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RESUMO

O ndcleo do trato solitario rostral (NTSr), localizado no bulbo, é considerado a
primeira estacdo sinaptica para a integracdo da informacédo sensorial ao sodio e
envia e recebe projec6es de diferentes areas encefalicas envolvidas com o controle
do equilibrio hidroleletrolitico, incluindo o nudcleo parabraquial lateral (NPBL) na
ponte. A ativacdo de receptores adrenérgicos alfa,, purinérgicos ou GABAérgicos do
NPBL promove uma facilitacdo da ingestdo de soédio hipertonico. Portanto, os
objetivos do presente estudo foram: a) testar se o0 bloqueio do NTSr altera o
comportamento de ingestdo de sodio hipertbnico; b) testar se a ativacdo de
receptores GABAérgicos do NPBL altera a palatabilidade ao sodio; e c) investigar se
ha uma interacdo entre o0 mecanismo adrenérgico e purinérgico do NPBL para o
controle da ingestdo de sddio. Foram utilizados ratos Wistar ou Holtzman (290-3209)
com céanulas implantadas bilateralmente em direcdo ao NPBL ou NTSr. Em ratos
depletados de soédio (tratamento com furosemida 20 mg/kg s.c. seguido de dieta
deficiente de sodio por 24 h), a administracdo bilateral de cloreto de cobalto
(bloqueador da transmissédo sinptica, 1 mM/0,1 pl) no NTSr promoveu um discreto
aumento da ingestdo de sédio (16,8+1,9 ml/60 min), enquanto que ndo houve
alteracdo da ingestdo de soOdio ap6s as injecdes de muscimol (agonista de
receptores GABAa, 120 pmol/0,1 ul) (11,5+2,7 ml/60 min) em relacdo ao tratamento
controle (salina: 11,1+1,4 ml/60 min). Em ratos saciados, administracdo de muscimol
no NPBL ndo alterou o numero de respostas hedbnicas (89+18) ou aversivas
(24+16) em resposta a infuséo intra-oral de NaCl 0,3 M em comparacao ao controle
(salina: 117+15 e 23+10, respectivamente). Por ultimo, em animais depletados de
sédio, injecbes bilaterais de moxonidina (agonista de receptores adrenérgicos
alfay/imidazolicos, 0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M
(29,2+7,6, vs. veiculo: 16,3+2,6 ml/120 min) e de agua (5,1+1,4, vs. veiculo: 1,6+0,8
ml/120 min). A prévia administracao bilateral de suramin (antagonista purinérgico P2
nao seletivo, 2 nmol/0,2 pl) no NPBL reduziu os efeitos da moxonidina sobre a
ingestdao de NaCl 0,3 M (14,046,9 ml/120 min) e de agua (1,6 + 0,5 ml/120 min).
Porém, apenas a injecdo de suramin no NPBL quase aboliu a ingestdo de NaCl 0,3
M (2,5+2,4 ml/120 min) e aboliu a ingestédo de agua (0,1+0,1 ml/120 min). Em outro

grupo de ratos, moxonidina injetada no NPBL aumentou a ingestdo de NaCl 0,3 M



(29,744,2, vs. veiculo: 18,9+0,7 ml/120 min). Apenas a administracdo bilateral de
PPADS (antagonista de receptores purinérgicos P2X, 4,0 nmol/0,2 pl) no NPBL n&o
alterou a ingestdo de NaCl 0,3 M (18,5+4,6 ml/120 min). O pré-tratamento com
PPADS no NPBL blogueou os efeitos da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M
(14,3+4,1 ml/120 min). Em suma, os presentes resultados sugerem que: a) O
blogueio da transmisséo sinaptica do NTSr pode facilitar a ingestdo de sédio; b) o
bloqueio de receptores GABAérgicos do NPBL parece ndo alterar as respostas
comportamentais oro-faciais de percepc¢do ao sabor ao sédio hipertbnico; e c¢) ha
uma importante interacdo entre o mecanismo purinérgico e adrenérgico alfa, do
NPBL para o controle da ingestdo de sédio hipertbnico induzida por deplecdo de

sodio.

Palavras-chave: Apetite. Sodio. Sede. Tronco encefélico. Trifosfato de adenosina.

Adrenérgicos .



ABSTRACT

The rostral portion of the nucleus of the solitary tract (rNTS), located in the medulla
oblongata, is considered the first synaptic relay for integration of sodium taste
sensorial information. The rNTS receives and send projections to different forebrain
and hindbrain areas related to hydroeletrolitic balance control, including the lateral
parabrachial nucleus (LPBN) in the pons. Separate activation of alpha-adrenergic
and P2 purinergic receptor, as well as GABAergic receptor activation, in LPBN
facilitates hypertonic NaCl intake. Therefore, the aims of the present study were: a) to
test if the inhibition of INTS would change sodium-depletion induced sodium intake;
b) to test if the LPBN GABAergic mechanism interfere with sodium palatability; and c)
to investigate the effects of the blockage of purinergic receptors of the LPBN on the
facilitation of 0.3 M NaCl intake induced by alpha,-adrenoceptor activation into the
LPBN. Thus, male Wistar or Holtzman rats received bilateral LPBN or rNTS
cannulas. In sodium-depleted (furosemide, 20 mg/kg b. wt. subcutaneously combined
with sodium deficient diet for 24 h) male rats, bilateral injections of cobalt chloride
(synaptic blocker, 1 mM/0.1 ul) caused a small increase (16.8+1.9 ml/60 min), while
muscimol (GABAa receptor agonist, 120 pmol/0.1 pl) injections did not change
sodium-depletion induced sodium intake (11.5+2.7 ml/60 min) in comparison to
control treatment (11.1+1.4 ml/60 min). In satiated rats treated with muscimol (0.5
nmol/0.2 ul) injections into the LPBN, the number of hedonic (89 + 18) and aversive
(24+16) responses to intra-oral infusion of 0.3 M NaCl were not different from those
observed after LPBN saline injections (117415 e 23+10, respectively). Finally, in
sodium-depleted rats bilateral LPBN injections of moxonidine (alpha;
adrenergic/imidalozine receptor agonist, 0.5 nmol/0.2 pl) into the LPBN increased
sodium depletion-induced 0.3 M NaCl intake (29.2+7.6, vs. vehicle: 16.3+2.6 mi/120
min) and water intake (5.1+1.4, vs. vehicle: 1.6+0.8 ml/120 min). Pretreatment with
suramim (non-selective P2 purinergic antagonist, 2 nmol/0.2 ul) abolished the effects
of moxonidine on 0.3 M NaCl intake (14.0+6.9 ml/120 min) and water intake (1.6+0.5
ml/120 min). However, suramim alone into the LPBN almost abolished 0.3 NacCl
intake (2.5+2.4 ml/120 min) and abolished water intake (0.1+0.1 ml/120 min) by
sodium depleted rats. In another group of rats, bilateral injections of moxonidine (0.5
nmol/0.2 ul) into the LPBN increased sodium depletion-induced 0.3 M NaCl intake
(29.7£4.2, vs. vehicle: 18.9+0.7 ml/120 min). The P2X purinergic antagonist PPADS



(pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonic acid, 4 nmol/0.2 pl) alone into the
LPBN did not change 0.3 NaCl intake (18.5+4.6 ml/120 min).Therefore pretreatment
with PPADS into the LPBN abolished the effects of moxonidine on 0.3 M NaCl intake
(14.3+4.1 ml/120 min). In summary, present results suggest that a) synaptic blockade
into INTS might facilitate sodium intake; b) GABAergic mechanisms into the LPBN
are not involved with sodium palatability in satiated ratsand c) az-adrenergic and P2X

purinergic receptors interact in the LPBN to facilitate sodium intake.

Key words: Sodium. appetite. Thirst. Hindbrain. Adenosine triphosphate.
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1 INTRODUCAO

A regulacdo precisa do volume dos liquidos corporais e da osmolaridade
plasmatica € fundamental para a sobrevivéncia das células. A agua é responsavel
por cerca de 60 % do peso corporal. O sodio (Na*) é um importante constituinte do
compartimento extracelular e o maior determinante da osmolaridade e volume do
liguido extracelular. A busca e a ingestdo de agua e sdédio, comportamentos
essenciais para a reposicdo desses nutrientes, pelo menos em mamiferos, estao
associados aos estados motivacionais de sede e apetite ao sbédio. Sede é
decorrente da deficiéncia de 4gua, a qual esta associada ao desejo de ingerir 4gua,
enquanto que a deficiéncia de sddio resulta em apetite ao sédio, evidenciado pelo
aumento na ingestdo de solugdes/substancias com concentracfes de sédio que
normalmente seriam evitadas (RICHTER, 1939; EPSTEIN; STELLAR, 1955;
FITZSIMONS, 1998; JOHNSON; THUNHORST, 1997).

A remocao de agua ou desidratacao celular pode afetar o funcionamento das
células. Quando a concentracao extracelular de sédio aumenta, hA um aumento na
pressdo osmatica efetiva do compartimento extracelular, promovendo uma reducéo
do volume de agua das células, caracterizando assim a “desidratagao intracelular”. A
desidratacdo pode ser absoluta quando ha perda de agua dos compartimentos
celular e extracelular, como acontece na privacdo de agua, ou relativa se existir
apenas uma perda de agua celular, que se difunde para o liquido extracelular, como
ocorre, por exemplo, na ingestao ou sobrecarga de solutos osmoticamente ativos. A
desidratacdo extracelular ou a hipovolemia prejudica a perfusdo tecidual e,
consequentemente, o aporte de nutrientes e remocéo de produtos do metabolismo
celular. Em situacdes como hemorragia, diarreia, vdmito, deplecdo de sédio, por
exemplo, ocorre reducdo unicamente do volume do liquido extracelular,
caracterizando assim a “desidratacdo extracelular’. E importante destacar que nessa
situacdo ha uma perda conjunta de agua e de sédio, e por isso ela € geralmente
acompanhada de comportamento apetitivo ao sd6dio. Embora os dois tipos de
desidratacdo sejam experimentalmente e clinicamente separaveis, é comum a
ocorréncia simultanea de ambas, principalmente durante privagéo hidrica (DE LUCA
JR. et al., 2005). Portanto, a quantia de sodio nos liquidos corporais deve ser
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mantida dentro de estreitos limites de variagdo para assegurar um funcionamento
ideal dos processos fisioldgicos.

Por outro lado, varias evidéncias correlacionam o consumo excessivo de sal
ao desenvolvimento ou agravamento de doencas cronicas, incluindo a hipertenséo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007; HE; MACGREGOR, 2012). Estima-se que

a quantidade diaria de sédio consumida pela populacdo brasileira € de 4,5 g por

pessoa, independente da regido ou classe de renda, excedendo assim em mais de
duas vezes o limite recomendado de ingestao desse nutriente, (SARNO et al., 2009).
O excesso de sédio ingerido na maioria das vezes esta associado ao aumento da
palatabilidade dos alimentos.

A expressao do apetite ao sédio depende do balanco entre sinais facilitadores
(natriorexigénicos) e inibidores (antinatriorexigénicos). A hipovolemia ativa o sistema
hormonal renina-angiotensina-aldosterona e desativa barorreceptores
cardiopulmonares. Em contrapartida, a hiperosmolaridade plasmatica ativa o0s
mecanismos antinatriorexigénicos do nucleo parabraquial lateral (NPBL), (DE LUCA
JR. et al.,, 2003; ANDRADE et al., 2006; KIMURA et al., 2008) e ocitocinérgicos
hipotalamicos, (BLACKBURN et al., 1993, 1995).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona é um importante sistema hormonal
ativado em situacdes de hipovolemia. A renina, uma enzima proteolitica, atua sobre
0 substrato plasmatico, o angiotensinogénio (uma proteina globular sintetizada no
figado), produzindo um decapeptideo, a angiotensina | (ANG 1). A ANG | sob a acédo
da enzima conversora da angiotensina (ECA) produz um octapeptideo ativo,
denominado angiotensina Il (ANG ). Sabe-se que a fonte de renina é o aparelho
justaglomerular renal, e que as células da macula densa também exercem
importante funcdo no controle da secrecdo da renina. Fatores como reducdo da
pressdo de perfusdo arterial renal, reducdo da concentracdo do ion sédio para a
macula densa, aumento da atividade do nervo renal, ativagcdo dos receptores do
subtipo B; adrenérgicos, catecolaminas ou prostaglandinas circulante, ativam a
secrecédo de renina (FITZSIMONS, 1998).

Estudos classicos de Fitzsimons et al. (para revisdo vide FITZSIMONS, 1998)
foram os primeiros a demonstrar que a ANG Il eram efetivos como estimulos
dipsogénicos. Aléem de estimular a ingestdo de agua e de sodio, a ANG Il apresenta

outras funcdes fisioldégicas, como regulacéo da pressao arterial, excrecdo de sodio, e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Macgregor%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22713141
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a secrecao de vasopressina, (FITZSIMONS, 1998). Receptores centrais para acoes
da ANG Il j4 foram demonstrados em diversas areas encefalicas como 6rgéo
subfornical (SFO), o6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT), nucleo
paraventricular (PVN), nucleo pré-éptico mediano (MnPQO), area postrema (AP) e
nacleo do trato solitario (NTS) (LEWIS et al., 1986; MCKINLEY et al., 1987; ALLEN
et al., 1988). Dos varios receptores de ANG Il (existem pelo menos quatro) os mais
importantes para seu efeito dipsogénico sdo os receptores AT, presentes em Orgaos
cincunventriculares prosencefalicos, tais como SFO e OVLT, podendo haver também
alguma participacdo de receptores AT, (FITZSIMONS, 1998). O modelo atual da
acao da angiotensina Il admite que a quantidade aumentada do horménio circulante
em resposta a uma hipovolemia se difunda para o espaco extracelular parenquimal
ativando neurénios do SFO, que entdo se projetam formando a primeira estacao
singptica em estruturas com barreira hematoencefalica como, por exemplo, no
MnPO, de onde partem sinais em direcdo aos circuitos neurais que comandam a
ingestdo de agua (OLDFIELD; MCKINLEY, 1995; JOHNSON; THUNHORST, 1997;
MCKINLEY et al., 2001; MCKINLEY; JOHNSON, 2004).

A aldosterona, um mineralcorticoide, também tem papel fundamental na
conservacao de sddio (como a ANGII) no organismo, e é o sinal enddcrino final do
sistema renina-angiotensina-aldosterona. A secrecdo de aldosterona pela zona
fasciculada da adrenal é regulada pela ANG Il e concentracdo extracelular de
potassio. A aldosterona atua nos ductos coletores renais e colon para regular a
(re)absorcédo de sodio e secrecdo de potassio (BOOTH et al., 2002). Atuando no
SNC, a aldosterona estimula o apetite ao sodio (GALAVERNA et al., 1991; SAKAI
et al., 1996; GEERLING; LOEWY, 2009). A angiotensina Il e os mineralocorticoides
sinergicamente produzem apetite ao sédio em ratos hidratados (FLUHARTY;
EPSTEIN, 1983; SAKAI et al.,, 1996), resposta mediada possivelmente pela
ativacdo de neurbnios em areas prosencefalicas (6rgdo subfornical e 6rgao
vasculoso da lamina terminal), (FITZSIMONS, 1998) e romboenceféalicas (nucleo do
trato solitario), (GEERLING; LOEWY, 2009).
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1.1 IMPORTANCIA DO NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL (NPBL) NA
INGESTAO AO SODIO HIPERTONICO.

No tronco encefalico, um importante mecanismo inibitério para o controle da
ingestdo de agua e especialmente de sédio foi descrito para o NPBL, (COLOMBARI
et al.,, 1996; EDWARDS; JOHNSON, 1991; MENANI et al., 1996, 1998a,1998b,
2000; MENANI; JOHNSON, 1995). O NPBL é uma das subdivisbes do complexo
nacleo parabraquial (NPB) (vide figura 1).

O NPBL possui conexdes reciprocas com areas prosencefalicas, tais como o
nacleo paraventricular do hipotalamo, nucleo central da amigdala e nucleo pré-6ptico
mediano, e também com areas bulbares, como a area postrema (AP) e a por¢ao
medial do ndcleo do trato solitario (NTSm), (NORGREN, 1981; CIRIELLO et al.,
1984; FULWILER; SAPER, 1984; LANCA; VAN DER KOOY, 1985; HERBERT et al.,
1990; KRUKOFF et al., 1993; JHAMANDAS et al., 1996).

As células do NPBL séo ativadas ap0s a ingestdo de solucfes de sédio em
animais desidratados ou em ratos que receberam sobrecarga intragéstrica de NacCl
hipertonico, (KOBASHI et al., 1993; YAMAMOTO et al., 1993; FRANCHINI; VIVAS,
1999), sugerindo que as células do NPBL possam receber sinais inibitérios viscerais
e de sabor. Portanto, o NPBL pode receber e integrar sinais viscerais e de sabor que
ascendem da AP/NTSm em direcao as areas prosencefalicas envolvidas no controle
do equilibrio hidroeletrolitico.

Os mecanismos inibitérios do NPBL para a ingestdo de sodio sdo modulados
por diferentes neurotransmissores como a serotonina, colecistocinina, glutamato,
fator liberador de corticotrofina, opiéides e noradrenalina (ANDRADE-FRANZE et al.,
2010a, 2010b; CALLERA et al., 2005; DE CASTRO E SILVA et al., 2005; DE GOBBI
et al., 2000, 2008, 2009; DE OLIVEIRA et al., 2007, 2008; GASPARINI et al., 2009;
MENANI et al., 1996, 1998a, 1998b, 2000).
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Figura 1 - Desenho esquematico do nucleo parabraquial (NPB) ilustrando suas subdivisbes: “waist”,
medial (NPBM), lateral (NPBL) e nucleo Kolliker-Fuse. Psc: pedunculo
Fonte: HERBERT; FLUGGE, 1995, modificado

A ativacdo de receptores adrenérgicos a, com injecBes bilaterais de
moxonidina (agonista de receptores adrenérgicos a, e imidazoélicos) ou
noradrenalina produz um potente aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M induzido pelo
tratamento subcutaneo do diurético furosemida (FURO) combinado com baixa dose
do inibidor da enzima conversora de angiotensina, captopril (CAP) (ANDRADE et al.,
2004; GASPARINI et al., 2009; ANDRADE-FRANZE et al., 2010). O potente
aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M produzido pela administracdo de moxonidina no
NPBL (mais do que dez vezes a quantia ingerida pelos controles tratados com
FURO + CAP sc e veiculo no NPBL) foi completamente abolido pelo RX 821002, um
antagonista de receptores adrenérgicos a,, indicando que a moxonidina produz um
potente, seletivo e especifico aumento da ingestdo de NaCl hiperténico pela acéo
em receptores adrenérgicos d,, (ANDRADE et al.,, 2004). Em conjunto esses
resultados sugerem que a ativacao de receptores adrenérgicos a, do NPBL podem
reduzir os efeitos dos mecanismos inibitérios que limitam a ingestdo de soédio
(ANDRADE et al., 2004; GASPARINI et al., 2009; ANDRADE-FRANZE et al.,
2010a). Como ja foi demonstrado, os efeitos da ativacédo de receptores adrenérgicos
a; no NPBL sobre a ingestdo de sodio ndo sdo devido a uma facilitacdo nao

especifica de todos os comportamentos ingestivos, uma vez que a ingestdao de
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solugdo de sacarose ou a ingestao de alimento ndo séo alteradas pelas inje¢bes
bilaterais de moxonidina no NPBL (ANDRADE et al., 2004, 2007).

A ativacéo de receptores GABAA no NPBL com injecfes bilaterais de muscimol
induz uma potente ingestdo de NaCl hipertdbnico em animais saciados e
normoidratados (CALLERA et al., 2005). Muscimol no NPBL também aumenta a
ingestdo de sodio induzida pelo tratamento FURO + CAP sc, por deplecao de sodio
por 24 h, ou por sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M (CALLERA et al., 2005; De
OLIVEIRA et al., 2007; KIMURA et al., 2008). O pré-tratamento com bicuculina
(antagonista receptor GABA,) aboliu os efeitos do muscimol (CALLERA et al., 2005),
confirmando a participagéo dos receptores GABAa no controle da ingestédo de sodio.

Mais recentemente também foi demonstrada a participacdo de mecanismos
purinérgicos do NPBL no controle da ingestdo de sédio induzida por deplecdo de
sédio (MENEZES et al., 2011). As inje¢cdes bilaterais de a,p-metil ATP (a,B-
metilenoadenosina 5'-trifosfato), agonista seletivo de receptores purinérgicos P2X,
aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecédo de sddio [tratamento
com o diurético furosemida (20 mg/kg de peso corporal) seguido de dieta deficiente
de sodio por 24 horas]. A administracdo bilateral no NPBL do antagonista
purinérgico P2 ndo seletivo, suramin, reduziu a ingestdo de sodio induzida por
deplecdo. J4 o pré-tratamento no NPBL com o antagonista de receptores
purinérgicos P2X, PPADS (acido piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-dissulfurico), aboliu
os efeitos das injecdes de a,B-metil ATP sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida
por deplecdo. Esses resultados sugerem que a ativacdo de receptores purinérgicos
do NPBL facilita a ingestao de sddio, provavelmente por restringir os mecanismos do
NPBL que inibe a ingestédo de sddio (MENEZES et al., 2011).

E importante ressaltar que embora esse estudo claramente demonstre o
envolvimento do mecanismo purinérgico do NPBL no controle da ingestdo de sodio
induzida por deplecédo de sédio (MENEZES et al., 2011), é possivel que este nao
atue individualmente e sim possa interagir com outros neurotransmissores presentes
no NPBL para controlar o comportamento de ingestdo de sédio. De fato, o ATP
poderia agir como um co-transmissor com a noradrenalina e poderia aumentar a
liberagdo de noradrenalina e GABA (BURNSTOCK, 1972, 1986; ESPALLERGUES

et al., 2007), o que facilitaria a ingestédo de sodio.
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Para verificar uma possivel interacdo entre 0sS mecanismos purinérgico e
adrenérgico a, do NPBL no controle da ingestdo agua e NaCl, investigamos se a
administracdo no NPBL de antagonistas purinérgicos modificaria os efeitos do
agonista adrenérgico sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua.

Além do papel dos receptores adrenérgicos a, no controle da ingestao de
sédio, recentes resultados com inje¢cdes de moxonidina no NPBL mostram que h&
uma alteracdo do padrdo de reatividade ao sabor ao NaCl 0,3 M (ANDRADE et al.,
2011). O teste de reatividade ao sabor, que determina a frequéncia de reacbes
comportamentais hedbnicas e aversivas em resposta a um estimulo de sabor
diretamente infundido na cavidade oral do rato, foi desenvolvido originalmente por
Grill e Norgren (1978). Essa metodologia avalia a ocorréncia de reacbes
comportamentais afetivas espécie especificas (tal como protrusdo da lingua
relacionada com a ingestdo ou abertura aversiva da boca) em resposta a
estimulacdo oral (GRILL; NORGREN, 1978; GRILL; BERRIDGE, 1985). Ambos
humanos e ratos exibem expressdes faciais estereotipadas em resposta a diferentes
sabores aplicados diretamente na cavidade oral, e essas expressfes tém sido
extensivamente usadas como uma medida comportamental do valor heddnico do
sabor (GRILL; NORGREN, 1978). Em humanos, essas expressdes podem ser
produzidas logo apdés o nascimento antes mesmo de qualquer experiéncia de
estimulo de sabores na cavidade oral tenha ocorrido (em outras palavras, antes do
recém nascido ter recebido qualquer liquido para ingestdo) (STEINER, 1973, 1974,
1979). Essas expressodes faciais estereotipadas em resposta a diferentes sabores
aplicados diretamente na cavidade oral sdo, portanto consideradas inatas,
implicando que os circuitos para a deteccdo do sabor sdo determinados durante o
desenvolvimento (STEINER, 1973, 1974, 1979; BERRIDGE, 2000).

Em relagdo ao mecanismo GABAérgico do NPBL, ainda ndo tem estudos
sobre o papel do GABA nesse nucleo em relacdo a palatabilidade ao sédio
hipertbnico em animais saciados. Para responder se a ativacdo de receptores
GABAérgicos do NPBL poderia alterar as respostas aversivas ou as respostas
hedbdnicas em ratos saciados, investigamos 0s possiveis efeitos da administracao
bilateral de muscimol (agonista de receptores GABAA) sobre a palatabilidade ao

sédio hipertbnico em ratos saciados.
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1.2 PAPEL DO NTS ROSTRAL (NTSr) NO CONTROLE DA INGESTAO DE SODIO
HIPERTONICO.

O NTS é formado por um conjunto heterogéneo de neurénios localizados na
porcdo dorso-medial do bulbo, estendendo-se rostrocaudalmente como duas
colunas bilaterais que se unem na porgéo mais caudal. O NTS pode ser dividido de
acordo com a sua disposicdo no sentido rostro-caudal em: NTS rostral, NTS
intermediario e NTS caudal. O NTS é um grande nucleo sensorial do bulbo que
recebe informacéo cardiovascular, visceral, respiratoria, gustatoria e informacao tatil
da cavidade oral (LOEWY, 1990).

Toda a informacéo sensorial da cavidade oral é transmitida para o sistema
nervoso central pelos nervos facial, glossofaringeo, vago e trigémeo até o NTS
rostral (HAMILTON; NORGREN, 1984), vide Figura 2. As sensacfes gustatérias
chegam ao sistema nervoso central por meio de trés principais vias: inervagao vagal
(X) da faringe, inervacao glossofaringea (IX) da parte posterior da lingua e inervacéo
facial (VIl) da parte anterior da lingua. E por meio desta Ultima que o sabor do sodio
chega ao SNC (FRANK et al., 1983). Sec¢do do ramo corda do timpano do nervo
facial, mas ndo a seccdo do nervo glossofaringeo, interrompe drasticamente a
discriminagcdo do NaCl de outros cloretos, enquanto a discriminacdo aos outros
sabores permanece intacta, (BRESLIN et al., 1993). As fibras do nervo corda do
timpano terminam no NTSr, (HAMILTON; NORGREN, 1984).
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Figura 2 - Esquema das projec¢des de vias gustatorias para o NTSr
Fonte: BRADLEY, 2007, modificado.

Como a primeira estrutura central que recebe informacdo orosensorial, um
dos papéis principais do NTSr é disseminar a informacdo oral e sensorial para
diversas areas do SNC envolvidas com a percepcdo sensorial e a geracdo de
respostas e comportamentos fisiolégicos adequados. Uma importante projecdo do
NTSr se dirige para a formacao reticular parvocelular (BECKMAN; WHITEHEAD,
1991; TRAVERS, 1988; SHAMMAH-LAGNADO et al.,, 1992; STREEFLAND;
JANSEN, 1999), uma area que contém neurdnios que se projetam para nucleos
oromotores do tronco encefalico. Outras projecdes do NTSr terminam no NTS
caudal, nacleo salivatério e diretamente nos nucleos oromotores do tronco encefalico
(TRAVERS, 1988; TRAVERS, 1995).

Além de projecbes mencionadas, o NTSr também envia projecdes
ascendentes para o nucleo parabraquial (NPB). Estudos eletrofisiol6gicos estimam
que entre 31 a 80% dos neurdnios do NTSr responsivos ao estimulo de sabor
aplicado na cavidade oral se projetam para o NPB (MCPHEETERS et al., 1990;
CHO et al., 2002; MONROE; Di LORENZO, 1995; BRADLEY, 2007). Como revisado
previamente (NORGREN, 1995), partindo do NPB, maior parte dessa informagao
sensorial prossegue para regides talamicas, como o ndcleo talamico posteromedial

ventral parvocelular (VPMpc), a qual envia projecdes passando pela zona incerta até
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relevantes regides corticais. Além disso, algumas projecdes do NPB se dirigem para
o hipotalamo lateral, nucleo da estria terminal (BNST) e ndcleo central da amigdala
(NORGREN, 1976, 1974; BERNARD, 1993).

Por meio do uso do teste de reatividade ao sabor, ja foi verificado que animais
saciados e normovolémicos exibem uma mistura de comportamentos hedonicos e
aversivos em resposta a infusao intraoral de NaCl 0,5 M, enquanto que a deplecao
de sodio promove uma mudanca desse perfil, aumentando o nimero de respostas
hedbnicas e reduzindo as respostas aversivas ao soédio hipertonico infundido
oralmente (BERRIDGE et al.,, 1984; GRILL; BERNSTEIN, 1988). Trabalhos com
lesbes eletroliticas estudaram a importancia de estruturas da via gustatoria central
para o0 aparecimento do apetite ao sédio. Lesdes eletroliticas realizadas tanto no
NTSr, NPB ou VPMpc interromperam a mudanca na reacdo ao sabor observada em
animais intactos apds a deplecdo de sodio, (FLYNN et al.,, 1991). J& as lesdes
eletroliticas do NPB e NTSr, mas ndo do talamo bloquearam a expressao
comportamental do apetite ao sédio, observada em animais intactos apds a
deplecdo de soédio, (FLYNN et al., 1991). Apesar da limitacdo de que lesdes
eletroliticas destroem tanto corpos celulares como fibras de passagem, esse estudo
mostrou que o NTSr e o NPB, a primeira e segunda esta¢ao sinaptica das aferéncias
gustatodrias do sabor ao sédio em ratos, sdo importantes na reatividade ao sabor do
sédio em situacoes de deficiéncia de sodio, (FLYNN et al., 1991).

Em relacdo ao NTSr , apesar de varios estudos in vivo e in vitro mostraram a
participacdo dessa area no processamento das informacgdes sensoriais (para revisdo
vide BRADLEY, 2007), os efeitos do bloqueio reversivel exclusivamente dos
neurdnios NTSr na modulacdo do comportamento ingestivo induzida pela deplecdo
de sddio ainda permanecem desconhecidos. Considerando a) a leséo eletrolitica do
NTSr blogueia a expressdo comportamental do apetite ao sodio; b) que o NTSr
envia e recebe projecdes de diferentes areas encefalicas envolvidas com o equilibrio
hidroleletrolitico e ¢) a importancia do NTSr como primeira estacao sinaptica para a
integracdo da informacgdo sensorial ao sodio, investigamos os possiveis efeitos do
blogueio farmacolégico reversivel ou do bloqueio farmacologico da transmissao

sinaptica do NTSr sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M em animais depletados de sédio.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem os seguintes objetivos.

2.1 GERAIS

Investigar se 0 NTSr estd envolvido na modulacdo do apetite ao sddio

hipertdnico induzido por deplecdo de sddio, se a inibicdo do NPBL altera a

palatabilidade ao sodio hipertdnico em animais saciados e se ha uma interacdo entre

0S mecanismos adrenérgicos e purinérgicos do NPBL para controlar a ingestdo de

sédio hiperténico induzida por deplecao de sodio.

2.2 ESPECIFICOS

Estudar se o bloqueio da transmissdo sinaptica ou ativacdo de receptores
GABAA do NTSr altera o comportamento de ingestdo de agua e de NaCl 0,3
M induzida por deplecao de sodio;

Estudar se a ativacdo de receptores GABAA no NPBL altera a
palatabilidade ao NaCl 0,3 M em animais saciados;

Estudar se ha uma interagcdo entre 0s receptores purinérgicos e
adrenérgicos a; no NPBL no controle da ingestdao agua e NaCl 0,3 M em

ratos depletados de sodio.
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3 MATERIAIS E METODOS

O material e metodologia utilizados para a realizacdo deste trabalho séo

descritos a seguir.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar e Holtzmam com peso de 280g a 320g
provenientes do Biotério da Universidade Federal de Alfenas e da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP — Campus de Araraquara. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais, com livre acesso a ra¢cdo comercial,
agua e solucao de NaCl 0,3 M. Os ratos permaneceram em salas climatizadas com
ciclo claro-escuro 12h-12h (luz 7h00 — 19h00h). Os protocolos experimentais foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Alfenas — UNIFAL (Protocolo n°: 370/2011) e pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (Protocolo n°:
15/2011).

3.2 CIRURGIA PARA O IMPLANTE DE CANULAS NO NPBL e NTSr

Os ratos foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal)
combinada com xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho
estereotaxico (modelo Kopf 900). O lambda e bregma foram utilizados como
referéncia para nivelar a cabeca dos ratos. Utilizando-se o bregma, foram
determinados os pontos de introducdo das canulas de aco inoxidavel nas cabecas
dos ratos. Para o NPBL, utilizaram-se as coordenadas: 9,4 mm caudal ao bregma,

2,1 mm lateral a linha mediana e 4,1 mm abaixo da dura-mater bilateralmente. Para
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o NTSr, foram utilizadas as coordenadas: 12,5 mm caudal ao bregma, 3,2 mm lateral
a linha mediana e 6,2 mm abaixo da dura-méter bilateralmente. As canulas foram
fixadas nas cabecas dos ratos com parafusos e resina acrilica. Imediatamente apos
o término do procedimento cirargico, administrou-se por via subcutanea o analgésico
cetoprofeno 1% (0,03 ml/rato) e antibidtico (pentabidtico para animais de pequeno
porte, Fort Dodge, 0,2 ml/rato) por via intramuscular.

3.3 INJECAO DAS DROGAS NO ENCEFALO

As injecbes no NPBL e NTSr foram feitas utilizando-se uma seringa Hamilton
(5 pl), conectada com um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi
introduzida no encéfalo pela canula guia previamente fixada. A agulha injetora (0,3

mm diametro) foi 2 mm mais longa do que a canula guia.

3.4 DROGAS UTILIZADAS

e cloreto de cobalto (Sigma), bloqueador da transmisséo sinaptica.

e cloridrato de moxonidina, agonista de receptores adrenérgicos a,/imidazélicos,
(Sigma).

e furosemida (FURO, Sigma), diurético saliurético, (20 mg/kg de peso corporal,
administragao subcutanea).

¢ muscimol, agonista de receptores GABA,, (Sigma).

e PPADS (antagonista seletivo de receptores purinergicos P2X, Sigma).

e suramin (antagonista purinérgico P2 nao seletivo, Tocris Bioscience).

O cloreto de cobalto reduz o influxo pré-sinaptico de célcio, causando uma
inibicdo da liberacdo de neurotransmissores com um consequente bloqueio
sinaptico, sem alterar as fibras de passagem (KRETZ, 1984). O cloreto de cobalto foi
administrado no NTSr na dose de 1 mM/0,1 pl e foi dissolvido em salina. A
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concentracéo de cloreto de cobalto utilizada no presente estudo (1 mM) foi baseada
em estudos de Crestani et al. (2010) e Granjeiro et al. (2012).

A moxonidina foi administrada no NPBL na dose de 0,5 nmol/0,2 pl com base
em prévios estudos (ANDRADE et al., 2004, 2006, 2011, 2012), dissolvida em uma
mistura de propilenoglicol e 4gua 2:1 (veiculo).

A furosemida (FURO), diurético saliurético, (20 mg/kg de peso corporal,
administracdo subcutanea) foi dissolvida em salina isotdnica com pH préximo a 9,0
ajustado com solucéo de hidroxido de sédio 0,1 N.

Muscimol foi administrado no NPBL na dose de 0,5 nmol/0,2 ul de acordo com
estudos prévios (CALLERA et al., 2005; DE OLIVEIRA et al., 2007) e foi dissolvido
em salina. Para as injegbes no NTSr foi utilizada a dose de 120 pmol de muscimol
com base em estudos prévios de Moreira et al. (2005) e Takakura et al. (2007).0
PPADS e suramim foram administrados no NPBL nas doses de 4nmol/0,2ul e de
2nmol/0,2ul, respectivamente, dissolvidos em salina isotdnica estéril. As doses de
PPADS e suramim foram baseadas em prévios estudos (DE PAULA et al., 2004;
MENEZES etal., 2011).

Salina isotbnica estéril ou veiculo (propilenoglicol/agua 2:1) foram injetados no

NPBL e NTSr nos experimentos controles.

3.5 TESTE DE REACAO AO SABOR

Essa técnica foi realizada de acordo com Andrade et al., 2011. Ratos
Holtzmam, receberam implantes de uma canula intraoral. A canula intraoral (PE 50)
foi inserida na cavidade oral do rato lateralmente ao primeiro molar maxilar,
ascendeu pela lateral do cranio, foi conduzida subcutaneamente e exteriorizou-se
pelo dorso do animal. Essa canula néo interfere com o comportamento alimentar
normal do animal e permite infusdo direta de solu¢des no interior da boca.

Previamente aos experimentos, os animais foram submetidos a um periodo de
habituacao por 4 dias, e expostos por 10minutos a gaiola onde se realizou o teste da

reacdo ao sabor e, a seguir, foi feita infusdo de 1 ml de agua pela canula intraoral.
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No momento do experimento, a cénula intraoral foi conectada a um tubo de
polietileno (PE 50), para a infusdo da solugéo diretamente na cavidade oral do rato.
O rato foi entdo colocado na gaiola-teste, e em seguida realizou a infusdo da
solucéo de NaCl 1,8% na cavidade oral do rato (1 ml/min). Os comportamentos do
rato em resposta a infuséo intraoral de NaCl 0,3 M foram gravados por meio de uma
filmadora, com o auxilio de um espelho montado abaixo do fundo transparente da
gaiola, que permitiu a camera aproximar a imagem de tal forma que a face do rato

ocupe a tela inteira. Vide figura 3.

Figura 3 - A) Esquema da localizagdo do implante da canula intraoral e B) esquema do aparato
experimental para o estudo da palatabilidade (reatividade ao sabor) as solugBes
infundidas diretamente na cavidade oral

Fonte: GRILL; BERRIDGE, 1985, modificado.

O comportamento de cada rato foi avaliado pela ocorréncia de comportamentos
de reacdo ao sabor considerados “neutros”, heddnicos ou aversivos (vide GRILL;
BERRIDGE, 1985 para uma discusséo da analise dos comportamentos de reacdo ao

sabor e classificacdo). Comportamentos hedénicos sdo: lambidas das patas,

protrusdes laterais da lingua, protrusdes ritmicas da lingua ao longo da linha

mediana com duracdo de cerca de 160 ms. Comportamentos neutros sao:

movimentos ritmicos da boca e escoamento passivo, ou seja, a saida passiva de

liquidos da boca. Comportamentos aversivos sao: gapes, grande abertura da
mandibula e retragdo dos labios inferiores; chin rubbing, ato de trazer a boca em

contato direto com o chdo da gaiola e projetar o corpo para frente; limpeza da face,

ato de passar as patas uma ou varias vezes sobre a face; forelimb flail, movimentos
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com os membros anteriores; movimentos da cabeca com frequéncia maior que 60

Hz, e finalmente rapida locomog¢do no interior da gaiola. As gravacdes foram

analisadas em camera lenta em 1/30 a 1/10 da velocidade normal.

3.6 DEPLECAO DE SODIO

A deplecéo de sodio foi feita pelo tratamento com uma Unica dose do diurético
furosemida (20 mg/kg de peso corporal, s.c.), seguido da manutencao dos ratos por
24h com alimento deficiente em sddio (fubd) e 4gua ad libitum antes de se iniciar o
protocolo experimental, de acordo com Menezes et al., 2011. Est4 bem estabelecido
que durante a deplecdo de sédio com furosemida ocorrem alteracdes
neuroenddcrinas, como um elevado nivel de angiotensina Il (ANG Il) e aldosterona
circulante (HABER, 1976; SPEILMAN; DAVIS, 1974), reducdo na reatividade
vascular (ARMSWORTH et al., 1986; GERKENS et al., 1987), a desativacdo de
receptores de volume e atenuacdo do barorreflexo (ROCCHINI et al.,, 1977;
ECHTENKAMP; ANDERSON, 1988).

3.7 MEDIDA DA INGESTAO DE AGUA E DE NaCl 0,3 M

Para o registro da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foram utilizadas buretas
graduadas com divisao de 0,1ml. Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo
48 horas entre dois experimentos nos mesmos animais. Durante o periodo de

experimento, 0s ratos nao tiveram acesso a ragao.
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3.8 HISTOLOGIA CEREBRAL PARA CONFIRMACAO DOS PONTOS DE INJECAO
MEDIDA DA INGESTAO DE AGUA E DE NaCl 0,3 M

Ao final dos experimentos, os ratos receberam injecdo de 100 ml de solucéo
de azul de Evans 2% bilateralmente no NTSr e NPBL para confirmar o local de
injecdo. Em seguida, os ratos foram profundamente anestesiados com tiopental
sodico (70 mg/kg de peso corporal) e submetidos a uma perfusdo cerebral por meio
de injecdo no coracao (ventriculo esquerdo) de solucédo de formalina 10% (40 ml). A
seguir, os encéfalos foram retirados e fixados em formalina 10% por 2-4 dias. Cortes
transversais (50 um de espessura) foram feitos no ponto de injecdo do NTSr ou
NPBL com auxilio de um micrétomo de congelamento (Leica). Os cortes
histoldgicos, montados em |aminas, foram corados pelo método Giemsa. A andlise
microscépica da localizacao do sitio de microinjecao foi feita em microscopio 6ptico.

3.9 EXPERIMENTOS REALIZADOS

3.9.1 Efeitos de inje¢bes bilaterais de muscimol ou cloreto de cobalto no NTSr
sobre a ingestédo de agua e NaCl 0,3 M em ratos depletados de sodio

Os animais com canulas bilaterais implantadas no NTSr submetidos ao
tratamento de deplecdo de sodio receberam injecdes bilaterais de muscimol (120
pmol/0,1 ul), cloreto de cobalto (1 mM/0,1 pl) ou salina no NTSr. Quinze minutos
apos as injecdbes no NTSr, buretas graduadas de agua e NaCl 0,3 M foram

oferecidas aos animais, e foi medida a ingestao de agua e de sodio durante 2 horas.



34

Remocédo de
NaCl0,3Me

Ingestao de NaCl 0,3 M e agua

-15’ 0 30’ 60’ 90’ 120°
] ] ] ] ] |
FURO?EMIDA muscimol,
(sc) + dieta cloreto de
deficiente de
sédio cobalto
ou
veiculo
(NTSTI)

Fonte: Da autora

3.9.2 Efeitos da administragéo bilateral de muscimol no NPBL sobre o teste de

reacdo ao sabor ao NaCl 0,3 M

No momento do experimento os ratos estavam saciados e normohidratados.
Agua, NaCl 0,3 M e racéo foram removidos das gaiolas dos ratos. Cada rato recebeu
injecOes bilaterais de salina no NPBL e, ap6s 15 minutos, foi submetido ao teste de
reacao ao sabor a infusao intraoral de NaCl 0,3 M. Em seguida, o rato retornou para
sua gaiola-moradia. Posteriormente, 0s mesmos animais receberam injecdes
bilaterais de muscimol no NPBL e foram submetidos novamente ao teste de reacéo
ao sabor a infusdo intraoral de NaCl 0,3 M aos 30, 120 e 180 minutos apés as
injecdes de muscimol no NPBL. Durante esses intervalos, 0os animais retornaram e
permaneceram nas gaiolas moradias, com livre acesso a agua e NaCl 0,3 M.

No momento de cada teste de reacdo ao sabor, a canula intraoral foi
conectada a um tubo de polietileno (PE 50) para a infusdo da solucéo diretamente
na cavidade oral do rato. O rato foi entdo colocado na gaiola-teste e em seguida
realizou-se a infuséo da solugcédo de NaCl 0,3 M na cavidade oral do rato (1 ml/min).
O comportamento do rato foi flmado com o auxilio de um espelho montado abaixo

do fundo transparente da gaiola para posterior analise.
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3.9.3 Efeito da prévia administracdo de antagonista purinérgico P2 (suramin) no
NPBL sobre os efeitos da administracdo de moxonidina (agonista de
receptores adrenérgicos a,/imidazélicos) no NPBL sobre a ingestdo de NacCl
0,3M

Os animais com canulas bilaterais implantadas no NPBL submetidos a
deplecado de sédio receberam injecdes bilaterais de suramin (2 nmol/0,2 pl) ou salina
no NPBL. Quinze minutos depois foram realizadas injecdes bilaterais de moxonidina
(0,5 nmol/0,2pl) ou veiculo no NPBL. Os frascos de agua e de NaCl 0,3 M foram
oferecidos aos animais 15 minutos apds as ultimas inje¢cdes no NPBL e o volume

ingerido foi registrado por 2 horas.
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3.9.4. Efeitos da prévia administracdo de PPADS (antagonista seletivo de receptores
purinérgicos P2X) no NPBL sobre os efeitos da administragdo de moxonidina
(agonista de receptores adrenérgicos a,/imidazélicos) no NPBL sobre a
ingestao de NaCl 0,3 M

Os animais com canulas bilaterais implantadas no NPBL submetidos a
deplecdo de sodio receberam injecbes bilaterais de PPADS (4,0 nmol/0,2 ul) ou
salina no NPBL. Quinze minutos depois foram realizadas injecbes bilaterais de
moxonidina (0,5 nmol/0,2ul) ou veiculo no NPBL. Os frascos de agua e de NacCl 0,3
M foram oferecidos aos animais 15 minutos apds as Ultimas inje¢cdes no NPBL e o

volume ingerido foi registrado por 2 horas.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média estdo
representados em graficos. A andlise de variancia (um ou dois fatores) e o pos-teste
de Student Newman Keuls (ou teste de Fischer) foram utilizados para as
comparacdes entre diferentes tratamentos. A analise estatistica foi realizada
utilizando o Software SigmaStat 4, e as diferencas foram consideradas significantes
para p < 0,05.



38

4. RESULTADOS

4.1 LOCALIZACAO HISTOLOGICA DAS CANULAS NO NPBL e NTSr

A Figura 4A e 4B mostram injecOes bilaterais tipicas no NPBL e NTSr
respectivamente. Os pontos de injecdo foram localizados principalmente nas
porcdes centro-lateral e dorso-lateral do NPBL. Os pontos de injecdo do presente
estudo sdo similares aqueles em que estudos anteriores mostraram os efeitos de
moxonidina sobre a ingestdo de agua e sédio (ANDRADE et al., 2004, 2006, 2007).
InjecBes que atingiram as porcdes ventro-lateral e lateral externa, assim como o
nacleo Kolliker-Fuse, foram observadas apenas em alguns ratos, e os resultados
desses animais foram incluidos na analise.

A regido do NTSr pode ser observada desde os cortes histologicos do bulbo
onde também se observa o ndcleo facial até os cortes histolégicos onde se observa
0 nucleo ambiguo. Toda essa extensdo rostro-caudal de cerca de 1 mm foi
considerada para a analise dos pontos de injecdes que atingiram o NTSr. Foi
injetado, no NPBL, 0,2 pl e, no NTSr, 0,1 pl de cada lado.
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A)

B)

FIGURA 4: Fotomicrografias de cortes coronais do tronco encefélico, mostrando os sitios de inje¢fes
bilaterais no (A) NPBL e no (B) NTSr.
Fonte: Da autora.
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4.2 EFEITOS DE INJECOES BILATERAIS DE MUSCIMOL (120 pmol/0,1 ),
CLORETO DE COBALTO (1 mM/0,1 pl) OU SALINA NA REGIAO DO NTSr
SOBRE A INGESTAO DE AGUA E DE NaCl 0,3 M EM RATOS DEPLETADOS
DE SODIO

Os animais tratados com cloreto de cobalto no NTSr apresentaram um
discreto aumento na ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M, enquanto a administragao
de muscimol n&o alterou a ingestdo de NaCl 0,3 M. A ANOVA indicou uma diferenga
significativa entre os tratamentos [F(2,90) =5,8; p<0,05] e o pés-teste de Fisher LSD
apontou diferenca na ingestdo de NaCl 0,3 M ap6s o tratamento com salina e cloreto
de cobalto aos 60 min de experimento (figura 5A). Em relacdo a ingestdo de agua,
nao foram encontradas diferencas entre os tratamentos [F(2,90) = 0,7; p>0,05]
(figura 5B).

A tabela 1 mostra os valores ingeridos de NaCl 0,3 M e de 4gua em ratos que
receberam inje¢bes negativas ou unilaterais no NTSr. Nao houve diferenga entre os
tratamentos na ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M [F(8,420) = 0,2; p>0,05] e
[F(8,100) = 0,14; p>0,05], nem de &agua, [F(8,420) = 0,42; p>0,05] e [F(8,100) = 0,47;

p>0,05], respectivamente, do grupo com inje¢cdes negativas e unilaterais.
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Figura 5: A) Ingestao cumulativa de NaCl 0,3 M (ml) e B) ingestdo cumulativa de agua (ml) em ratos
submetidos a deplecdo de sddio que receberam injecdes bilaterais de muscimol (120
pmol/0,1 pl), cloreto de cobalto (1 mM/0,1 pl) ou salina na regido NTSr. Resultados
expressos como média £ EPM n = ndmero de animais.

Fonte: Da autora
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TABELA 1: INGESTAO CUMULATIVA DE AGUA E NaCl 0,3 M INDUZIDA POR DEPLEQAONDE
SODIO EM RATOS QUE RECEBERAM INJECOES UNILATERAIS OU EM REGIOES
FORA DO NTSr (INJECOES NEGATIVAS) DE MUSCIMOL, CLORETO DE COBALTO

OU SALINA
tratamento NTS n 30 min 60 min 90 min 120 min
Consumo de NaCl 1,8 % (ml)
salina (negativo) 32 10,0+£0,9 12,0+0,9 12,7+0,9 13,0+0,9
CoCI2 (negativo) 29 10,1+1,3 111+13 119+1,2 120+1,2
muscimol (negativo) 29 84+1,3 10,7+1,3 122+14 124+14
salina (unilateral) 8 90+11 112+1,0 11,3+1,0 116+0,9
CoCI2 (unilateral) 8 9,8+2,0 10,7+2,2 11+£2,0 11,3+2,0
muscimol (unilateral) 7 44+£20 66+1,8 83+22 90+21
Consumo de agua (ml)
salina (negativo) 32 1,0+0,2 18+04 22+05 25+0,8
CoCI2 (negativo) 29 13+05 24+0,6 3,6+0,7 3,7+0,7
muscimol (negativo) 27 02+0,1 13+04 18+04 22+05
salina (unilateral) 8 19+04 3,7+0,9 3,8+0,9 3,8+0,9
CoCI2 (unilateral) 8 1+0,2 1,7+05 3,0+£0,8 3,0+£0,8
muscimol (unilateral) 7 1,1+0,8 29+1.2 39+1.3 45+13

Valores expressos como média + EPM.

Fonte: Da autora

4.3 EFEITOS DA ADMINISTRACAO BILATERAL DE MUSCIMOL NO NPBL SOBRE
O TESTE DE REACAO AO SABOR AO NaCl 0,3 M

Em animais saciados e normovolémicos, a administracao bilateral de muscimol
(0,5 nmol/0,2 ul) no NPBL n&do modificou o numero de respostas hedbnicas
[F(3,12)=1,0; p>0,05] e de respostas aversivas [F(3,12)=0,13; p>0,05] ao NaCl 0,3 M
em comparagao com a administragéo de salina (figura 6).

Durante o teste de reacdo ao sabor, a ingestdo de NaCl 0,3 M e de agua foi
avaliada até os 180 min, e os valores registrados foram 13,2 £ 5,7 ml e 4,5 £ 0,9 ml,

respectivamente.
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Também néo foram verificadas diferengas entre os tratamentos no numero de
respostas hedonicas [F(3,28) = 0,32; p>0,05] e aversivas [F(3,28) = 1,1; p>0,05] nos

animais que receberam injecdes de salina ou muscimol fora do NPBL (n = 8).

150 1~
135 A [ salina
muscimol - 30 min
120 A BN muscimol - 120 min
B muscimol - 180 min
105 A

90 A
75 1
60 1
45 -

numero de reagoes

30 -
15 A

hedénicas aversivas

Figura 6 - NUumero de reacBes hedbnicas e aversivas apos injecdo de salina ou 30, 120 e 180 min
apos a administracdo de muscimol (0,5 nmol/0,2 pl) no NPBL em ratos saciados. Valores
cumulativos expressos como média + EPM. n = nimero de animais.

Fonte : Da autora

4.4 EFEITOS DA COMBINACAO DE INJECOES BILATERAIS DE SURAMIN (2
nmol/0,2 pl) E MOXONIDINA (0,5 nmol/0,2 ul) NO NPBL SOBRE A INGESTAO
DE AGUA E NaCl 0,3 M EM RATOS DEPLETADOS DE SODIO

De acordo com a figura 7A e 7B, injecOes bilaterais de moxonidina (0,5
nmol/0,2 pl) no NPBL aumentaram a ingestao de NaCl 0,3 M [F(3,12) = 5,0; p<0,05]
e de agua [F(3,12) = 8,2; p<0,05], respectivamente, em ratos submetidos a deplecéo
de sodio. A prévia injecéo bilateral de suramin (2 nmol/0,2 ul) no NPBL reduziu os
efeitos da moxonidina sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M e de agua. Porém, apenas a
injecdo de suramin no NPBL reduziu a ingestdo de NaCl 0,3 M e de 4gua em ratos

depletados de sodio.
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Figura 7 - A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M (ml) e B) ingestdo cumulativa de agua (ml) em ratos
submeidos a deplecao de sédio que receberam injecdes bilaterais de suramin (2 nmol/0,2
ml) ou salina + moxonidina (0,5 nmol/0,2 ml) ou veiculo no NPBL. Resultados expressos
como média + EPM. n = niUmero de animais.

Fonte: Da autora
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4.5 EFEITOS DA COMBINACAO DE INJECOES BILATERAIS DE ANTAGONISTA
PURINERGICO P2X, PPADS (4 nmol/0,2 pl) E MOXONIDINA (0,5 nmol/0,2 pl)
NO NPBL SOBRE A INGESTAO DE AGUA E NaCl 0,3 M EM RATOS
DEPLETADOS DE SODIO

De acordo com a figura 8A, a administracdo bilateral de moxonidina (0,5
nmol/0,2 ul) no NPBL aumentou a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecéo de
sodio, [F(3,12)=13,6; p<0,05]. A prévia administracdo de antagonista purinérgico
P2X (PPADS) (4 nmol/0,2 pl) no NPBL aboliu os efeitos da moxonidina sobre a
ingestdo de sbdio, enquanto que apenas a administracdo de PPADS no NPBL nao
alterou a ingestéo de sédio.

A figura 8B mostra que nesse grupo de animais os tratamentos realizados no
NPBL ndo alteraram a ingestdo de agua induzida por deplecdo de saodio,
[F(3,12)=3,0; p>0,05].

Em ratos que receberam injecdes bilaterais de PPADS e moxonidina em
regides fora do NPBL (inje¢bes negativas), ndo houve diferencga entre os tratamentos
na ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M [F(12,445) = 0,08; p>0,05], e de &gua,
[F(12,445) = 0,26; p>0,05] (tabela 2).
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Figura 8 - A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M (ml) e B) ingestdo cumulativa de agua (ml) em ratos
submetidos a deplecdo de sédio que receberam injecdes bilaterais de PPADS (4
nmol/0,2 pl) ou salina + moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no NPBL. Resultados
expressos como média + EPM. n = nimero de animais.

Fonte: Da autora
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TABELA 2: INGESTAO CUMULATIVA DE AGUA E NaCl 0,3 M EM RATOS DEPLETADOS DE
SODIO QUE RECEBERAM INJECOES DE ANTAGONISTA PURINERGICO P2 E
MOXONIDINA EM REGIOES FORA DO NPBL (INJECOES NEGATIVAS)

Tratamento NPBL n 30 min 60 min 90 min 120 min
Consumo de NacCl 1,8 % (ml)
salina /salina (negativo) 24 12,7+1,4 148+1,7 15,0£1,6 153+1,6
PPADS e moxonidina (negativo) 24 138+1,5 16,0+ 1,6 17014 174+1;3
salina e moxonidina (negativo) 23 16,4+1.5 188+1,5 195215 196+14
PPADS e veiculo (negativo) 22 12,2+ 1,6 142+1,8 159+14 16,014
Consumo de agua (ml)
salina /salina (negativo) 24 105+0,31 20+0,4 2,2+ 0,5 22+05
PPADS e moxonidina (negativo) 24 0,8+0,2 1,8+£0,3 2,1+05 2,2+05
salina e moxonidina (negativo) 23 1,1+0,3 2,4+0,7 2,7+0,7 3,0£0,7
PPADS e veiculo (negativo) 22 0,4+0,2 1,3+0,4 15+04 15+05

Valores expressos como média = EPM.
Fonte : Da autora
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5. DISCUSSAO

Os presentes resultados mostram que, em animais submetidos a deplecao de
sédio, a administracéo bilateral de cloreto de cobalto (1 mM) no NTSr promoveu um
discreto aumento da ingestdo de sodio, enquanto que nédo houve alteracdo desse
parametro apos as injecbes de muscimol (0,5 nmol). Em relacdo ao NPBL, o
aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M e de agua em ratos com deplecdo de sodio
tratados com moxonidina no NPBL foi reduzido pela prévia injecdo bilateral de
suramin nesta mesma area. Porém, apenas a injecdo de suramin no NPBL quase
aboliu a ingestdo de NaCl 0,3 M e aboliu a ingestdo de agua em ratos depletados de
sédio. O aumento da ingestao de NaCl 0,3 M em ratos com deplecéo de sédio apos
injecdes de moxonidina no NPBL também foi reduzido pela prévia injecao bilateral
de PPADS nesta mesma area, sendo que apenas a injecdo desse antagonista nao
alterou a ingestao de sodio induzida por deplecédo. Em relacdo ao teste de reacao de
sabor ao NaCl hipertdnico, em animais saciados que tiveram injecdes bilaterais de
muscimol (0,5 nmol) no NPBL n&o foram observadas alteracdes no numero de

respostas hedbnicas ou aversivas a infusdo intraoral de NaCl 0,3 M.

5.1 PAPEL DO NTSr SOBRE A INGESTAO DE AGUA E DE NaCl 0,3 M EM RATOS
DEPLETADOS DE SODIO

O papel da regido caudal do NTS sobre o comportamento ingestivo de agua e de
sédio em animais ja foi avaliado em diferentes modelos experimentais. Lesdes
eletroliticas agudas e crdnicas restritas ao cNTS promoveu um aumento da ingestao
de NaCl 0,3 M e de 4gua induzida por deplecéo de sodio 24 horas, (OGIHARA et al.,
2009). Além disso, recentemente foi publicado um estudo demonstrando que ratos
com lesado eletrolitica cronica do cNTS apresentam um aumento da ingestdo de
agua induzida pelo aumento de osmolaridade plasmatica quando comparado aos
animais com lesao ficticia (BLANCH et al., 2013). Em conjunto, esses trabalhos

sugerem um papel inibitorio do NTS caudal sobre o comportamento ingestivo.
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Sobre o NTSr, ja foi verificado que lesBes eletroliticas realizadas no NTSr
interromperam o aumento da palatabilidade ao sédio e bloquearam a expressao
comportamental do apetite ao sodio normalmente observada em animais intactos
apos a deplecéo de sodio (FLYNN et al., 1991). Esse estudo mostrou que o NTSr, a
primeira estagéo sinaptica das aferéncias gustatorias do sabor ao sédio em ratos, é
importante para a palatabilidade ao s6dio em situagfes de deficiéncia de sodio,
apesar da limitacdo de que essas amplas lesGes eletroliticas destroem tanto corpos
celulares como fibras de passagem (FLYNN et al., 1991).

Bradley et al. (1996) utilizaram preparacdes de cortes encefalicos in vitro para
estudar as propriedades farmacoldgicas dos neurénios do NTSr. Foi verificado que
0s neurbnios do NTSr respondem tanto a estimulacdo glutamatérgica quanto a
estimulacdo com o aminoacido inibitério GABA. Por meio do uso de antagonistas,
esse estudo verificou que o NTSr apresenta receptores glutamatérgicos ionotropicos
e metabotrépicos, além de receptores GABAérgicos do tipo A e B, (BRADLEY et al.,
1996).

Smith e Li (1998), utilizando a técnica de registro extracelular unitario,
estudaram os efeitos da ativacdo e do bloqueio de receptores GABAa sobre
neurbnios do NTS responsivos a estimulacdo elétrica ou estimulacdo quimica
(sacarose, acido citrico, quinina e NaCl) aplicada na parte anterior da lingua de
hamsters. Injecdo de GABA no NTSr produziu uma inibicdo dose-dependente da
atividade de cerca de 63% dos neurbnios responsivos ao sabor aplicado diretamente
na superficie da lingua. Também foi verificado um aumento da atividade de
aproximadamente 61% desses neurbnios responsivos ao sabor apds a injecdo de
bicuculina (antagonista de receptores GABA,), sugerindo que esses neurdnios do
NTS responsivos ao sabor estariam sob tonica inibicio GABAérgica. Esses autores
demonstraram que mecanismos GABAérgicos medeiam transmissao sinaptica
inibitoria sobre neurénios do NTS responsivos ao sabor (SMITH; LI, 1998).

Apesar de varios estudos in vivo e in vitro mostrarem a participacdo dessa
area no processamento das informacfes sensoriais (para revisédo, vide BRADLEY,
2007), os efeitos do bloqueio reversivel exclusivamente dos neurénios NTSr na
modulacdo do comportamento ingestivo ao sédio em ratos depletados de sodio até

entdo permaneciam desconhecidos.
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Em nosso estudo, foi utilizado o muscimol (um agonista de receptores
GABA,) e também o cloreto de cobalto como ferramentas de estudo em substituicdo
as lesdes eletroliticas na regido do NTSr. Foi utilizada a dose de 120 pmol de
muscimol com base em estudos prévios de Moreira et al. (2005) e Takakura et al.
(2007). O cloreto de cobalto reduz o influxo pré-sinaptico de calcio, causando uma
inibicdo reversivel da liberacdo de neurotransmissores com um consequente
blogueio sinaptico, sem alterar as fibras de passagem (KRETZ, 1984). A
concentracéo de cloreto de cobalto utilizada no presente estudo (1 mM) foi baseada
em estudos de Crestani et al. (2010) e Granjeiro et al. (2012).

Os presentes resultados mostraram um pequeno aumento da ingestao
cumulativa de sddio induzida por deplecao de sodio apds o tratamento com cloreto
de cobalto no NTSr. Em outras palavras, a inativacdo reversivel da transmissao
sinaptica do NTSr (que ndo afeta as fibras de passagem) durante a deplecdo de
sédio produziu um discreto aumento da ingestdo cumulativa de soédio em relacédo ao
tratamento controle apenas aos 60 min de experimento. Considerando que o0s
neurbnios do NTSr estariam sob tdnica inibicio GABAérgica, o bloqueio da
transmissao sinaptica pelo cloreto de cobalto estaria reduzindo esse ténus inibitorio,
facilitando assim a ingestdo de sodio induzida por deplecao.

Por outro lado, a ativagdo de receptores GABAA por meio das injecdes de
muscimol (120 pmol) no NTSr ndo alterou a ingestdo de soédio induzida por
deplecdo. Tal fato indica que a ativacdo GABAérgica adicional com injecdo de
muscimol no NTS nédo altera o comportamento de ingestdo em ratos depletados de
sédio, sugerindo que os neurbnios do NTSr estariam sob tonica inibicdo
GABAérgica. Diferentemente dos demais estudos eletrofisiolégicos que avaliaram a
atividade neuronal in vivo em ratos anestesiados sem nenhum tratamento prévio,
nosso estudo foi realizado sob a condicdo de deplecéo de sodio. E possivel que a
neurotransmissdo no NTSr durante uma deplecdo de sddio seja modificada em
relacdo a uma situacdo basal. Assim sendo, mais estudos serdo necessérios para se
esclarecer o papel do NTSr na modulacdo do apetite e palatabilidade ao sédio em

animais conscientes e submetidos a deplecéo de sodio.
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5.2 ATIVACAO DE RECEPTORES GABAERGICOS NO NPBL E A
PALATABILIDADE AO NaCl 0,3 M

Estudos in vitro indicaram que receptor GABAA seria um neurotransmissor
inibitério em neurénios gustatorios do NPB (KOBASCHI; BRADELY, 1998), e que o
NTSr envia projecdes orais e sensoriais ascendentes para o nucleo parabraquial
(NPB) (MCPHEETERS, et al., 1990; CHO et al., 2002; MONROE; Di LORENZO,
1995; BRADLEY, 2007).

A ativacao de receptores GABAx no NPBL com injecdes bilaterais de muscimol
induz uma potente ingestdo de NaCl hipertbnico em animais saciados e
normoidratados (DE OLIVEIRA et al., 2007). Muscimol no NPBL também aumenta a
ingestao de sodio induzida pelo tratamento FURO + CAP sc e por deplecdo de sédio
por 24 h (CALLERA et al., 2005; DE OLIVEIRA et al., 2007). O pré-tratamento com
bicuculina (antagonista receptor GABA,) aboliu os efeitos do muscimol (CALLERA et
al., 2005), confirmando a participacédo dos receptores GABAA no controle da ingestéo
de sadio.

A ativacado de receptores adrenérgicos a, além de aumentar da ingestdo de
NaCl 0,3 M produzido pela administracdo de moxonidina no NPBL (ANDRADE et al.,
2004), também promove mudancas no padrdo de respostas comportamentais
observadas no teste de reacdo ao sabor de NaCl 0,3 M (ANDRADE et al., 2011). Os
resultados deste estudo mostram que ambos os grupos de animais tratados com
injecbes de moxonidina ou veiculo no NPBL apresentaram aumento das respostas
hedbnicas e diminuicdo das respostas aversivas apos o tratamento com FURO +
CAP sc antes do acesso ao sodio e a 4gua. Quando comparado com as injecdes de
veiculo no NPBL, o tratamento com moxonidina nessa area nao alterou o numero de
respostas hedodnicas, tampouco o numero de respostas aversivas ao NaCl 0,3 M em
ratos depletados de sodio antes do acesso ao NaCl 0,3 M e agua. Contudo, em
comparacdo com o0s animais tratados com veiculo, os animais tratados com
moxonidina no NPBL continuaram a exibir um numero aumentado de reacdes
heddnicas e um numero reduzido de respostas aversivas apos o consumo de grande
volume de NaCl 0,3 M e 4gua. Em outras palavras, o tratamento com moxonidina no

NPBL parece bloquear o declinio relacionado a saciedade das respostas hedonicas



52

e/ou aumentar as respostas aversivas que normalmente ocorrem durante e apos o
consumo de NaCl 0,3 M e agua, (ANDRADE et al., 2011). Esses resultados com
injecbes de moxonidina no NPBL, alterando o padrédo de reatividade ao sabor ao
NaCl 0,3 M sugerem que a ativagao de receptores adrenérgicos a, no NPBL reduz
0s sinais inibitérios ativados em consequéncia da ingestdo de NaCl hipertbnico e
agua (ANDRADE et al., 2011).

Em relacéo ao teste de reacdo de sabor ao NaCl hipertbnico apds as injecdes
de muscimol nos animais saciados que tiveram injecdes bilaterais de muscimol (0,5
nmol) no NPBL né&o foram observadas altera¢cdes no nimero de respostas heddnicas
ou aversivas apoés a infusdo intraoral de NaCl 0,3 M. Apesar de que a ativacao
gabaérgica no NPBL induz potente ingestdo NaCl 0,3 M (CALLERA et al., 2005),
nao foram observadas alteracdes no teste ao sabor ao NaCl 0,3 M. Esses resultados
sugerem que o bloqueio de receptores GABAérgicos do NPBL, que leva a um
blogueio dos mecanismos inibitérios da ingestéo de sédio, ndo € capaz de alterar as
respostas comportamentais oro-faciais de percepcdo ao sabor ao sodio hiperténico.
Assim sendo, o0 mecanismo pelo qual o muscimol no NPBL produz uma inducéo da
ingestdo de sédio em animais saciados ndo seria por modular a palatabilidade ao
sédio hipertdnico. Como o NPBL recebe vérios tipos de sinais aferentes
provenientes de diversas regides do NTS e da AP, ainda ndo se sabe qual seria
entdo a informacdo aferente que estaria sendo modulada pela ativacdo de
receptores GABAérgicos do NPBL para produzir uma resposta tardia de aumento da
ingestdo de sodio. Estudos investigando os efeitos dos demais mediadores do NPBL
envolvidos no controle do comportamento ingestivo (por exemplo, CCK e 5-HT)
sobre o teste de percepcdo ao sabor ajudardo a esclarecer se a ingestdo de sédio
hiperténico que ocorre apdés o bloqueio dos mecanismos do NPBL se deve a uma
alteracdo da percepcdo ao sabor salgado, o que sugeriria um papel do nudcleo
parabraquial na integracéo das aferéncias gustatorias.

5.3 INTERACAO ENTRE O MECANISMO PURINERGICO E ADRENERGICO a; NO
NPBL NO CONTROLE DA INGESTAO DE AGUA E DE NaCl EM RATOS
DEPLETADOS DE SODIO
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Os receptores adrenérgicos a, sdo encontrados no sistema nervoso central e
periférico e tém localizacdo tanto pré quanto pos-singptica, (FRENCH, 1995). No
SNC, esses receptores tém importante papel na regulacdo da liberacdo de
neurotransmissores através de autorreceptores localizados em terminais nervosos
noradrenérgicos e de heteroceptores localizados em outros tipos de neurdnios, como
a serotonina. Os receptores adrenérgicos alfa, estdo acoplados a proteina G, e suas
funcbes sado mediadas pelas proteinas Gi/Go. Todos o0s subtipos estédo
negativamente acoplados a adenilato ciclase, e o efeito inibitério € mediado pela
inibicdo da producdo de AMP ciclico (BYLUND, 1995).

J4 o conceito da neurotransmissdo purinérgica, em que o ATP e a
adenosina sdo as principais substancias ativas, foi introduzido por Burnstock em
1972. O ATP bem como seu metabdlito, a adenosina, sdo purinas extracelulares
envolvidas em diversos efeitos bioldégicos atuando nos receptores chamados
purinérgicos (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998; FREDHOLM, 1995; BURNSTOCK,
1997; KENNEDY, 2000; FAGURA et al., 2000). Os receptores purinérgicos foram
primeiramente divididos bioquimica e farmacologicamente por Burnstock (1978) em
2 classes: P1 e P2. De acordo com esta classificacdo, os receptores P1 sao
exclusivos para a adenosina e sédo subdivididos em 4 tipos: Al, A2a, A2b e A3,
estando todos acoplados a proteina G e dependentes de adenilciclase. Além
disso, eles sdo antagonizados por metilxantinas e seus derivados. Os receptores
P2 sdo exclusivos para o ATP e sao subdivididos em dois tipos: P2X e P2Y. Nos
mamiferos, os receptores P2X sédo subdivididos em sete tipos: (P2X1 a P2X7) e
sdo dependentes de canais ibnicos (ionotropicos). Os P2Y sao subdivididos em 5
tipos: (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y1ll) e sdo acoplados a proteina G e
operam via inositol trifosfato (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). O ATP é o agonista
natural para os receptores P2, porém a sua meia-vida € muito curta, ou seja, o ATP
€ muito instavel e € rapidamente degradado na fenda sinaptica por ecto-
nucleotidases, sendo a adenosina o seu principal metabdlito. Os receptores
purinérgicos P2X sdo ativados por analogos ou agonistas mais estaveis do que o
ATP como o alfa-beta-metileno- adenosina 5'-trifosfato (a,B-metil ATP) e o alfa-
gama-metileno-ATP, enquanto os receptores P2Y tem como agonista o 2-metilthio-
ATP (2meS-ATP), (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998).
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Em relac&o do nucleo parabraquial lateral (NPBL), sabe-se que a ativagédo de
receptores adrenérgicos alfa, com inje¢Bes bilaterais de moxonidina (agonista de
receptores adrenérgicos a, e imidazolicos) ou noradrenalina produz um potente
aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M induzido pelo tratamento subcutaneo do
diurético furosemida (FURO) combinado com baixa dose do inibidor da enzima
conversora de angiotensina, captopril (CAP) (ANDRADE et al., 2004; GASPARINI et
al., 2009; ANDRADE-FRANZE et al., 2010). O potente aumento da ingestdo de NaCl
0,3 M produzido pela administracdo de moxonidina no NPBL (mais do que dez vezes
a gquantia ingerida pelos controles tratados com FURO + CAP sc e veiculo no NPBL)
foi completamente abolido pelo RX 821002, um antagonista de receptores
adrenérgicos ap, indicando que a moxonidina produz um potente, seletivo e
especifico aumento da ingestdo de NaCl hipertbnico pela acdo em receptores
adrenérgicos a,, (ANDRADE et al., 2004). Em conjunto, esses resultados sugerem
que a ativacdo de receptores adrenérgicos a, do NPBL podem reduzir os efeitos dos
mecanismos inibitérios que limitam a ingestdo de sodio (ANDRADE et al., 2004;
GASPARINI et al., 2009; ANDRADE-FRANZE et al., 2010). Como ja demonstrado
anteriormente, os efeitos da ativacao de receptores adrenérgicos a, no NPBL sobre
a ingestao de sédio ndo sao devido a uma facilitacdo ndo especifica de todos os
comportamentos ingestivos, uma vez que a ingestao de solucdo de sacarose ou a
ingestdo de alimento ndo sdo alteradas pelas injecGes bilaterais de moxonidina no
NPBL (ANDRADE et al., 2004, 2007).

Mais recentemente, também foi demonstrada a participacdo de mecanismos
purinérgicos do NPBL no controle da ingestdo de sédio induzida por deplecao de
sodio (MENEZES et al.,, 2011). As injecdes bilaterais de a,3-MeATP (a,p-
metilenoadenosina 5'-trifosfato), agonista seletivo de receptores purinérgicos P2X,
aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por deplecédo de sddio [tratamento
com o diurético furosemida (20 mg/kg de peso corporal) seguido de dieta deficiente
de sodio por 24 horas]. A administracdo bilateral no NPBL do antagonista
purinérgico P2 ndo seletivo, suramin, reduziu a ingestdo de sodio induzida por
deplecdo. J4 o prée-tratamento no NPBL com o antagonista de receptores
purinérgicos P2X, PPADS (acido piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-dissulfarico) aboliu
os efeitos das inje¢cdes de a,f-MeATP sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por

deplecéo. Esses resultados sugerem que a ativagdo de receptores purinérgicos do
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NPBL facilita a ingestdo de sddio, provavelmente por restringir os mecanismos do
NPBL que inibem a ingestao de sédio (MENEZES et al., 2011).

Para se estudar se ha uma interacdo entre 0s receptores purinérgicos e
adrenérgicos a, no NPBL no controle da ingestdo agua e NaCl 0,3 M em ratos
depletados de sédio, testamos se o prévio bloqueio dos receptores purinérgicos
poderia alterar os efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos a,. Para tanto,
foram utilizados dois antagonistas: suramin e PPADS. Ja foi demonstrado que
suramim atua em diferentes subtipos de receptores P2 (P2X2, P2X5, P2Y2, P2Y4 e
P2Y11), enquanto que PPADS se liga especificamente em subtipos de receptores
P2X (P2X3 e P2X5), (BURNTOCK et al., 2007).

Os presentes resultados mostram que 0 aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M
e de agua em ratos submetidos a deplecdo de sodio tratados com moxonidina no
NPBL foi reduzido pela prévia injecdo bilateral de suramin nesta mesma érea.
Porém, apenas a injecdo de suramin no NPBL quase aboliu a ingestdo de NaCl 0,3
M e aboliu a ingestdo de dgua em ratos depletados de sédio. Por outro lado, a prévia
administracdo de PPADS bloqueou os efeitos da moxonidina sobre a ingestdo de
sédio em ratos depletados de sodio, enquanto que apenas a injecao de PPADS néo
diminuiu a ingestdo de so6dio em relacdo ao tratamento controle. Portanto,
considerando que o bloqueio dos receptores purinérgicos, por meio da
administracdo de suramin e PPADS, aboliu os efeitos da moxonidina sobre a
ingestdo de sobdio, verificamos que ha uma interacdo entre 0S mecanismos
adrenérgicos e purinérgicos no NPBL para o controle da ingestédo de sédio durante a
deplecéo de sédio.

Os presentes resultados concordam com estudos prévios que sugerem que o
ATP nd@o atua individualmente e sim interagindo com a noradrenalina
(ESPALLERGUES et al., 2007; SLADEK; SONG, 2008). No estudo de Espallergues
et al. foi verificado que astrocitos do nucleo supra-optico (SON), que respondem
especificamente aos neurotransmissores ATP e noradrenalina com aumentos
transientes de célcio intracelular, passam a apresentar uma resposta sinérgica apos
a aplicacdo simultanea de ambos neurotransmissores (ESPALLERGUES et al.,
2007). Em revisao feita por Sladek e Song (2008) sobre os mecanismos envolvidos
na liberacdo de vasopressina (AVP), foi verificado que a exposi¢cdo simultdnea ao

ATP e fenilefrina (agonista de receptores adrenérgicos a1) potencializou a secregao
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de AVP, caracterizado pelo aumento no pico e na duracéo da resposta. De acordo
com esse trabalho, os mecanismos intracelulares envolvidos nessa interacao entre
ativacdo adrenérgica e ativacao de receptores purinérgicos P2X seriam a ativagcao
da proteina quinase C e aumento dos niveis intracelulares de célcio.

No nosso estudo, ndo foram avaliados os mecanismos intracelulares pelos
quais essa interagdo entre os mecanismos adrenérgicos e purinérgicos ocorre.
Todavia, nossos dados mostram que o bloqueio dos receptores purinérgicos P2X
pelo PPADS aboliu os efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos
a./imidazdlicos obtidos pela administracdo de moxonidina. Os efeitos da moxonidina
sdo atribuidos a sua agdo em receptores adrenérgicos a,, uma vez que o tratamento
prévio com o0 antagonista especifico para essa classe de receptores, RX 821002,
bloqueou completamente os efeitos da moxonidina. Esses dados sugerem que ha
uma interagcao entre os receptores adrenérgicos a, e purinérgicos P2X no NPBL
para o controle da ingestdo de sédio, sendo que ambos apresentam um papel

facilitatério para o comportamento ingestivo.
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6. CONCLUSOES

Os presentes resultados sugerem que: a) o bloqueio da transmissao sinaptica
do NTSr pode facilitar a ingestéo de sddio; b) o bloqueio de receptores GABAérgicos
do NPBL parece nao alterar as respostas comportamentais oro-faciais de percepc¢éao
ao sabor ao sodio hipertonico; e ¢) ha uma importante interagcdo entre 0 mecanismo
purinérgico e adrenérgico a, do NPBL para o controle da ingestdo de sodio

hipertonico.
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