo de sodio induzida por deplecdo de sodio, sugerindo que o
NTS comissural € uma regido inibitoria também para ingestdo de sddio. No entanto, em
nossos experimentos DOI e metisergida foram injetados tanto no NTS intermediario como
comissural (devido ao espalhamento do farmaco injetado) e assim ndo verificamos alteracdes
na ingestdo de sodio hipertonico induzida por deplecéo de sddio, sugerindo que os receptores
5-HT1e 5-HT2a2c do NTS néo estdo envolvidos na modulagdo da ingestéo de sodio induzida
por deplecdo de sddio produzida pela furosemida. Estudos de Menani e colaboradores (1998)

tambeém mostraram que a injecéo bilateral de metisergida no NPBL aumentou a ingestéo de
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sodio hiperténico induzida por deplecdo de sodio e também aumentou a ingestdo de agua
induzida por 24 h de privacdo hidrica, sugerindo que 0s mecanismos serotoninérgicos do
NPBL modulam a ingestdo de agua e sdédio induzida por deplecdo de volume e perda de
sodio.

Varios outros estudos da literatura (MENANI e JOHNSON, 1995, MENANI et al.,
1996, MENANI et al., 1998b, DE GOBBI et al., 2000) mostraram que inje¢0es do antagonista
serotoninérgico 5-HT12, metisergida, no NPBL, potencializam a ingestdo de &gua e sodio
hipertdnicos em diferentes protocolos, como o tratamento FURO/CAP, privacdo hidrica,
injecBes icv de ANG Il e o tratamento com DOCA, enquanto o agonista serotoninérgico 5-
HT2a2c, DOI, ou da prépria serotonina no NPBL, apresentaram efeitos opostos na maioria
dos tratamentos. Nossos resultados mostraram que injecGes bilaterais de DOI, no NTS,
reduziram a ingestdo de agua induzida por injecdes icv de ANG I, mas injecdes bilaterais do
antagonista, metisergida, no NTS ndo produziu qualquer efeito na ingestdo de agua e sédio
induzida por injegdes icv de ANG II. Esses resultados novamente sugerem que a serotonina
ndo possui um efeito tdnico no controle da ingestdo de agua induzida por injecéo icv de ANG
Il e que a ativagdo dos receptores 5-HT2azc N0 NTS ativa 0 mecanismo inibitorio para
ingestdo de &gua induzida por injecdo icv de ANG Il no NTS.

Estudos de Ohman e Johnson (1989) mostraram um aumento da ingestdo de &gua
induzida por injecbes icv de ANG Il apds lesGes eletroliticas da AP/NTS e do NPBL,
sugerindo que a AP/NTS e NPBL estdo envolvidos na inibicdo da ingestdo de agua induzida
por ANG Il, porém, ndo se sabia qual o neurotransmissor envolvido nesta via. N0ssos
resultados sugerem que a serotonina pode ser um possivel neurotransmissor envolvido nesta
via NTS-NPBL.

5.3 Receptores adrenérgicos a2 do NTS

Nossos resultados também mostraram que inje¢des bilaterais do agonista de receptores
adrenérgicos ayimidazolicos, moxonidina, no NTS ndo produziu alteracdo na ingestdo de
agua induzida por sobrecarga ig de NaCl 2 M (desidratacdo intracelular), sugerindo que 0s
receptores adrenérgicos a/imidazdlicos do NTS néo participam da ingestdo de agua durante a
desidratacdo intracelular. Estudos imunohistoquimicos demonstraram que o0 NTS é uma
regido com muitos neurdnios adrenérgicos e que 40 % destes neurdnios se projetam para areas
envolvidas com o controle hidroeletrolitico na ponte (NPBL) e areas prosencefalicas (OSF e
hipotdlamo) (MICELI et al., 1987, DAY e SIBBALD, 1988, HOCHSTENBACH e
CIRIELLO, 1994, HERBERT e FLUGGE, 1995, CIRIELLO et al., 1996, GEERLING e
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LOEWY, 2007, RINAMAN, 2010, 2011). Estudos de Andrade e colaboradores (2006)
mostraram que a ativacdo de receptores adrenérgicos azjimidazdlicos, com moxonidina, no
NPBL aumenta a ingestdo de sodio hipertdnico, mas ndo a ingestdo de agua, induzida por
sobrecarga ig de NaCl 2 M sugerindo a existéncia de um importante mecanismo inibitério
para o controle da ingestdo de sddio no NPBL que é desativado pela moxonidina. No entanto,
em nossos experimentos ndo avaliamos a ingestdo de sodio, assim, ndo sabemos qual o
envolvimento dos receptores adrenérgicos azjimidazolicos do NTS sobre esta ingestdo. Desta
forma, mais estudos deverao ser realizados para esclarecer esta questdo. Ainda no trabalho de
Andrade e colaboradores (2006) foi demonstrado que injecdes bilaterais de moxonidina no
NPBL de animais saciados e ndo tratados com sobrecarga ig de NaCl 2 M ndo apresentaram
alteracdes na ingestdo de sodio (ANDRADE et al., 2006). Em nossos experimentos também
ndo avaliamos o efeito da injecdo bilateral de moxonidina no NTS de animais saciados e
normovolémicos.

InjecOes bilaterais de moxonidina no NTS comissural de animais saciados e
normovolémicos promoveram hipotenséo e bradicardia (TOTOLA et al., 2013), o que poderia
facilitar a ingestao de dgua induzida por desidratacdo intracelular, no entanto, nao verificamos
aumento da ingestdo de &gua apds este tratamento em nossos animais. Observamos que 0s
animais que receberam sobrecarga ig de NaCl 2 M tiveram um aumento da PAM sem
alteracbes da FC, assim, pode ser que a resposta de queda da PAM e bradicardia da
moxonidina no NTS tenha sido mascarada pelo aumento da PAM causado pela sobrecarga ig
de NaCl 2 M e desta forma ndo verificamos alteracfes na ingestdo de agua e sodio induzido

por deplecédo de sodio.

6 Conclusao

Os resultados demonstram que 0s receptores gabaérgicos GABAA e serotoninérgicos
5- HT2a2c, mas ndo adrenérgicos azimidazolicos, do NTS podem modificar mecanismos
inibitérios que participam do controle da ingestdo de &gua induzida por desidratacdo
intracelular (gavagem NaCl 2 M) e que os receptores serotoninérgicos 5-HT2azc do NTS

participam do controle da ingestdo de 4gua induzida por injecdo central de ANG II.
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