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NOs investigamos o possivel papel dos autorreceptor somatodentritico 5-HT1A no nucleo dorsal da
rafe (NDR) sobre a resposta do consumo de sal em condicbes basais e apOs desafios
natriorexigénica induzido pela deplecdo de sodio em ratos. Ratos em condigdo basal, ratos
submetidos a protocolos de deplecdo de sddio, onde os animais foram tratados com furosemida
(20mg/kg, SC) ou protocolo FUROCAP, FUROCAP modificado, estimulacdo beta-adrenérgica ou
modificacdo do protocolo de estimulacdo beta-adrenérgicos. Os animais que foram tratados com
furosemida foram divididos em dois grupos de ratos: um sem acesso a dgua, e com agua ad libitum.
A cirurgia estereotéaxica foi realizada para administracéo (7,5 nmol / rato) de 8-OH-DPAT e (2nmol
/ ratos) WAY 100135 intra-DRN. Sistemicamente os animais receberam WAY 100135 (5mg/kg, IP).
Curiosamente, a microinjecdo de 8-OH-DPAT no DRN promoveu um aumento suplementar de
longa duragdo da ingestdo de 0,3 M NaCl em ratos em condigdo basal, apesar de um elevado
volume ingerido 30 minutos apds a injecdo central. Por outro lado, repetidas doses de microinjegdo
intra-DRN (7,5 nmol / rato) provocou uma diminuicdo significativa a longo prazo na ingestdo de
0,3 M NaCl em ratos em condi¢cOes basais e submetidos aos protocolo de deplecdo. Administragéo
de WAY100135 ndo alteraram as respostas de ingestdo de agua ou NaCl 0,3 M no grupo sem
acesso a agua. Por outro lado, a administracdo sistémica e intra-DRN de antagonista 5-HT1A
promoveu reducdo intensa e prolongada na resposta natriorexigénica, no grupo que recebeu agua ad
libitum. A administragdo aguda de antagonistas 5-HT1A, diminuiu significativamente a ingestéo de
0,3 M de NaCl nos protocolos de Furocap e Isoproterenol Modificado. Esta resposta,
possivelmente, exigiu um aumento da atividade da 5-HT durante saciedade sal de sinalizacdo ao
longo da fase de consumagdo. Estes resultados mostram um claro envolvimento do 5-HT1A DRN
na saciedade ao sédio em condicdes basais e durante a fase de do consumo de sal em ratos
depletados.
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We investigated the possible role of 5-HT1A somatodendritic autoreceptors in the dorsal
raphe nucleus (DRN) on salt intake response during basal conditions and following natriorexigenic
challenge aroused by sodium depletion in rats. Rats in condiction basal, rats submitted to protocols
of sodium depletion, where the animals were treated with furosemide (20mg/kg, SC), protocol
FUROCAP, modified FUROCAP, beta-adrenergic stimulated or modified beta-adrenergic protocols
rats. Animals that were treated with furosemide were divided into two groups of rats with sodium
depletion: one without access to water, and the other received water ad libitum. A stereotaxic
surgery was realized for administering (7.5 nmol/rat) of 8-OH-DPAT and (2nmol/rats)
WAY100135 intra- DRN. The animals received systemic WAY100135 (5 mg / kg, ip).
Interestingly, microinjection of 8-OH-DPAT into the DRN raised an additional long-lasting
increase of 0.3 M NaCl intake in sodium-depleted rats despite a high volume ingested 30 min after
central injection. Conversely, repeated intra-DRN microinjection (7.5 nmol/rat) evoked a significant
long-term decrease in 0.3 M NaCl intake in basal conditions and sodium-depleted rats.
Administration of WAY100135 did not alter the responses of ingestion of water or 0.3 M NaCl in
the group with no access to water. On the other hand, the 5-HT1A antagonist promoted intense and
long-term reduction in the natriorexigenic response, in the group that received water ad libitum.
Acute administration of 5-HT1A antagonist significantly decreased de 0.3 M NaCl ingestion in
modified FUROCAP and modified beta-adrenergic protocols rats . This response possibly
demanded an increased 5-HT activity during salt satiety signaling along the consummatory phase.
These results show a clear-cut involvement of the DRN 5-HT1A somatodendritic autoreceptors in
sodium satiety signaling under basal conditions and during the consummatory phase of salt intake
in sodium-depleted rats.
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1.1-Papel do ion sédio na homeostase hidroeletrolitica

O ion sddio, obtido a partir da ingestdo alimentar geralmente sob a forma de cloreto de s6dio
(NaCl) é essencial para a funcéo fisioldgica. A auséncia de sua ingestdo ou a incapacidade de reté-
lo é incompativel com a sobrevivéncia. Este € o principal cation do compartimento extracelular
sendo o potassio do meio intracelular. Dessa forma o ion sodio desempenha um papel essencial na
regulacdo da osmolaridade dos fluidos corporais, ou seja, 0 gradiente que regula 0 movimento de
agua. Neste contexto, uma alteracdo no estado de hidratacdo do corpo desencadeia respostas
neuroenddcrinas associadas a mecanismos integrados de aprendizado e memaria. O comportamento
de sede em humanos decorre de uma reducdo de osmolaridade plasmatica cerca de 10% e um
aumento de volume cerca de 2% (Fitzsimons, 1985). Os mecanismos neuroenddcrinos e
comportamentais garantem a manutencdo da homeostase de sédio no organismo. Tendo em vista
que o comportamento de ingestdo de agua e sddio é a Unica forma que seres humanos e animais
possuem para repor a perda de ambos, o organismo dispde de uma maquinaria funcional que
compreende sistemas neurais prosencefalicos integrados ao eixo hipotalamo-hipofisario.

1.2-Mecanismo humorais que regulam volume e osmolaridade

O comportamento de ingestdo de agua e sal € um exemplo de estado motivado caracterizado por
sinais fisiologicos integrados de controle do mecanismo de regulacdo de volume e osmolaridade.
Dessa forma, destacam-se mecanismos humorais e centrais que medeiam essa regulagdo. Em
circunstancias normais a alteracdo da homeostase dos fluidos do corpo é corrigida primariamente
pelos rins. O papel renal nesta fungéo é de restabelecer os niveis de sddio via ativagdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Tal sistema é acionado mediante uma condi¢do de
hiponatremia, bem como diminuicdo do volume do liquido extracelular (LEC). As condicdes
descritas acima evocam ativacdo de sensores localizados nas células justaglomerulares da arteriola
eferente, tais sensores sdo sensiveis a variacdo da concentracdo de sddio no LEC, eles estdo
localizados em células do tubulo distal num complexo celular conhecido como mécula densa. Este
sistema renal promove a liberacdo de renina, que serd responsavel pela ativagdo do SRAA
(Tigerstedt & Bergman, 1898; Buoninconti, 1966; Sadowska & Kochanowska, 1966; Poulsen,
1970; Davis & Freeman, 1976; Peart, 1978; Fitzsimons, 1998) Um subproduto importante desse
SRAA é angiotensina Il (ANG I1) que induz diretamente 0 aumento da reabsorcdo de sodio pelo
tubulo proximal e indiretamente aumenta a reabsorcdo de sodio pelo tubulo distal e coletor via
atuacdo da aldosterona. ANG Il tem um papel importante na inducdo de sede e apetite ao sodio,
atuando em estruturas neurais.

Além dessas fungdes descritas acima a ANG Il pode atuar promovendo aumento da
liberacdo de arginina vasopressina (AVP) via ativacdo dos nucleos hipotalamicos, regulacdo da
pressdo arterial e também pode atuar no mecanismo de aprendizado e memoria (Fitzsimons, 1998).
A aldosterona é o produto final do SRAA (Gaten & Stock, 1978; Kater et al. 1982) que tem sua
liberacdo modulada pela ANGII e pela concentracdo plasmatica de potassio; perifericamente atua
regulando a reabsorcdo de sddio e potassio nos ductos coletores e colén (Booth et al. 2002). Foi
descrita uma atuacdo central da aldosterona, aumentando o apetite por sddio (Sakai et al. 1996).

Ainda neste panorama de regulacdo da homeostase do ion sodio ha importantes sistemas
fisiologicos que sdo acionados em condicdo de hipernatremia e aumento do volume do LEC, tais
sistemas integram os fatores inibidores como o peptideo natriurético atrial (ANP) e a ocitocina
(OT). O ANP é liberado pelos cardiomidcitos atriais; o estimulo para sua liberacdo se deve a um
aumento da pressdo arterial e distensdo da parede atrial. Tem uma participacdo relevante na
regulacdo hidroeletrolitica uma vez que é considerado um potente agente diurético, natriurético e
ainda tem acdo vasodilatadora (De Bold et al. 1981). A atuacdo central do ANP foi descrita por
Antunes-Rodrigues et al. (1986). Neste trabalho ele realizou administracdo intracerebroventricular
(ICV) de ANP e evidenciou uma reducdo da ingestdo de sodio em ratos submetidos a deplecédo de
volume.

Outro fator inibitério é a OT produzida por neurdnios localizados em nucleos hipotalamicos como
nacleo paraventricular (PVN) e nicleo supra-Optico (SON) tendo uma maior expressdo de
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neurénios ocitocinérgicos no PVN. Este peptideo desempenha um papel semelhante ao do ANP
como mostrado por Verbalis et al. (1995), onde a administracdo ICV de OT induziu resposta de
inibicdo do apetite ao sddio.

Outro peptideo hipotalamico descrito é AVP que é produzida por estes mesmos nucleos
hipotaldmicos descritos acima, porém com maior expressao no SON, embora haja diferencas
eletrofisiologicamente entre os neur6nios que produz OT e AVP (Armstrong, 1995). Além disso, a
funcéo fisiologica do AVP é também distinta a da OT. O AVP ao nivel periférico atua nos ductos
coletores renais aumentando a reabsorcéo de 4gua, uma vez que aumenta a inserc¢do de aquaporina 2
na membrana apical dos ductos coletores. Como ja foi descrito por Klussmann (2000) a expressao
de aquaporinas 3 e 4 na membrana basolateral é definitiva e assim a agua €é reabsorvida da urina
para o sangue. Centralmente o AVP atua reduzindo o limiar para a sede osmética (Szczepanska-
Sadowska, 1982).

1.3- Mecanismos centrais que regulam osmolaridade e volume

Estudos realizados nos laboratérios que executam protocolo de deplecdo de s6dio observam que o
aumento da ingestdo de salina hipertdnica induzida e espontanea (Leshem et al. 2004) esta atrelado
a alteracOes de plasticidade do sistema nervoso, haja vista que salina hiperténica uma substancia
considerada aversiva se torna prazerosa frente a um estimulo de déficit de sddio. Neste contexto
postula-se uma atuacdo do sistema nervoso central na modulacéo do balanco hidrico e de eletrdlitos
bem como nos componentes motivacionais relacionados com a ingestéo de sodio.

Sabe-se atualmente da existéncia do (Sistema-Renina-Angiotensina) SRA central
(Beresford & Fitzsimons, 1992; Sakai & Epstein, 1990) do qual neurdnio angiotensinéergicos faz
parte. Estes neurdnios liberam ANG Il centralmente em estruturas prosencefalicas localizadas na
lamina terminal (McKinley et al. 1986). Dentre tais estruturas, o 6rgao subfornicial (SFO) e o 6rgao
vasculoso da lamina terminal (OVLT) sdo denominados 6rgdos sensoriais circunventriculares
(CVOs), portanto, destituidos de barreira hematoencefalica (BHE) (Johnson & Gross, 1993). Ainda
nesta mesma linha de raciocinio, essas estruturas sao responsaveis pelo controle central de apetite
ao sodio e sede (Fitts et al. 1990; Weisinger et al. 1990; Thunhorst et al. 1998).

A integracdo do SRA periférico com SNC se deve a auséncia de BHE nestas estruturas.
Estas estruturas estdo localizadas ao longo da parede do terceiro ventriculo (regido antero-ventral do
3° ventriculo, AV3V). Compde ainda a lamina terminal, o nicleo pré-éptico mediano, por¢éo dorsal
e ventral (MnPOd, MnPQOv). O SFO tem mudltiplas conexdes eferentes e aferentes com varias
regibes cerebrais que estdo envolvidas na regulacdo central da funcdo cardiovascular e regulacéo
dos fluidos corporais (Saper & Loewy, 1980; Zardetto-Smith & Watson, 1987). H& em regides
especificas dos CVOs células sensiveis as variacGes de pressdo osmatica, bem como alteracdo da
concentracdo de sddio no plasma e liquido cefalorraquidiano (LCR). Tais células sdo chamadas de
osmoreceptores e sensores para ions sodio (Mc Kinley et al. 1978; Noda 2007). Achados de
biologia molecular demonstraram que esses sensores de sodio sdo canais atipicos de sddio (Nax),
devido a minima homologia com os canais de sddio voltagem dependente (Goldin et al. 2000;
Shimizu et al. 2007; Noda, 2007). No mesmo ano Watanabe et al. (2000) identificou esses canais
nos CVOs e hipdfise. Estudos realizados por Noda (2007) demonstraram uma interacdo entre
neurdnio e célula glial no controle da homeostase de sal. Neste trabalho ele observou que essa
interacdo se deve a participacdo de canais Nax em células gliais do epéndima particularmente no
SFO. Estes canais sao ativados por um aumento do nivel de sodio nos fluidos corporais tendo como
mecanismos de sinalizacdo neurdnios gabaérgicos como inibidores de neur6nios de projecéo.

A regido AV3V inclui a parte ventral do MnPO e o OVLT. Neurbnios sensiveis a alteracdo
de osmolaridade plasmatica e no LCR estdo localizados especificamente na regido AV3V e SFO
(Bisley et al. 1996). O hipotdlamo também integra esse sistema cerebral de controle
comportamental de ingestdo de sal (Antunes-Rodrigues & Covian, 1963). Existem varios estudos
gue demonstraram a existéncia de um circuito neuronal modulando o equilibrio hidroeletrolitico
através de conexdo direta dessa estruturas descritas acima com outras estruturas prosencefalicas e
mesencefélicas.
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Evidéncias experimentais utilizando injec6es de dois tracadores retrogrados fluorescentes no
SON e o outro marcador para o PVN ipsilateral demonstraram marcacdo de neurnios no SFO e
estruturas da regido AV3V. Neste trabalho algumas células destas regides foram encontradas
duplamente marcadas sugerindo que elas projetam para ambos os PVN e SON através de
ramificacdo dos axonios. (Weiss et al. 1990). Em 1995, Smith e colaboradores descreveram uma
conexdo direta do MnPO para grupos pontinos de neurdnios noradrenérgicos e serotoninérgicos. Tal
grupo compreendia os nucleos da rafe regido dorsal e locus coeruleus (LC) na ponte. Neste
contexto, estas conexfes parecem ser intrinsecas para respostas integradas do sistema enddcrino
com o sistema nervoso autbnomo, bem como mudangas comportamentais objetivando restaurar o
equilibrio dos fluidos corporais (Antunes-Rodrigues et al. 2004).

InformacgBes viscero-sensoriais gustativas chegam ao cérebro atraves de trés principais
relés: inervacdo vagal (X) da faringe, glossofaringeo (1X) a inervacdo da lingua posterior e facial
(V1) a inervagdo da lingua anterior. E através deste Gltimo que a sensacdo gustativa de sodio é
transmitida ao SNC (Frank et al. 1983). A transec¢do da corda do timpano, ramo do nervo facial,
desencadeia auséncia de percepcao de sabor do NaCl, enquanto outras medidas de discriminagéo de
gosto permaneceram intactas (Breslin et al. 1993). Estas inervacgdes terminam na porcéao rostral do
nacleo do trato solitario (NTS) (Hamilton & Norgren, 1984) e dai, projecfes ascendem ao nicleo
parabraquial lateral (NBPL) o qual projeta vias para a porcéo pdstero-medial do tdlamo, que por sua
vez enviam fibras para areas corticais implicadas com a discriminacéo gustativa.

Alem desta principal via ascendente, existem varios niveis de ramificacdo que incluem
projecdes para estruturas, tais como a amigdala, nucleo leito da estria terminal e hipotalamo lateral.

Ainda neste panorama, a area postrema (AP) e porcdo medial adjacente do NTS sdo regides
importantes que podem influenciar a ingestdo de sodio e agua. Esta regido recebe projecdes
aferentes de receptores que detectam alteracdo de volume como o0s barorreceptores atriais e
cardiopulmonares (Johnson & Thunhorst, 1997). Ainda nesta mesma linha de raciocinio foi
observado que lesbes na AP bem com no NTSm induzem a respostas semelhantes a uma efetiva
lesdo no NPBL em relacdo a ingestdo de agua (Ohman & Johnson, 1989). O NPBL tem sido
descrito como uma regido cerebral que recebe projecdes serotoninérgicas da AP e NTS (Lanca &
Van der Kooy, 1985) e enviando fibras para outras regides do cerebro conhecidas por desempenhar
um papel importante na regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico (Fulwiler & Saper, 1984; Herbert
et al. 1990).

Neste contexto, NPBL localizado no tronco cerebral especificamente dorsolateralmente ao
pedunculo cerebelar ¢ uma importante estrutura que atua modulando e integrando sinais
relacionados com apetite ao sal e mecanismo de sede. Varios estudos tém demostrado um papel
inibitério do NPBL no apetite ao sodio e dgua (Menani & Johnson, 1995; Menani et al. 1996;
Colombari et al. 1996; Menani et al. 1998; Darven & McKilenley, 2010). LesGes eletroliticas no
NPBL evocam aumento da resposta dipsogénicas e natriorexigénicas em ratos submetidos a
administracdo periférica com isoproterenol (Ohman et al. 1986). Callera et al. (2005) mostraram
que a administracdo bilateral de muscimol (agonista GABA-A) no NPBL induzia uma maior
resposta natriorexigénica em ratos.

O ndcleo accumbens (NAC) e a sinalizacdo dopaminérgica constituem substrato
neuroquimico criticamente envolvido na mediacdo de mecanismos de recompensa associados a
alimentacdo e adicdo por drogas (Kelley, 1999). Evidéncias experimentais com microdialise no
NAC em ratos submetidos a deplecdo de sodio evocaram aumento dos niveis de dopamina
extracelular ap6s a ingestdo de salina hipertdnica (Hoebel et al. 1989). Esse aumento pode esta
vinculado uma menor atividade do transportador de dopamina (DAT) como foi observado por
Roitman et al. (1999). Neste trabalho foi detectada uma menor atividade do DAT em ratos
submetidos a deplecdo de sodio pela administracdo de furosemida e em estudo in vitro com a
administracdo de aldosterona. Reducdo na atividade do DAT aumenta dopamina extracelular no
NAC. Estes resultados sugerem um forte estado de motivacéo, semelhante ao estado que o apetite
por sodio produz. Ratos submetidos a deplecdo de sddio por mais de uma vez apresentaram
aumento da expressdo de c-Fos no NAC e amigdala basolateral (BLA), em comparacdo aos ratos
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depletados apenas uma vez, bem como ratos em condigdo basal (Morris et al. 2008). Estes dados
sugerem que a necessidade de restabelecer os niveis de sddio pode induzir plasticidade cerebral em
locais relacionados ndo sé com o equilibrio corporal de fluidos, mas também com a motivagéo,
recompensa e humor.

O ndcleo leito da estria terminal (BST) é um grupo de neurdnios do prosencéfalo que
circunda a comissura anterior e situa-se rostralmente ao tdlamo. O BST recebe projecéo direta de
neurbnios sensiveis a angiotensina 11 originados do SFO e OVLT (Sunn et al. 2003) sendo descrito
como o destino de uma densa projecdo aferente provenientes dos neurdnios do NTS (Ricardo &
Koh, 1978).

Ainda neste panorama de envolvimento central no balangco hidroeletrolitico relatos
demonstram a participacdo de um sistema nitrérgico central na modulagdo desses sistemas
mencionados anteriormente. Neste contexto tal sistema atuaria modulando a liberacdo de peptideos
como AVP e OT (Pow, 1992; Ventura et al. 2005). Estudos realizados por Ventura et al. (2005)
observaram que o aumento dos niveis plasmaticos de OT e AVP foi acompanhado por um aumento
da atividade da (NO sintase) NOS no PVN e SON. Evidéncias obtidas por Reis et at. (2010)
demonstraram que uma Unica microinjecdo de L-NAME (inibidor da NOS) no ICV induz aumento
da ingestdo de agua e sal, bem como aumenta as concentracdes plasmaticas de AVP, OT e ANP,
com isto tal estudo retratou o envolvimento do sistema central nitrérgico na participacdo de
respostas angiotensinérgicas que facilitam a liberagdo de AVP e OT evocadas por privacdo de agua
e hipovolemia.

1.4-Papel do nucleo dorsal da rafe (DRN) no equilibrio hidroeletrolitico

Por fim, mais ainda nesta mesma linha de raciocinio que discute o envolvimento central da
regulacdo da homeostase dos fluidos corporais 0s nucleos da rafe (NR) mais precisamente as
regides, dorsal e mediana participam de forma relevante neste controle. O papel do nucleo dorsal da
rafe (DRN) no equilibrio hidroeletrolitico foi descrito pela primeira vez por Reis et al. (1994) onde
foi demonstrado um envolvimento do sistema serotoninérgico ascendente na estimulagdo e
liberacdo de ANP. Neste estudo ele realizou lesdo eletrolitica no DRN e evidenciou uma reducao
significativa nos niveis plasmaticos de ANP em animais submetidos a expansao de volume. Esses
resultados suportam a hipotese da existéncia de uma atividade tonica de neurénios serotoninérgicos
que tem seus corpos celulares localizados no DRN que se projetam para AV3V (Stein, 1987).

Anterior a esses achados Azmitia & Segal (1978) numa analise autorradiogréafica identificou
projecdes do DRN para regiGes que regulam alteracdo no equilibrio hidroeletrolitico como OVLT,
MnPO, SFO. Especificamente no SFO Lind, (1986) propds uma conexdo bidirecional desta
estrutura com o DRN. Posteriormente Tanaka et al. (1998) relatou que injecdo intra-cardtida de
ANG Il induz alteracdes eletrofisiologicas dos neurdnios do DRN, neste trabalho eles mostraram
que os neurdnios do SFO com projecGes descendentes para 0 DRN sdo sensiveis a ANG Il
administrada. Sugeriram entdo que os neurénios do SFO que se projetam para 0 DRN podem
monitorar o nivel circulante de ANG Il e transmitir as informacdes para 0 mesmo.

Franchini et al. (2002) realizando experimentos com a técnica de imunoistoquimica detectou
uma diminuicdo significativa da expressdo c-Fos em neurdnios serotoninérgicos localizados no
DRN apds deplecdo de sodio induzida pela dialise peritoneal. Por sua vez neste mesmo trabalho
eles evidenciaram um aumento da expresséo de c-Fos logo apos a ingestdo espontanea e induzida de
sodio, sugerindo que ha uma inibicdo ténica do apetite ao sodio por neurdnios serotoninérgicas
deste local.

1.5-Papel dos neurdnios serotoninégicos (5-HT) nos nucleos da rafe mesencefélica

Recentes estudos eletrofisiologicos tém demonstrado a heterogeneidade de neur6nios
serotoninégicos (5-HT) nos ndcleos da rafe mesencefalica. O DRN é constituido por grupamento
neuronal que basicamente € representado por neur6nios serotoninérgicos, principalmente na regido
rostro-medial que se projetam rostralmente (Azmitia & Segal, 1978; Steinbusch, 1981; Azmitia,
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1987; Bosler & Descarries, 1988). Desta forma, a resposta fisiologica depende de vérios fatores
vinculados a sintese e liberacdo de serotonina, bem como sua atuagao em receptores especificos.

A primeira identificagdo de 5-HT no SNC foi feita por Twarog & Page (1953) achado
considerado um importante marco para neurociéncia. Ela age como um neurotransmissor e foi
identificada numa ampla variedade de locais no SNC, periférico e no tubo digestorio (Jacobs &
Azmitia, 1992). A sinalizacdo serotoninérgica parece desempenhar um papel fundamental na
geracdo e modulacdo de varias fungdes cognitivas e comportamentais. (Griebel, 1995; Artigas et al.
1996; Graeff et al. 1996). A sintese de 5-HT é regulada pelos niveis de triptofano, seu precusor
primario, e pela atividade de isoformas de triptofano hidroxilase (TPH1 e TPH2), sendo a TPH2,
uma enzima exclusivamente cerebral (Walther et al. 2003). A partir de sua sintese é posteriormente
liberada para desencadear suas fungdes fisioldgicas e em seguida recaptada pelo transportador 5-HT
para subseqiente degradacdo, pela acdo da monoamina oxidase (MAO). Sua acdo fisioldgica é
dependente da ativacdo de diferentes familias de receptores serotoninérgicos.

1.6-Receptores serotoninérgicos

Atualmente sdo conhecidos 15 genes que codificam os receptores serotoninérgicos sdo eles 5-
HT1A/B/D/E/F, 5-HT2A/B/C, 5-HT3A / B e 5-HT3C/D/E, 5-HT4, 5-HT5A / B, 5-HT6, 5-HT7.
Esta populacdo de receptor vem sendo alvo de vérios estudos tendo em vista a necessidade de
compressdo da funcdo atribuida a cada um dos receptores 5-HT no cérebro. A maioria dos
receptores de serotonina pertence a familia de receptores de membrana de sete dominios acoplados
a proteina G, que realiza o mecanismo de transdugdo de sinais interferindo na atividade da
fosfolipase C e adenilato ciclase. A uUnica exce¢do € a classe de receptor 5SHT3 que constituem
canais ionicos.

1.7- Receptor 5-HT1A

O receptor 5-HT1A O receptor 5-HT1A foi o primeiro dos receptores serotoninérgicos a ser
clonado e sequenciado (Fargin et al. 1988; Albert et al. 1990). Dentre essas classes de receptores
citadas acima o receptor 5-HT1A esta implicado em um mecanismo de autorregulacdo importante
para modular a atividade serotoninérgica sendo designados neste caso como autorreceptores
somatodendriticos. A densidade de receptores 5-HT1A € consideravelmente alta no sistema
limbico, especialmente no hipocampo, outras regiGes como septo lateral, areas corticais (em
especial o cortex cingulado e cortex entorrinal), e também os DRN e MDR. Em particular, os
autoreceptores 5-HT1A no DRN pode desempenhar um papel crucial no controle fisiolégico de vias
ascendentes 5-HT, modulando a ativacdo excessiva dos neurbénios 5-HT por vias excitatorios
aferentes a partir das diferentes estruturas do prosencéfalo. Azmitia et al. (1996) relatou a existéncia
de receptores 5-HT1A nas células cerebrais gliais, porém tal relato ndo foi confirmado por outros
trabalhos (Burnet et al.1995;.Kia et al. 1996).

Estudos realizados por Sotela et al. (1990), forneceu, com a técnica de imunohistoquimica, a
primeira demonstracdo direta da existéncia de autorreceptores 5-HT1A no soma e dendritos dos
neurdnios serotoninérgicos nos DRN e MDR. Varios trabalhos vém mostrando a importancia da
utilizacdo de antagonistas 5-HT1A na terapia antidepressiva (Gartside et al. 1995; Artigas et al.
1996; Hashimoto et al. 1997; Mitchell & Redfern, 1997; Grignaschi et al. 1998; Trillat et al. 1998).

O aumento dos niveis de serotonina extracelular no prosencéfalo é induzido por inibidores
da recaptacdo de serotonina (ISRS) que é limitado por um feedback negativo envolvendo
autorreceptores localizados na rafe (Artigas et al.1996). Experimentos eletrofisiol6gicos tém
estabelecido que a ativacdo do receptor 5-HT1A causa hiperpolarizacdo neuronal, um efeito
mediado por proteina Gi e resultante abertura de canais para K+ (Nicoll et al. 1990;. Aghajanian.
1995; Kobilka et al. 1987). Além da principal via de transducdo de sinal por ativacdo de
subunidades Ga induzindo a inibigdo da guanilato ciclase, ha também envolvimento de subunidades
By ativando vias adicionais de transdu¢do de sinal, como a ativagdo da fosfolipase C e proteina
quinase C, bem como na modulacdo da conduténcia de canais para K+ , &nions e outros cétions.
(Raymond et al., 1999, 2001).
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Curiosamente, a heterogeneidade observada na distribui¢cdo dos receptores 5-HT1A tem sido
associada com a diversidade na transducdo de sinal do receptor Atualmente o uso de agonistas
(Blier et al. 1990) e antagonistas (Griebel, 1995) na clinica representam uma classe importante de
moléculas com potenciais efeitos terapéuticos nos transtornos de ansiedade ou estresse.

O agonista mais estudado atualmente é o 8-OH-DPAT sendo altamente seletivo. Ele exibe
alta afinidade tendo um Kd = 0,3-1,8 nm (Zifa & Fillion, 1992; Harikumar & Chattopadhyay, 1998;
Harikumar et al. 2000; Kalipatnapu et al. 2004).

Estudos realizados por Fletcher et al. (1993) definiram o WAY100135 como sendo um
antagonista altamente seletivo de ambos receptores 5-HT1A, somatodendriticos e pds-sinépticos.
Dados recentes indicam o antagonista WAY100135 tem propriedades agonistas parciais, pelo
menos em alguns modelos (Schoeffter et al. 1997). Os receptores 5-HT1A estdo implicados na
regulacdo da pressdo arterial, apetite, termorregulacdo aprendizado e memoria comportamento
defensivo caracterizado como imobilidade tonica (Ferreira & Menescal-Oliveira, 2007) ciclo sono-
vigilia.

1.8-Papel do sistema serotoninérgico na excrecdo renal de sédio

Desde 1991 Reis e colaboradores demonstraram uma importante influéncia do sistema
serotoninérgico na taxa de excrecao renal de sodio (Reis et al. 1991; 1994), isto também foi visto
anteriormente por Montes & Jonhson (1990) onde eles atribuiram a resposta natriurética da
serotonina a uma diminuicdo da atividade elétrica do nervo simpatico renal.

O sistema serotoninégico também influencia na liberacdo de ANP, como dito anteriormente
(Reis et al. 1994), OT e AVP (Magalh&es-Nunes et al. 2007). Neste trabalno Magalh&es-Nunes e
colaboradores evidenciaram um aumento significativo na concentragéo plasmatica de OT e AVP em
ratos tratados sistemicamente com sertralina (inibidor da recaptacdo de serotonina) por 21 dias,
neste mesmo trabalho também foi observada uma inibicdo da ingestdo de agua em varios desafios
experimentais.

1.9-Papel do sistema serotoninérgico no apetite por sodio

Anterior ao trabalho de Magalhdes-Nunes e colaboradores, evidéncias experimentais do
nosso laboratdrio demonstraram a participacdo desse sistema na regulacdo de mecanismo de
modulacdo do apetite ao sddio como foi visto por Badaué-Passos et al. (2003), neste trabalho eles
evidenciaram que administracdo sistémica de agonista de receptor 5-HT2C induziu inibicdo da
ingestdo de sddio. Neste mesmo ano Olivares et al. (2003) ao realizar lesdes eletroliticas no DRN
em ratos submetidos a protocolo de deplecdo de volume também foram observados diminuicédo
significativa na ingestdo de NaCl 1,8%. Ainda neste mesmo panorama estudos realizados por Lima
et al. (2004) com farmacos que induz deplecao cerebral de serotonina como o PCPA (inibidor da
triptofano hidroxialase) promoviam exacerbacdo do apetite ao sodio. Nesta mesma linha, trabalhos
realizados pelo grupo de Reis promovendo lesdo no DRN evidenciaram que esse mecanismo
serotoninérgico de modulacéo de saciedade ao sal provavelmente é originario do DRN (Cavalcante-
Lima et al. 2005a; 2005b; Reis 2007).

Em 2007, Badaué-Passos e colaboradores na realizacdo de estudo imunohistoquimico onde
os ratos foram previamente tratados Flurogold intra-DRN e decorridos 7 dias apds a administracao
os animais foram submetidos ao protocolo de deplecdo de sodio por 24 horas (furosemida). Dessa
forma, eles demonstraram que no periodo da fase ingestiva de fluidos, mecanismos fisiologicos
centrais sao acionados para promover saciedade. Esta fase que corresponde a saciedade é decorrente
de uma rapida recuperacdo da osmolalidade plasmatica, concentracdo de sodio e de volume
extracelular, alteracdes detectados por estruturas da LT. Neste contexto, 0 DRN projeta-se para tais
estruturas através de conexdes monossinapticas possivelmente relacionadas com a modulacdo do
apetite ao sodio.

Os mecanismos pelo qual o sistema serotoninérgico especificamente, a partir do DRN
promove saciedade ao sal durante a fase de consumo ainda ndo estdo totalmente desvendados, mas
varios estudos tém contribuido para descrever as principais conexdes neurais integradas nesta
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importante funcdo fisiologica. Ressalte-se que estruturas prosencefalicas que regulam o equilibrio
hidroeletrolitico como hipotalamo lateral, SFO, OVLT, MnPOv, MnPOd, PVN e SON sdo
inervados por neurdnios serotoninérgicos (Azmitia & Segal, 1978; Reis, 2007).

1.10-Circuitos neuronais que integra o DRN e SFO

Estudo realizado por Lind (1986) foi relevante para o entendimento desses circuitos
neuronais que integra 0 DRN a outras estruturas envolvidas no mecanismo de controle
homeostéatico dos eletrélitos, uma vez que ele identificou um circuito neuronal bidirecional entre
SFO e DRN. Este circuito integra informagdes importantes para regulacdo hidroeletrolitica e
cardiovasculares.
1.10-Circuitos neuronais que integra o DRN e nucleos hipotalamicos

Neste contexto estudos evidenciaram a presenca de terminais serotoninérgicos em areas
vasopressinérgicas e ocitocinérgicas, tais como no PVN e NSO (Sawchenko et al. 1983; Larsen et
al. 1996). Achados experimentais de Franchini & Vivas (1999) em ratos submetidos a dialise
peritoneal demonstraram através de analise de imunorreatividade de proteina Fos que durante a fase
de consumo de sodio induzida pela diélise o sistema ocitocinérgico do PVN parece ser ativado por
neurdnio serotoninérgicos localizados no DRN. O aumento de OT plasmética, bem como a
atividade de neurdnios ocitocinérgicos torna-se expressiva ap0s a ingestdo de sal sendo este
mecanismo fisiologico de inibicdo de apetite mais especifico ao sédio (Godino et al. 2007). Com
iSS0, essa integracdo parece representar um dos mecanismos que estaria diminuido o apetite por
sodio.

1.10-Circuitos neuronais que integra o DRN e LPBN

Outra regido cerebral que foi estudada nessa integracdo ¢ o LPBN. Estudos realizados por
Menani et al. (1996) demonstraram, atraves de administracdo de metisergida, um antagonista de
receptores 5-HT2A e 5-HT2C no LPBN em ratos submetidos ao protocolo FUROCAP
apresentaram aumento da ingestdo de salina hipertonica. Ainda discutindo o envolvimento do
LPBN no mecanismo de saciedade ao sddio que integra 0 DRN, Margatho et al. (2008) realizando
estudos imunohistoquimicos em ratos submetidos a expansdo de volume detectou atividade
neuronal em regides do DRN que se projetam para o NPBL.

Estudos dos grupos de Menani, Vivas e Antunes-Rodrigues (Menani et al. 1996; 1998a;
1998b; 2002; Franchini et al. 2002; Margatho et al. 2007) reunidos as nossas evidéncias suscitaram
a possibilidade de uma integracdo do LPBN em circuito com o DRN para a veiculacdo de
informacOes as estruturas prosencefalicas implicadas com a regulacdo homeostéatica dos liquidos
corporeos, através do aumento da excre¢do de sodio e da saciedade ao sal.

Trabalhos usando microdiélise no LPBN em ratos submetidos ao protocolo de FUROCAP
evidenciaram que quando estes animais ingeriam salina hiperténica (1,8%) e agua, 0s niveis
extracelulares de serotonina e seus metabolitos aumentaram no LPBN em contrapartida nos animais
gue ndo tiveram acesso aos bebedouros contendo agua e salina hiperténica nesses animais tinha os
niveis extracelulares de serotonina e seus metabolitos reduzidos. Neste mesmo trabalho foi
evidenciado que esta reducdo também ocorria quando realizava microinjecdo de ANG Il no SFO
(Tanaka et al. 2004). Neste contexto os niveis extracelulares de serotonina e seus metabolitos no
LPBN parece critica para induzir saciedade no momento que o animal esta ingerido NaCl 1,8% e
agua.

1.11-Participacao dos receptores 5-HT1A do DRN na saciedade ao sal.

A atividade ascendente de neurbnios serotoninérgicos, portanto, parece ser essencial para a
modulacdo da resposta de apetite ao sddio. Reunindo todas as evidéncias elucidadas anteriormente
os estudos até aqui sugerem a participacdo dos receptores 5-HT1A do DRN no mecanismo de
sinalizacdo fina de sinalizacdo de saciedade ao sal.

Estudos realizados pelo grupo de Ciccocioppo demonstraram que a administracao sistémica
aguda de agonistas 5-HT1A (Cooper et al. 1988; Cooper & Ciccocioppo, 1993) aumentava a
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ingestdo de sal em animais submetidos a privacdo hidrica. Entretanto, estes autores analisaram a
ingestdo de fluidos por apenas 30 minutos. Por outro lado, a administracdo sistémica por longo
prazo de agonistas serotoninérgicos de receptores 5-HT1A provoca alteragdes na plasticidade dos
autorreceptores somatodendriticos do DRN. Estas alteracbes neuroquimicas sdo representadas
inicialmente por infra-regulacdo e posteriormente por dessensibilizagdo destes receptores com
concomitante aumento da liberagdo sinaptica de serotonina (Sprouse & Aghajanian 1987, Hutson et
al. 1989, Invernizzi et al. 1991).

Estas evidéncias na plasticidade dos autorreceptores somatodendriticos introduziram o
conceito de que a obtencdo de respostas terapéuticas por tratamentos cronicos com antidepressivos
(especificamente 0s que sdo realizados com agonistas que ativam os receptores 5-HT1A) é
dependente de aumento da atividade serotoninérgica ascendente durante o tratamento da depressdo
(Hjorth et al. 2000; Assié et al. 2006; Watanabe et al. 2006).

1.12-Justificativa

Neste estudo pretendemos investigar este mecanismo de controle que integra autorreceptores
somatodentriticos localizados no DRN, onde se acredita existir subnicleos de neur6nios
serotoninérgicos que integram mecanismo de regulacdo do sédio corporal. Com isto, ensejamos a
hip6tese da existéncia de um grupamento de neurdnios serotoninérgicos que ascendem a estruturas
prosencefalicas para modular o apetite ao sodio e iniciar a saciedade ao sal.

Nesta condicdo, relevamos que a ativacdo dos autorreceptores 5-HT1A somatodendriticos
reduz a frequéncia de disparo dos neurdnios serotoninérgicos, conforme amplo reconhecimento
(Aghajanian, 1987; Blier & Montgny, 1990; Liu et al. 2005). Portanto, conjeturamos que uma
resultante reducdo da transmissdo serotoninérgica promove uma desinibicdo do mecanismo de
modulacgéo do apetite ao sodio levando a um aumento da ingestdo de sal apds administracdo aguda
de agonista 5-HT1A. Desta forma, defendemos a hipdtese de que quando usamos um antagonista
especifico desse receptor, diminuindo sua atividade (ou seja, reduzindo a probabilidade de interacdo
da serotonina com o receptor), possivelmente o oposto aconteca e o animal tende a reduzir a
ingestdo de salina NaCl 1,8% .
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Figura 2- Representacdo esquemética de seccdo sagital do encéfalo mostrando conexdes entre
area postrema (AP), parede da regido antero-ventral do 3° ventriculo (AV3V) nlcleo dorsal da rafe
mesencefélica (DRN), nucleo parabraquial lateral (LPBN), nucleus tractus solitarius (NTS),
pituitaria (Pit), nucleo paraventricular do hipotalamo(PVN), érgéo subfornicial (SFO). As linhas
continuas representam neurénios serotonérgicos tipicos originados no DRN e linhas interrompidas
representam neurbnios que contém serotonina (mas ndo constituem os tipicamente serotonérgicos)
a partir da AP e NTS. Observam-se as conexdes bidirecionais entre SFO e DRN e entre DRN e
LPBN presumivelmente implicadas com a modulacdo do apetite ao sédio. Elaboracédo e
digitalizacdo da figura de L.C. Reis, P.L. Cedraz-Mercez & R.H. Costa-e-Sousa (a partir de
original publicado nos Anais da Academia Brasileira de Ciéncias por Reis, 2007).
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2.0BJETIVO
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Geral

Pretendemos examinar a hipotese da existéncia de mecanismos de controle da atividade
serotoninérgica especificamente relacionada com a integracdo de sinais geradores da saciedade ao
sal.

Especifico

1- O efeito dos tratamentos agudos (intra-DRN) com o agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT no
apetite ao s6dio e mecanismo de interrup¢do de sede em condi¢des basais e depletados.

2- O efeito do tratamento cronico (intra-DRN) com o agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT no
apetite ao sodio e mecanismo de interrupcdo de sede em ratos em condi¢cdo basal e depletados de
sodio.

3- O efeito da administracdo sistémica e intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A,
WAY 100135 no apetite ao sal em ratos submetidos a diferentes paradigmas experimentais.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 - Apreciagdo Bioética da Experimentagdo Animal

Esta dissertacdo faz parte de um projeto enquadrado na linha de pesquisa entitulado “Influéncia do
Sistema Serotoninérgico no Mecanismo de Saciedade ao Sal em Ratos” tal linha considerada
aprovada no Departamento de Ciéncias Fisiologicas foi previamente analisado e aprovado pela
Comisséo de Etica em Pesquisa e Experimentacdo em Biologia (CEPEB) do Instituto de Biologia
da UFRRJ. Todas as manipulagdes experimentais serdo executadas em consonancia com o Guide
for the Use of Laboratory Animals, publicado por USA National Institutes od Health (NIH
publication No. 85-23, revisado em 1996).

3.2- Animais utilizados

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar machos, sendo o nimero (N) variando de 5 4 11
para cada grupo experimental estudado e com peso variando de 300 a 320g. Os animais foram
mantidos em gaiolas contendo alimento (racdo peletizada padrdo, Purina) e bebedouro contendo
agua ad libitum. As gaiolas eram colocadas no biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologica da
UFRuralRJ. Nesta sala os animais sdo aclimatizados com um sistema de controle do ciclo
claro/escuro (12 horas claro: 12 horas escuro) e temperatura ambiental (25 oC).

3.3- Procedimentos Cirurgicos

Para estudo do envolvimento central dos receptores 5-HT1A no mecanismo de saciedade ao sal,
foram realizadas cirurgias de implantacdo estereotaxica de cénula no nacleo dorsal da rafe
mesencefalica. Os animais foram anestesiados com uma combinagdo de quetamina cujo nome
comercial € Dopalem (Vetbrands) na dose de 60 mg/Kg + xilazina cujo nome comercial € Rompun
(Bayer) na dose de 7,5 mg/Kg, via intraperitoneal. J& num plano anestésico os animais foram
fixados num aparelho estereotaxico (David Kopf). A calota craniana foi incisada e dissecada para
exposicdo das suturas cranianas que sao usadas como coordenadas para realizacdo da implantacédo
da canula, todos os procedimentos foram realizados com as medidas usuais de assepsia. Uma vez
localizados lambda e bregma, sdo tomadas as medidas estereotaxica utilizando-se as coordenadas
estereotaxica antero-posterior = 7,6 a 7,8 mm posterior ao bregma; lateral = 0,0 mm; vertical = 6,4 a
6,6 mm a partir da calota craniana. Imediatamente apos, o cranio é perfurado com auxilio de uma
broca especial e uma canula de aco inoxidavel é implantada na estrutura estudada. Dois orificios
adicionais séo feitos no cranio para a colocagédo de pequenos parafusos e, finalmente, acrilico auto-
polimerizavel (meta-acrilato) é vertido sobre a superficie 0ssea objetivando a modelagem de um
capacete. Foram implantadas canulas de aco inox (12 mm, 0,6 mm de diametro externo) dirigido a
porcdo dorso-medial do DRN. As coordenadas estereotaxicas foram utilizadas de acordo com o
Atlas de Paxinos & Watson (1986) e Reis (1993). Apds a cirurgia os animais foram tratados com
dose profilatica de Pentabidtico Veterinario (Fort Dodge Saude Animal), via intramuscular e
mantida em gaiolas metabolicas ou coletivas por 5-7 dias para recuperacdo cirurgica. Os ratos
foram diariamente manipulados e treinados com as mesmas manobras que seriam utilizadas durante
0 experimento. -

Figura 3- Fotografia do animal submetido a Cirurgia de estereotaxia.
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3.4- Injecdo intra-DRN dos farmacos.

Para administracdo dos farmacos no dia do experimento foi utilizado uma seringa Hamilton de 1pl
conectado ao um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha gengival utilizada para fazer a injecéo
intra-DRN, tal agulha tinha 3 mm de didmetro e 0,6 mm mais longa que canula implantada. O
volume injetado intra-DRN foi de 0,2 pl.

3.5-Histologia

Ao final dos procedimentos experimentais 0s ratos receberam injecdo azul de Evans na dose de
2mg/0,2ul no DRN. Imediatamente os animais foram eutanasiados com guilhotina e a seguir 0s
cerebros foram retirado e fixado em formalina 10% por alguns dias. Com auxilio de um criostato
foram realizados cortes transversais com 50 pum de espessura nos sitios de injecdo. Os cortes
histolégicos foram montados em laminas e posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina. A
analise dos cortes foi feita com o auxilio do Atlas Paxinos e Watson (1986).

Figura 4- Fotomicrografia de corte histoldgico com localiza¢do da canula na regido dorso-medial
do DRN. Aq: Argueduto; mlf : xscp:.

3.6- Farmacos utilizados

3.6.1 Avaliacdo da atividade serotoninérgica

O 8-hidroxi—2—(di — n — propilamino) tetralina (8-OH DPAT) é um agonista de receptor 5-HT1A
(adquirido da Sigma-Aldrich) foi dissolvido em salina isoténica 0,9% (veiculo). 8-OH DPAT foi
administrado intra-DRN na dose de 7,5nmol/0,2ul/animal. O WAY100135 é um antagonista
altamente seletivo de ambos receptores 5-HT1A, somatodendriticos e pds-sinapticos (adquirido do
Sigma-Aldrich). Dissolvido em também em salina isoténica foi administrado por via subcutanea na
dose de 5mg/kg e intra-DRN na dose de 2nmol/0,2ul/animal.

3.6.2- Desafios experimentais

Furosemida, um inibidor do co-transporte 1Na+, 1K+, 2CI- no ramo ascendente espesso da alca de
Henle, foi administrada na dose de 20mg/kg. Captopril, um inibidor de ECA usado na dose de
5mg/kg tambem foi injetado por via subcutdnea. DL-isoproterenol agonista de receptor [-
adrenégico, liberador de renina e potente dipségeno foi administrado na dose de 100 pg/kg por via
subcutanea.
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3.7 -Afericdo da ingestao de agua e sédio

A afericdo da ingestdo de &gua e sodio (apoOs oferta de NaCl, 1,8%) foi realizada em gaiolas
metabdlicas dotadas de bebedouros volumétricos. A salina hipertdnica é normalmente aversiva ao
paladar de ratos bem com para os seres humanos. A ingestdo de salina por ratos apenas ocorre
quando se manifesta um déficit na concentracdo de Na+ e no volume dos liquidos corporais. A
ingestdo de fluidos é expressa em ml/animal por periodos variaveis, de acordo com o protocolo
experimental (60, 120, 180, 240, 300, 330).

3.8-Desafios Experimentais

3.8.1- Deplecao de sodio.

1-Protocolo da Furosemida: A deplecdo de sddio foi realizada através da administracdo de
furosemida na dose de 20mg/kg, mais associacdo de e dieta pobre sem sddio (fuba) 24 horas antes
do experimento (avaliagdo da resposta ingestiva). Devido ao seu potente efeito
natriurético/diurético, a furosemida é amplamente empregada (por administracdo sc) como modelo
classico de inducdo de hiponatremia e hipovolemia em ratos, objetivando induzir a avidez por sal,
ou seja, 0 apetite ao sodio (Fitzsimons, 1998; Badaué-Passos et al. 2003; 2007; Olivares et al. 2003;
Cavalcante-Lima et al. 2005a; 2005b; Reis, 2007).

2-Protocolo Furocap: neste protocolo observamos uma deplecdo de sodio aguda (Mecawi et al.
2008) tendo em vista que os animais sdo previamente tratados com furosemida na dose de 10mg/kg
+ catopril na dose de 5 mg/kg, 60 minutos antes da oferta de fluidos. Dessa forma, tal protocolo
como descritos por muitos pesquisadores configura uma resposta natriorexigénica elucidada pela
geracdo de ANG Il central devido ao aumento de ANG 1 sistémica e diminuicdo de ANG Il
endogena, (Schiffrin et al. 1982; Fitts & Masson, 1989; Fitzsimons, 1998) esta ANG | por sua vez é
convertida em ANGII central pela ECA central em estruturas desprovidas de barreira
hematocefalica como, por exemplo, SFO. A geracdo de ANG Il por sua vez atua em receptores AT1
localizados nos SFO e OVLT induzindo sede e ingestdo de sddio (Thunhorst et al. 1989; Oldfield &
Mckinley, 1995; Thunhorst et al. 1994 Fitzsimons, 1998; Mckinley et al. 2001).

3-Protocolo Furocap Modificado: Este protocolo é uma modificacdo do protocolo descrito acima.
Nesta condicdo, serd feita a associacdo de furosemida (10 mg/kg, sc) + captopril (5 mg/kg, sc) em
ratos previamente tratados com dieta pobre em sddio (fuba de milho) por 5 dias (Mecawi et al em
preparacdo). Os animais foram mantidos sem acesso a agua por 60 minutos e, em seguida, foram
realizadas as manipulacdes experimentais centrais. A medida ingestdo de fluidos sera realizada por
periodo de 30-330 minutos e diariamente de acordo com o protocolo experimental.

3.8.2- Inducéo de sede.

1- Protocolo de estimula¢do B-adrenérgico: Este protocolo é considerado um potente indutor de
sede uma vez que aumenta a liberacdo de renina. Seu efeito dipsogénico deve-se a administracao de
isoproterenol na dose de 100 pg/kg, 60 minutos antes da oferta dos fluidos. O isoproterenol tem
uma agdo direta por estimulacdo de receptores B1 nas células justaglomerular e indireta provendo
ativacdo do simpatico. Neste protocolo foi observado um aumento de ANG Il potente indutor de
sede. (Lehr et al. 1967 ; Rettig et al. 1981).

2- Protocolo de estimula¢ao [B-adrenérgica Modificado: Este protocolo assim como o Furocap
modificado € também uma combinacdo de um protocolo ja descrito acima (Lehr et al. 1963)
associado a um tratamento prévio com dieta pobre em sodio por uma 5 dias. (Mecawi et al, em
preparacdo). O que notamos neste paradigma experimental € uma intensificacdo da resposta tendo
em vista gue a dieta pobre em sddio estimula o SRAA.

3.9-Anélise estatistica dos resultados

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas por intermédio da analise de variancia
(ANOVA) de uma via e o teste de Bonferroni como teste post hoc. O teste “t” de Student ndo
pareado foi utilizado quando pretendiamos analisar as diferencas entre as médias entre dois grupos
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experimentais com uma Unica varidvel em avaliacdo. Em todos os casos as diferencas entre médias
foram consideradas significativas quando P<0,05.

3.10- Grupos Experimentais

Os animais constituirdo os seguintes grupos experimentais:

3.10.1-Efeito da administragdo intra-DRN aguda do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT:

3.10.1.1- Grupos de ratos repletos (normovolémicos e normohidratado)

Os animais em condicdo basais foram tratados com salina isoténica (grupo controle) ou 8-OH-
DPAT, nas doses de 7,5 nmol/0,2pul/rato, intra-DRN. Apds a administracdo do farmaco os animais
receberam os bebedouros graduados contendo NaCl 1,8% e agua para aferi¢do da ingestdo por um
periodo de 300 minutos.

Avaliacdo da ingestdo de agua e salina 1,8%

— N

0 30 60 120 180 240 300 (Tempo em minutos)

8-OH-DPAT -7.5 nmol/0,2pl/animal,
Salina isoténica-1ml/kg, intra-DRN (n =
11)

Figura 5: Escala Temporal do grupo de ratos repletos tratado agudamente com 8-OH-DPAT,
intra-DRN, na dose de 7,5nmol/0,2ul/animal. Tempo em minutos corresponde ao periodo de
avaliacdo da ingestdo de agua e Nacl 1,8%.

3.10.1.2-Grupos de ratos submetidos a estimulagio f-adrenégica pelo Protocolo
ISOPROTERENOL.

Animais submetidos ao protocolo dipsogénico via administracdo de isoproterenol na dose de
100pg/kg. Apds 30 minutos os ratos receberam administracdo intra-DRN de 8-OH-DPAT na
concentracdo de 7,5 nmol/0,2ul/rato e grupo controle receberam 0.2 pl de salina isotonica.
Imediatamente apds os animais foram devolvidos as gaiolas metabolicas com bebedouros
graduados para mensuracdo da ingestdo de dgua e NaCl 1,8% até 300 minutos.
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DL-ISOPROTERENOL

(100pg/kg, sc) Avaliacéo da ingestéo de &gua e salina 1,8% (Tempo em
minutos)

1 N
C T )

I
I ] I I | |
0

-30 0 3 60 120 180 240 300

1

8-OH-DPAT- 7,5nmol/0,2pl/rato intra-DRN
Salina isotdnica- 0,2pl/rato, intra-DRN (n=6)

Figura 6: Escala Temporal do grupo de ratos submetidos estimulagao B-adrenégico pelo Protocolo
ISOPROTERENOL e tratado agudamente com 8-OH-DPAT, intra-DRN, na dose de
7,5nmol/0,2ul/animal. Tempo em minutos corresponde ao periodo de avaliagdo da ingestdo de
agua e Nacl 1,8%.

3.10.2-Efeito da administracdo intra-DRN crénica do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT

3.10.2.1- Grupos de ratos repletos (normovolémicos e normohidratado)

Animais tratados por repetidas doses de 8-OH-DPAT (7,5 nmol/0,2ul/animal) e salina isoténica no
grupo controle, microinjetado intra-DRN, durante um periodo de 6 dias, a administracédo era sempre
realizada na mesma hora no periodo da manha. No sétimo dia ndo realizamos a administracdo do
agonista, e neste mesmo dia foi realizada a mensuracdo da ingestdo de fluidos por um periodo de
300 minutos.

Avaliacio da ingestéo de dgua
e salina 1,8%(tempo em

minuto)

A
- N
| | | | I | A\ I I I I
| | | | | | L | | | |
1 dia 2 dia 3 dia 4dia 5dia 6 diaou-24h 30 60 120 180 240 300

N -
———

L)

8-OH-DPAT -7,5 nmol/0,2pl/animal,
Salina isoténica-1ml/kg, intra-
DRN(n=7)
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Figura 7: Escala Temporal do grupo de ratos repletos (normovolémicos e normohidratado) tratado
cronicamente durante 6 dias com 8-OH-DPAT, intra-DRN, na dose de 7,5nmol/0,2ul/animal. O
Experimento foi realizado 24 horas ap6s o ultimo dia de administracdo. Tempo em minutos
corresponde ao periodo de avaliacdo da ingestao de agua e Nacl 1,8%.

3.10.2.2-Grupos depletados de sddio pelo Protocolo de Furosemida.

Animais tratados por repetidas doses de 8-OH-DPAT (7.5 nmol/0.2ul/animal) e salina isotdnica no
grupo controle, (N=7 para cada grupo) microinjetado intra-DRN, durante um periodo de 6 dias. No
sexto dia os animais foram submetidos & deplecdo de sdédio pelo protocolo de furosemida e no
sétimo dia foi realizada a mensuracédo da ingestéo de fluidos por um periodo de 300 minutos.

Furosemida 20mg/kg, sc +
FUBA (Privac&o Hidrica) 24

Avaliacdo da ingestdo de agua
e salina 1,8%(tempo em

horas antes da mensuracao minuto)
A
o N\
I I I I | | I .
| | | | | | I 1 | | I |
1dia 2 dia 3 dia 4dia 5dia 6 dia 30 60 120 180 240 300
— -
———

L

8-OH-DPAT -7,5 nmol/0,2pl/animal,
Salina isoténica-1ml/kg, intra-DRN
(n=7)

Figura 8: Escala Temporal do grupo de ratos submetidos ao Protocolo de Furosemida tratado
cronicamente durante 6 dias com 8-OH-DPAT, intra-DRN, na dose de 7,5nmol/0,2ul/animal. O
Experimento foi realizado 24 horas ap6s o tratamento com furosemida. Tempo em minutos
corresponde ao periodo de avaliacédo da ingestdo de agua e Nacl 1,8%.

3.10.3-Efeito da administracao sistémica aguda do antagonista 5-HT1A, WAY100135:

Para a administracdo sistémica os animais foram separados nos seguintes paradigmas
experimentais:

3.9.3.1- Grupos de ratos depletados pelo Protocolo Furosemida com agua ad libitum:

Os animais depletados de sddio pelo protocolo Furosemida foram deixados com bebedouros
contendo &gua e no dia do experimento foram tratados agudamente com salina isoténica (1ml/kg) e
WAY100135 na dose de 5mg/kg, ambos intraperitonial. Imediatamente apds a administracdo o0s
animais forma devolvidos as gaiolas metabdlicas e ofertou-se dois bebedouros volumétricos
contendo agua e NaCl 1,8%. A mensuracao foi realizada até 330 minutos.
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Furosemida 20mg/kg, sc + FUBA(i)deplecéo

sédio + 4gua ad libitum . . ~ . .
g Avaliacdo da ingestéo de 4gua e salina 1,8%

(tempo em minutos)

1 A
| C (L L L L
| | | | | | | | |
1440 0 30 60 90 150 210 270 330

1

WAY100135-5mg/kg, ip
Salina isoténica -1 ml, ip (n=8)

Figura 9: Linha Temporal de grupo de ratos submetidos ao protocolo de deplecdo de sodio
(Furosemida) que receberam &gua ad libitum durante a deplecdo. Administracdo sistémica de
WAY100135 na dose de 5mg/kg intraperitonial. Tempo em minutos corresponde ao periodo de
avaliacdo da ingestao de agua e Nacl 1,8%.

3.10.3.2-Grupos de ratos pelo Protocolo Furosemida sem acesso a agua.

Neste grupo experimental os procedimentos foram basicamente os mesmos do anterior, exceto que
apos a administracdo de furosemida, os animais foram privados de agua 24 horas antes do
experimento. No dia do experimento os animais receberam tratamento com WAY 100135 na dose
de 5mg/kg e grupo controle recebeu salina isotdnica por via intraperitonial. Os animais foram
colocados as gaiolas metabolicas e receberam bebedouros graduados contendo agua e salina
hipertonica 1,8% para mensuracdo da ingestdo por um periodo de até 330 minutos.

Furosemida 20mg/kg, sc + FUBA deplecéo de

sodio + privagao hidrica Avaliacéo da ingestéo de 4gua e salina 1,8%

(tempo em minutos)

1 A
| C (L Ly 1L 1)
| | | | | | | | |
1440 0 30 60 90 150 210 270 330

WAY100135-5mg/kg, ip
Salina isoténica -1 ml, ip (n=8)

Figura 10: Linha Temporal de grupo de ratos submetidos ao protocolo de deplecdo de sddio
(Furosemida), privacdo hidrica, administragdo de WAY100135 na dose de 5mg/kg intraperitonial.
Tempo em minutos corresponde ao periodo de avaliagdo da ingestdo de agua e Nacl 1,8%.
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3.10.4-Efeito da administragdo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY100135.

Para administracdo intra-DRN os animais forma separados nos seguintes paradigmas experimentais
3.10.4.1- Grupos de ratos repletos (normovolémicos e normohidratado).

Animais em condic¢des basais tratados agudamente e intra-DRN com salina isotonica (0,2 pl) no
grupo controle e 0 WAY100135 na concentracdo de 2nmol/0,2pul/rato. Apds a administracdo 0s
ratos foram colocados em gaiolas metabdlicas e foram colocado bebedouros graduados contendo
agua e NaCl 1,8% foram ofertados para mensuragdo dos fluidos até 240 minutos.

Avaliacdo da ingestdo de agua e salina 1,8%

— N

0 30 60 120 180 240 300 (Tempo em minutos)

WAY100135-1ug/0,2ul intra-DRN
Salina isotbnica-1ug/0,2ul, intra-DRN (n=8)

Figura 11: Linha Temporal do grupo de ratos em condicdo basal, microinjetado intra-DRN, na
concentracdo de 2nmol/0,2ul/animal. Tempo em minutos corresponde ao periodo de avaliagdo da
ingestao de agua e Nacl 1,8%.

3.10.4.2- Grupos de ratos depletados de sodio pelo Protocolo Furosemida com acesso a agua
ad libitum

Animais submetidos a deplecéo pelo protocolo de Furosemida e com acesso a dgua. Ao final de 24h
um dos grupos recebeu administracdo intra-DRN de salina isotonica (0,2 ul) e 0 WAY 100135 na
concentracdo de 2nmol/0,2ul/rato e foram devolvidas as gaiolas metabdlica e somente apds 30
minutos da administracdo que foi realizada a mensuracgéo da ingestédo de fluidos.
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Furosemida 20mglkg, sc + FUBA depleg&o Avaliac&o da ingest&o de agua e salina 1,8%

sédio + agua ad libitum (tempo em minutos)
1 A

| e Y

[ L | | I I I

-1440 0 30 60 90 150 210 270 330

1

WAY100135-1ug/0,2ul intra-DRN
Salina isotdnica-1ug/0,2ul, intra-DRN (n=8)

Figura 12: Linha Temporal de grupo de ratos submetidos ao protocolo de deplecdo de sodio
(Furosemida), com &gua ad libitum, microinjecdo aguda intra-DRN de WAY100135 na
concentracdo de 2nmol/0,2ul/animal. Tempo em minutos corresponde ao periodo de avaliagdo da
ingestéo de agua e Nacl 1,8%.

3.10.4.3- Grupos de ratos depletados de sodio pelo Protocolo Furosemida sem acesso a agua.
Animais que foram submetidos a0 mesmo protocolo descrito acima, porém que apos a
administracao de furosemida 24 horas antes do experimento os ratos foram privados de agua. Apds
a administracdo intra-DRN de WAY 100135 30 minutos apds ofertou-se os fluidos para mensuracéao
até 330 minutos.

Furosemida 20mg/kg, sc + FQBA Avaliacdo da ingestéo de 4gua e
(deple¢éo de sodio + privagao salina 1,8% (tempo em minutos)
hidrica)
1 A
| O o Y
| T | | | I I
-1440 0 30 60 90 150 210 270 330

1

WAY100135-1ug/0,2ul intra-DRN
Salina isotbnica-1ug/0,2ul, intra-DRN
(n=8)

Figura 13: Linha Temporal do grupo de ratos submetidos ao protocolo de deplecdo de sddio
(Furosemida), privacdo hidrica, microinjecdo intra-DRN de WAY100135 na concentracdo de
2nmol/0,2ul/animal. Tempo em minutos corresponde ao periodo de avaliagcdo da ingestdo de agua
e Nacl 1,8%.
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2.10.4.4-Grupos de ratos submetidos a deple¢do aguda de sédio pelo Protocolo FUROCAP.
Animais submetidos ao protocolo FUROCAP 60 minutos antes da administracdo intra-DRN de
WAY100135 na concentragdo de 2nmol/0,2ul/rato e grupo controle receberam 0.2 ul de salina
isotbnica. Apos a administragdo intra-DRN os animais foram colocados a gaiolas metabodlicas e em
seguida ofertaram-se bebedouros graduados com agua e salina 1,8% para mensuracdo dos fluidos.

FURO (10mg/kg) + CAP (5mg/kg), sc

Avaliacao da ingestdo de agua e salina 1,8%

ﬁl I | I\

|
I
0 30 60 120 180 240 300

! A
|
@

]

WAY100135-2nmol/0,2ul/rato intra-DRN
Salina isotdnica-0,2pl/rato, intra-DRN (n=7)

Figura 14: Linha Temporal de grupo de ratos submetidos ao protocolo de deplecéo aguda de sédio
(FUROCAP), microinjecdo intra-DRN de WAY100135 na concentracdo de 2nmol/0,2ul/animal.
Tempo em minutos corresponde ao periodo de avaliacdo da ingestdo de agua e Nacl 1,8%.

3.10.4.5-Grupos de ratos submetidos a deplecdo aguda de sodio pelo Protocolo FUROCAP
MODIFICADO.

Animais submetidos ao protocolo de FUROCAP MODIFICADO onde os animais receberam dieta
pobre em sodio 4 dias anterior ao experimento. No dia do experimento os ratos submetidos ao
protocolo de FUROCAP e apds 60 minutos foi administrado via intra-DRN o antagonista
WAY100135 na concentracdo de 2nmol/0,2ul/rato e grupo controle receberam 0.2 ul de salina
isotonica. Imediatamente ap6s a administracdo intra-DRN os animais foram devolvidos as gaiolas
metabolicas e colocados os bebedouros graduados para avaliagdo da ingestdo de agua e salina
hipertonica 1,8%por até 300minutos.
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FURO (10mg/kg) + CAP (5mg/kg), sc

!

Avaliacdo da ingestdo de agua e salina 1,8% (tempo
em minutos)
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WAY100135-2nmol/0,2ul/rato intra-DRN
Salina isoténica-0,2pl/rato, intra-DRN (n=7)

0 120 180 240 300

Figura 15: Linha temporal de grupo de ratos submetidos ao protocolo de deplecdo aguda de sodio
(FUROCAP MODIFICADO), microinje¢do intra-DRN de WAY100135 na concentragdo de
2nmol/0,2ul/animal. Tempo em minutos corresponde ao periodo de avaliacdo da ingestdo de agua
e Nacl 1,8%.

3.10.4.6-Grupos de ratos submetidos a estimulagio [-adrenégica pelo Protocolo
ISOPROTERENOL.

Animais submetidos ao protocolo dipsogénico via administragdo de isoproterenol na dose de
100ul/kg. Apds 30 minutos os ratos receberam administracdo intra-DRN de WAY100135 na
concentracdo de 2nmol/0,2ul/rato e grupo controle receberam 0.2 pl de salina isotdnica.
Imediatamente apds os animais foram devolvidos as gaiolas metabolicas com bebedouros
graduados para mensuracdo da ingestdo de dgua e NaCl 1,8%.por até 300 minutos

DL-ISOPROTERENOL (100pg/kg, sc) Avaliacéo da ingestdo de 4gua e salina 1,8%
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WAY100135-2nmol/0,2pl/rato intra-DRN
Salina isoténica-0,2pl/rato, intra-DRN (n=7)
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Figura 16: Linha temporal de grupo de ratos, estimula¢ao p-adrenégico pelo Protocolo
(ISOPROTERENOL). Microinjecdo intra-DRN de WAY100135 na concentragdo de
2nmol/0,2ul/animal. Tempo em minutos corresponde ao periodo de avaliagdo da ingestao de agua
e Nacl 1,8%.

3.10.4.7-Grupos de ratos submetidos a estimula¢io p-adrenégica pelo Protocolo
ISOPROTERENOL MODIFICADO.

Animais submetidos & estimulacdo dipsogénica pelo protocolo isoproterenol modificado. Neste
paradigma experimental os ratos receberam os mesmos procedimentos do grupo anterior, porém 4
dias antes do experimento os animais foram colocados com ragdo pobre em sodio. Dessa forma, 0s
animais também receberam administracdo intra-DRN de WAY100135 na concentracdo de
2nmol/0,2pl/rato e grupo controle receberam 0.2 pl de salina isotdnica. Em seguida os animais
foram colocados em gaiolas metabdlicas individuas e bebedouros volumétricos contendo agua e
NaCl 1,8%. A avaliacdo da ingestdo ocorreu até 300 minutos.

DL-ISOPROTERENOL (100ug/kg, sc)
Avaliagado da ingestdo de agua e salina 1,8% (tempo

em minutos)
- I I L1 I I I i
. I L O N P .
-1ldia -2dia -3dia -4dia -30 0 30 60 120 180 240 300

A J
~"

Dieta pobre em sédio '

WAY100135-2nmol/0,2pl/rato intra-DRN
Salina isotdnica-0,2pl/rato, intra-DRN (N=7)

Figura 17: Linha temporal de grupo de ratos, estimula¢do f-adrenégico pelo Protocolo
(ISOPROTERENOL MODIFICADO). Microinjecéo intra-DRN de WAY100135 na concentracao de
2nmol/0,2ul/animal. Tempo em minutos corresponde ao periodo de avaliacdo da ingestdo de agua

e Nacl 1,8%.
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4. RESULTADOS
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4.1-Efeito da administracédo intra-DRN aguda do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT em grupos de
ratos repletos (normovolémicos e normohidratado)
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Figura 18- Ingestdo cumulativa de agua (grafica A), NaCl 1,8% (grafico B) e indice de preferéncia
por sédio (grafico C) animais em condigdes basais, tratados agudamente por via intra-DRN com
8-OH-DPAT 7,5nmol/0,2ul/rato . *P<0,05 quando comparado ao controle

De acordo com os graficos apresentados acima podemos observar que o tratamento com 8-OH-
DPAT na concentracdo de 7,5 nmol/rato, intra-DRN em ratos em condicGes basais, numa Unica
administracdo ndo alterou a resposta de ingestdo de agua nos intervalos estudados (Figura 18 A).
Em contrapartida ao observarmos a figura 18 B que representacdo o grafico de avaliacdo da
ingestdo de salina hiperténica nota-se que ocorreu um aumento significativo da ingestdo de NacCl
1,8% nos ratos tratados com 8-OH-DPAT em relagdo ao seu respectivo grupo controle. Esse
aumento foi observado na avaliacdo decorrente do intervalo de 120 minutos (0,59 + 0,16 vs 1,5 +
0,24, P<0,05) estendendo até o intervalo de 360 minutos (1,45 + 0,30 vs 4,30 + 0,48, P<0,05).
Concomitantemente em relacdo ao indice de preferéncia por sédio (Figura 18 C) também foi
observado um aumento significativo do indice nos animais tratados com 8-OH-DPAT em relacédo ao
respectivo grupo controle. Comparativamente ao grafico da ingestdo de salina hipertonica os
intervalos de tempos onde foi observada diferenca significativa, foram os mesmos sendo o intervalo
de 120 minutos (0,20 + 0,031 vs 0,37 + 0,034, P<0,05) estendendo até o intervalo de 360 minutos
(0,24 + 0,034 vs 0,49 + 0,036, P< 0,05).
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4.2-Efeito da administracéo intra-DRN aguda do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT em grupos de
ratos submetidos ao Protocolo Isoproterenol.
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Figura 19- Ingestdo cumulativa de agua (grafica A) e NaCl 1,8% (grafico B) animais submetidos a
estimulacdo estimulagdo B-adrenégico pelo Protocolo ISOPROTERENOL , tratados agudamente
por via intra-DRN com 8-OH-DPAT 7,5nmol/0,2pl/rato

Neste paradigma experimental ndo identificamos nenhuma alteracéo estatistica nos comportamentos
estudados. Nota-se na figura 19 A que a avaliacdo de ingestdo de agua em nenhum tempo avaliado
obteve alteracBes significativas. Isso também ocorreu na mensuracdo do apetite por sal pela
avaliacdo de ingestdo de salina hiperténica. (Figura 19 B)
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4.3-Efeito da administracdo intra-DRN cronica do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT em grupos
de ratos em condic¢ao basal (normovolémicos e normohidratado).
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Figura 20- Ingestdo cumulativa de agua (grafica A), NaCl 1,8% (grafico B) e indice de preferéncia

por sdédio (grafico C) em animais em condicGes basais, tratados cronicamente por via intra-DRN

com 8-OH-DPAT 7,5nmol/0,2ul/rato . *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparado ao
controle

Na anélise da figura podemos observar que mais uma vez nenhuma alteracéo relacionada a ingestao
de agua (Figura 20A). Mas em relacéo a ingestdo de salina hipertdnica podemos observar na figura
20B que a administracdo cronica de 8-OH-DPAT no DRN evocou uma reducdo significativa da
ingestdo, porém mais tardia nos intervalos de tempo correspondente a 180 minutos (0,39 + 0,075
vs 0,10 (7 0,01 ml/100g, P<0,01), 240 minutos (0,59 + 0,89 vs 0,17 + 0,024 ml/100g, P<0,001) e
até 300 minutos (0,64 + 0,10 vs 0,21 + 0,034 ml/100g, P<0,001). Ainda neste mesmo experimentos,
a figura 20C avaliou o indice de preferéncia ao sddio e com isso, podemos notar que o efeito desse
tratamento nesse indice teve resultados estatisticos logo nos primeiros minutos avaliados,
diferentemente da ingestdo de NaCl que foi mais tardia. Em relacdo a preferéncia por sodio esse
tratamento induziu uma diminuicdo significativa no intervalo de tempo de 30 minutos (0,34 + 0,10
vs 0,082 + 0,05, P<0,05) e 60 minutos (0,48 + 0,09 vs 0,087 + 0,051, P<0,001).
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4.4-Efeito da administracdo intra-DRN cronica do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT em grupos
de ratos depletados de sodio pelo Protocolo de Furosemida.
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Figura 21- Ingestdo cumulativa de agua (grafica A), NaCl 1,8% (grafico B) e indice de preferéncia
por sddio (grafico C) em animais submetidos a deplecéo de volume, tratados cronicamente (6 dias)
por via intra-DRN com 8-OH-DPAT 7,5nmol0,2ul/rato. *P<0,05 quando comparado ao controle

Ao submetermos os animais ao tratamento cronico com 8-OH-DPAT na concentracdo de 7,5nmol,
intra-DRN em ratos depletados de volume pelo protocolo furosemida observamos novamente que
em relacdo a ingestdo de agua ndo obtivemos nenhuma diferenca significativa (Figura 21 A). Ja na
avaliacdo da ingestdo de salina hipertdnica representado pela figura 21 B ocorreu uma reducdo da
ingestdo de NaCl no grupo tratado conicamente com 8-OH-DPAT 7,5nmol, intra-DRN em relagéo
ao grupo controle. Essa reducéo foi observada no intervalo de tempo de 120 minutos, (1,78 + 0,3 vs
0,729 + 0,19 ml/100g, P<0,05) 180 minutos, (2,61 + 0,44 vs 1,19 + 0,20 ml/100g, P<0,05) 240
minutos (3,06 £ 0,45 vs 1,41 + 0,25 ml/100 g, P<0,05) e por ultimo 300 minutos (3,3125 +
0,471250 vs 1,56 + 0,38 ml/100g, P<0,05). Na figura 21 C nota-se que esse tratamento cronico nao
alterou o indice de preferéncia por sddio em nenhum intervalo de tempo, diferentemente do
observado no tratamento agudo (Figura 18C).
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4.5-Efeito da administracédo sistémica aguda do antagonista 5-HT1A, WAY100135 em ratos

depletados pelo Protocolo Furosemida com agua ad libitum.
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Figura 22- Ingestdo cumulativa de agua (grafico A), NaCl 1,8% (gréafico B) e indice de preferéncia

por sddio (grafico C) em animais submetidos a deplecéo de volume pelo protocolo furosemida
tratado sistemicamente com WAY100135 na dose de 5mg/kg, numa Unica administracao, via
intraperitoneal. **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparado ao controle
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A figura 22 A representa ingestdo cumulativa de 4gua dos animais submetidos & deplecao de volume
pelo protocolo de furosemida com acesso a &gua ad libitum e injetado por via intraperitoneal o
antagonista de receptor 5-HT1A, nota-se nesse gréafico que esse paradigma experimental ndo alterou
essa resposta de forma significativa. Por outro lado, a figura 22 B que representa a resposta
natriorexigénica evidenciamos uma reducéo significativa nos tempos de 60 minutos, (1,33 + 0,19 vs
0,68 + 0,16 ml/100g, P<0,05) 120 minutos (2,05 + 0,40 vs 1,00 + 0,20 ml/100g, P<0,05) e 180
minutos ( 2,70 + 0,50 vs 1,10 110,18 ml/100g, P<0,001).

4.6-Efeito da administragdo sistémica aguda do antagonista 5-HT1A, WAY 100135 em ratos
depletados pelo Protocolo Furosemida sem acesso a agua.
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Figura 23- Ingestdo cumulativa de agua (grafico A), NaCl 1,8% (gréafico B) em animais submetidos
a deplecéo de volume pelo protocolo furosemida com privagéo hidrica tratado sistemicamente com

WAY100135 na dose de 5mg/kg, numa Unica administracao, via intraperitoneal.
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A administracdo sisttmica de WAY100135 na dose de 5mg/kg via intraperitoneal, neste desafio
experimental onde os animais foram submetidos ao protocolo de deplecdo por 24 horas
(furosemida) mais privados de agua por esse mesmo periodo, ndo alterou de forma significativa as
respostas de ingestdo de agua (Figura 23 A) bem como o comportamento de ingestdo de salina

hipertonica (Figura 23 B).

4.7-Efeito da administracéo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY 100135 em ratos

repletos (normovolémicos e normohidratado).
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Figura 24- Ingestdo cumulativa de agua (grafico A)e NaCl 1,8% (gréafico B) de animais em

condicao basal tratado intra-DRN com uma Unica administracdo de WAY100135 na concentracéo
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de 2nmol/0,2pul/rato. *P<0,05 **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparado ao controle

A resposta ingestiva da administragdo intra-DRN de WAY100135 em ratos sob condic¢éo basal esta
representada na figura 24. Como podemos observar, novamente em relacdo a avaliacdo do
comportamento de ingestdo de dgua ndo obtivemos nenhuma alteracdo significativa entre os grupos
tratados e controle (Figura 24 A). Por sua vez, na mensuracao da ingestédo de NaCl 1,8%, (Figura 24
B) esse paradigma experimental induziu uma diminui¢do significativa da ingestdo de salina
hipertdnica imediatamente nos primeiros intervalos de tempo, prolongando-se e intensificando a
reducdo da resposta até o Ultimo intervalo avaliado. (Nota-se reducdo no intervalo de 30 minutos
(0,84 £ 0,06 vs 0,28 + 0,09 ml, P<0,05) posteriormente no intervalo de 60 minutos (1,25 + 0,16 vs
0,41 + 0,06 ml/100g, P<0,05) estendendo até 120 minutos, (2,12 + 0,3 vs 0,55 + 0,08 ml/100g
P<0,02) 180 minutos 2,630 + 0,18 vs 0,66 + 0,10 ml/100g, P<0,01) e 240 minutos (2,9 + 0,23 vs
0,80 + 0,07 ml/100g, P<0,01). O indice de preferéncia ao sodio por outro lado ndo obtivemos
nenhuma diferenca significativa.
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4.8-Efeito da administragdo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY 100135 em ratos
depletados de sédio pelo Protocolo Furosemida com acesso a agua ad libitum.
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Figura 25- Ingestdo cumulativa de agua (grafico A), NaCl 1,8% (gréafico B) e indice de preferéncia
por sdédio (grafico C) em animais submetidos a deplecéo de volume pelo protocolo furosemida
tratado agudamente com microinjecdo intra-DRN de WAY100135 na concentracéo de
2nmo/0,2ul/rato. **P<0,02 e ***P<0,01 quando comparado ao controle

A figura 25 A demostra que o tratamento agudo e intra-DRN com WAY 100135 na concentragéo de
2nmo/0,2ul/rato ndo alterou a ingestdo agua nos intervalos de tempo avaliados. Por outro lado, o
tratamento induziu uma diminuicdo significativa na ingestdo de salina hipertdnica no grupo tratado
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em relagdo ao grupo controle (figura 24 B). Neste tratamento a reducdo da ingestdo foi observada
mais precocemente no intervalo de tempo de 60 minutos, (2,7 £ 0,3 vs 0,5838 + 0,2482 ml/100g,
P<0,02) 120 minutos, (3,0 £ 0,34 vs 0,75 + 0,25 ml/100g, P<0,01) 180 minutos (3,9 £ 0,7 vs 1,19 +
0,38 ml/100g, P<0,01) e 240 minutos (5,0 +0,59 vs 1,3 + 0,39 ml/100g, P<0,01)..

4.9-Efeito da administracdo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY 100135 em ratos
depletados de sddio pelo Protocolo Furosemida com privacao hidrica.
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Figura 26- Ingestdo cumulativa de agua (grafico A) e NaCl 1,8% (gréfico B) de animais
submetidos ao protocolo de furosemida com privacéo hidrica e microinjecdo aguda intra-DRN com
WAY100135 na concentracdo de 2nmol/0,2ul/rato. *P<0,05 e ***P<0,001 quando comparado ao

controle.

Como podemos observar na figura 26 A, que mais uma vez o tratamento agudo com
WAY100135 intra-DRN em ratos submetidos ao protocolo de furosemida e privacdo hidrica ndo
causou diferencas significativas na ingestdo de agua. Agora em relagdo a ingestéo salina hipertonica
(Figura 26 B) esse experimento induziu uma intensa e mantida diminuicdo a partir do intervalo de
tempo correspondente a 120 minutos (2,50 + 0,3 vs 1,0 £ 0,20 ml/100g, P< 0,05) e essa reducao
mantém-se até 180 minutos (2,8 + 0,5 vs 1,1 + 0,18 ml/100g, P<0,01) e 240 minutos (4,00 + 0,87
vs 1,20 £ 0,21 ml/100g).

4.10-Efeito da administragdo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY100135 em
ratos submetidos & deplecéo aguda de sddio pelo Protocolo FUROCAP.
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Figura 27- Ingestdo cumulativa de agua (gréafico A) e NaCl 1,8% (grafico B) de animais
submetidos ao protocolo FUROCAP e microinjetados agudamente, intra-DRN com WAY100135
na concentragéo de 2nmol/0,2ul/rato.

A microinjecdo aguda de WAY 100135 na concentracdo de 2nmol/0,2ul/rato no DRN nos animais
submetidos ao protocolo de deplecdo aguda (FUROCAP) ndo modificaram a ingestdo de agua
(Figura 27 A). Em contrapartida em relacdo a ingestdo de NaCl 1,8% apesar de uma tendéncia a
diminuicdo da ingestdo ndo foram verificados diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 27B).
Um dado curioso nesse experimento foi os baixos valores de ingestdo de salina hipertdnica nos
ratos submetidos ao protocolo de FUROCAP que recebeu microinjecdo intra-DRN de salina
isotonica (Figura 22 B)

4.11-Efeito da administracdo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY100135 em
ratos submetidos a deplecéo aguda de soédio pelo Protocolo FUROCAP modificado.
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Figura 28- Ingestdo cumulativa de agua (gréafico A), NaCl 1,8% (gréafico B) e indice de preferéncia
por sodio (grafico C) de animais submetidos ao protocolo FUROCAP Modificado e microinjetados
agudamente, intra-DRN com WAY100135 na concentracédo de 2nmol/0,2pl/rato. *P<0,05
**pP<(0,01 e ***P<0,001 quando comparado ao controle.

O efeito da microinjecdo aguda e intra-DRN de WAY 100135 no desafio experimental de deple¢do
de sddio pelo protocolo de FUROCAP Modificado no comportamento de ingestdo de dgua ndo
induziu nenhuma alteracéo significativa entre os grupos (Figura 28 A). Em contrapartida tal efeito,
diferentemente do protocolo FUROCAP sem dieta pobre em sddio, induziu uma reducdo resposta
natriorexigénica intensa e prolongada nos animais tratados com WAY100135, intra-DRN como
observado na figura 28 B. Podemos notar que a resposta aconteceu ja no intervalo de tempo
correspondente a 60 minutos (1,79 + 0,22 vs 0,73 + 0,17 ml/100g, P<0,05) e essa resposta
prolongou-se por todos os intervalos de tempo como 120 minutos, (3,19 + 0,30 vs 0,88 + 0,22
ml/100g, P<0,01) 180 minutos ( 3,98 + 0,34 vs 1,24 + 0,29 ml/100g, P<0,001) e 240 minutos (4,58
+0,49 vs 1,66 (1 0,36 ml/100g, P<0,001).

4.12-Efeito da administracdo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY100135 em
ratos submetidos ratos submetidos a estimulacio f-adrenégico pelo Protocolo
ISOPROTERENOL.
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Figura 29- Ingestdo cumulativa de agua (grafico A) e NaCl 1,8% (grafico B) de animais
submetidos d estimulagdo estimula¢do f-adrenégico pelo Protocolo ISOPROTERENOL e
microinjetados agudamente, intra-DRN com WAY100135 na concentragdo de 2nmol/0,2pul/rato..

Da mesma forma que ocorreu no tratamento agudo com o agonista 8-OH-DPAT, intra-DRN, neste
paradigma a administracdo aguda e intra-DRN do antagonista WAY100135 ndo promoveu
nenhuma alteragéo estatisticas em relacdo ao comportamento de ingestdo de agua (Figura 29 A) e
NaCl 1,8% (Figura 29 B) neste protocolo de estimulagéo f-adrenégico.

4.13-Efeito da administracdo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY100135 em
ratos submetidos a estimulac¢ido f-adrenégico pelo Protocolo ISOPROTERENOL Modificado.
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Figura 30- Ingestdo cumulativa de agua (grafico A), NaCl 1,8% (grafico B) e indice de preferéncia
por sodio (grafico C) de animais submetidos d estimulacdo estimulagdo f-adrenégico pelo
Protocolo ISOPROTERENOL Modificado e microinjetados agudamente, intra-DRN com
WAY100135 na concentracao de 2nmol/0,2ul/rato. *P<0,05 **P<0,01 e ***P<0,001 quando
comparado ao controle.

Microinjecdo de antagonista de receptor 5-HT1A agudamente em ratos submetidos a & estimulacao
B-adrenégico pelo protocolo ISOPROTERENOL Modificado ao contrario do esperado ndo alterou a
ingestdo de dgua em todos os intervalos de tempo mensurado, tanto o grupo tratado como o grupo
controle tiveram uma resposta dipsogénica igual (Figura 30 A). J& em relacdo a resposta de ingestéo
de salina hipertdnica podemos observar na figura 30 B que os animais microinjetados agudamente
como WAY100135, intra-DRN tiveram uma reducdo da ingestdo de NaCl 1,8% que tornou-se
evidente mais tardiamente no tempo equivalente aos 180 minutos (0,7 + 0,12 vs 2,0 + 0,22
ml/100g, P<0,001) e aos 240 minutos (0,83 + 0,09 vs 2,3 + 0,25 ml/100g, P<0,001).
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5-DISCUSSAO
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5.1-Efeito da administracédo intra-DRN aguda do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT em grupos
de ratos repletos (normovolémicos e normohidratado)

De acordo com os resultados apresentados acima, neste paradigma experimental ndo foi
observada nenhuma alteracao significativa em relacdo a ingestdo de agua. Estudos realizados por
De Gobbi et al. (2005) elucidaram um possivel mecanismo neural através do qual a sinalizagdo 5-
HT poderia aumentar a sede, neste trabalho eles sugeriram que a infusdo de 8-OH-DPAT no LBPN
induz o aumento da ingestdo de agua.

Dados cromatograficos demonstram que niveis globais de 5-HT estavam aumentados no
NPBL quando ratos privados de agua e sddio tém novamente acesso aos bebedouros contendo dgua
e salina hipertdnica (Tanaka et al. 2004). Estudos realizados pelo nosso laboratério demonstraram
que administracdo sistémica de 8-OH-DPAT nas maiores dose (760nmol e 1,52 umol) aumentava a
ingestdo de agua no intervalo de tempo correspondente a 2 horas ap6s a administracdo (Fonseca et
al. 2009) tal achado ndo foi evidenciado na administracdo intra-DRN. Ainda em relacdo a
administracdo sistémica de 8-OH-DPAT Caras et al. (2008) também notificaram que quando os
animais eram ofertados com bebedouros contendo somente agua ocorria aumento significativo da
ingestdo de agua.

Note que em relagdo a mensuracdo de salina hipertdnica este tratamento induziu uma
resposta natriorexigénica aos 120 minutos que se prolongou até o ultimo intervalo avaliado, isso
ainda foi evidenciado na avaliacdo do indice de preferéncia por sddio. Essa acdo local do agonista
em condi¢Oes basais pode sugerir uma especificidade desse mecanismo em atuar no mecanismo de
inibicdo do apetite por sddio. Estudos realizados por Cooper et al.) mostraram que a administracdo
sistémica e aguda de agonistas de receptor 5-HT1A (8-OH-DPAT e gepirona) ambos em doses
crescentes, aumentou a ingestdo de duas solucdes salinas hiperténicas de maneira dose-dependente,
mas produziu pouco ou nenhum aumento no consumo de &gua e solucdo salina isotonica.

Estudos desenvolvidos por Caras et al. (2008) demostraram que administracdes sistémica
por via subcutanea de 8-OH-DPAT induzia o aumento de ingestdo de NaCl 1,8% dose-dependente
uma vez que & medida que aumentava a dose do agonista ocorria um aumento simultaneo da
ingestdo de salina hipertdnica ao contrario do que realizamos neste trabalho eles utilizaram apenas
um bebedouro graduado contendo salina hipertonica. Ainda neste estudo outros dados contradizem
do realizado neste trabalho, usando, porém teste de dois bebedouros, igual ao nosso estudo, 0s
animais tratados com 8-OH-DPAT na dose 30mg/kg evocou uma diminuicdo da preferéncia por
solugdes salinas (Caras et al. 2008). Essa resposta poderia esta vinculada a dose administrada que €
considerada relativamente alta e com isso poderia induzir uma resposta parecida com a
administracao crénica. Porém eles ndo discutem dessa forma e consideram tal achado ser devido ao
aumento do consumo de agua sem interferir na palatabilidade de NaCl. Nossos  achados  nos
conduzem a especular que a estimulacdo do receptor 5-HT1A em condi¢cfes basais é o oposto do
que realmente ocorre quando os niveis corporais de sodio estdo saturados. Assim, durante todo o
processo de restauragdo do equilibrio homeostatico do ion sédio, um “cluster” exclusivo de
neurdnios serotoninérgicos teria uma acao tdnica funcionando como um importante mecanismo
fisiologico de determinacdo do estado de saciedade ao sal.

Experimentos executados por Villa et al. (2007) mostraram que a realizacdo de microinjecao
bilateral de 8-OH-DPAT nas doses de (1, 2,5 ¢ 5 ug) no PVN evocou diminui¢ao da resposta
natriorexigénica nas maiores doses, sendo na dose de 5 ug a diminui¢do foi significativa em todos
os intervalos de tempo. Tal achado mesmo sendo numa regido encefalica diferente do estudado
neste trabalho elucida uma participacdo dos receptores 5-HT1A no mecanismo serotoninérgico
ascendente de expressdo de saciedade ao sal.

5.2-Efeito da administracéo intra-DRN aguda do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT em grupos de
ratos submetidos ao Protocolo Isoproterenol.

A estimula¢do de receptor B-adrenérgico pelo protocolo de administragdo subcutanea de
agonista deste receptor como o isoproterenol induz a libertacdo de renina por ativagdo direta de
receptores B-adrenérgicos localizados na células justaglomerulares e por atuacéo indireta através da
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ativacdo simpatica que desencadeia queda na pressdo sanguinea. Esses dois estimulos sdo potentes
geradores de ANGII, que por sua vez, induz sede (Lehr et al. 1967; Rettig et al. 1981), através da
ativacdo de receptor AT1 localizado na lamina terminal mais precisamente no SFO (Fitts, 1994).

A intensidade do consumo de 4gua mediada pela ANG |1 periférica é influenciada pela sua
acdo na pressdo arterial j& que atua sobre a musculatura vascular (Stocker et al. 2001). A
estimulacdo do SRAA sugere que isso desencadeia uma desinibicdo direta da acdo da angiotensina
Il sobre o nivel de renina em células justaglomerulares. (Wagner et al. 1997). Em contraste, Kim et
al. (2007) mostraram que a manutencdo dos niveis normais de sintese de renina e liberagdo ténica
requer ativacao de receptores B-adrenérgicos.

Como podemos observar através dos resultados, que este protocolo de estimulagdo -
adrenérgica considerado um protocolo dipsogénico (Lehr et al. 1967; Rettig et al. 1981) ndo alterou
a resposta de ingestdo de agua e Nacl 1,8%. Evidéncias experimentais realizadas em nosso
laboratdério demonstraram que animais submetidos a lesdo eletrolitica no DRN que receberam
administragdo subcutanea de isoproterenol na dose 300 pg/kg tiveram um aumento Significativo da
ingestdo de dgua em relacdo aos animais que nao receberam o Isoproterenol. Em contrapartida em
relacdo a ingestdo de salina hipertbnica nenhuma alteracdo foi observada. (Olivares et al. 2003).
Numa mesma linha de raciocinio a lesdo eletrolitica nesta regido pode afetar outros subnucleos de
neurbnios serotoninégicos diferentes do estudado neste trabalho e com isso interferir no
comportamento dipsogénico.

Tal comportamento, ja descrito por Reis et al. (1990) foi observado em ratos previamente
submetidos a inje¢cdo ICV com ANGII e carbacol. Apés a administragdo ICV de MK212 (um
agonista de receptor 5-HT2C) os animais apresentaram uma diminuicdo do comportamento
dipsogénico mesmo sob um estimulo de inducdo de sede pela administracdo central de ANG I, bem
como pela estimulacdo do sistema parassimpatico com administracdo central de carbacol que
promove sede osmotica induzida. Posteriormente, outro trabalho realizado por este mesmo grupo
demonstrou que administracdo de MKC212 em animais submetidos a administracdo sistémica de
Isoproterenol reverteu o comportamento dipsogénico reduzindo a ingestdo de agua (Reis et al.
1991).

Dessa forma, ja € bem descrito que o sistema serotoninérgico central desempenha um papel
na modulacdo do comportamento de ingestdo de agua. Mas em relagdo ao sistema estudado neste
trabalho, nds sugerimos que tal sistema ndo interfira no comportamento de beber agua. Por outro
lado ndo notamos nenhuma alteracéo da ingestdo de salina hipertonica, possivelmente devido a essa
dose de isoproterenol estd mais restrita a geracdo de sede. Porém, estudo ainda em preparacao no
nosso laboratorio demostram que este protocolo dipsogénico também pode interferir no
comportamento de ingestdo de salina hiperténica possivelmente através do aumento da ingestdo de
agua ja que, imediatamente apds essa ingestdo é notado o comportamento natriorexigénico.
(Mecawi et al. em preparacdo). O tratamento agudo com 8-OH-DPAT por sua vez ndo alterou o
apetite ao sodio neste protocolo dipsogénico.

5.3-Efeito da administracdo intra-DRN croénica do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT em grupos
de ratos em condicdo basal (normovolémicos e normohidratado).

Neste grupo experimental novamente ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica em
relacdo a ingestdo de agua. Estudos realizados por Magalhaes-Nunes et al. (2007) demostraram que
o limiar para sede foi reduzido em animais tratados cronicamente com sertralina apdés desafios
osmoticos, hipovolémicos e por estimulagdo B-adrenérgica. Neste contexto, diferentemente dos
nossos achados onde ndo observamos nenhuma alteracdo em relacdo ao comportamento de sede, o
tratamento com sertralina altera todo sistema serotoninérgico.

Com isso, mais uma vez reforcamos a hipdtese que tal mecanismo fisioldgico envolvido
neste tratamento ndo modula tonicamente a ingestdo de agua. Por outro lado a ingestdo de Nacl foi
reduzida nos intervalos de tempo e prolongado até & ultima avaliacdo, dessa forma este resultado
corrobora a hipotese de estar ocorrendo dessensibilizacdo causada pela estimulacdo repetida dos
autorreceptores 5-HT1A. Essa dessensibilizacdo pode ser observada num periodo de 2 a 3 semanas
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de tratamento com agonista (Riad et al., 2001).

Dessa forma, observamos um aumento da atividade serotoninérgica em regides
prosencefalicas modulando o apetite ao sodio. Atrelado a isso sugerimos que a reducdo do
comportamento natriorexigénico mais tardiamente em condigdes basais é devido a fase inicial de
ingestdo, onde o controle tdnico desenvolvido pelo sistema serotoninégico foi mais expressivo apds
0 contato prévio com a solugdo. O fato de o animal ingerir a solu¢do hiperténica parece estimular
essas vias que integram essa saciedade ao sal.

Ainda em relacdo a reducdo da ingestdo de salina hipertdnica neste protocolo experimental
torna-se relevante sugerir o mecanismo de dessensibilizacdo do receptor estudado uma vez que
vérios estudos relacionando o tratamento cronico e sistémico de agonista de receptor 5-HT1A
correlacionam este efeito a esta resposta celular. (Albert et al. 1996; Blier et al. 1998; Riad et al.
2001; Albert & Lemonde, 2004; Assié et al. 2006). Nota-se com relacdo a preferéncia por sddio que
a resposta foi contraria a ingestdo salina, apresentando reducdo significativa nos animais tratados
cronicamente, nos intervalos de tempo iniciais. Essa resposta parece esta vinculada aos baixos
niveis de ingestdo da salina hipertdnica nos tempos inicias mesmo ndo sendo significativa a
diferenca e ingerindo os mesmos valores de ingestdo de agua, o animal tratado acaba realizando
possivelmente uma reposicdo eletrolitica. Com isso podemos sugerir que o fato de ndo termos
observado diferencas significativas nos intervalos de tempo iniciais remete-nos a interpretar que
essa reposicdo ndo induziria 0 mecanismo de saciedade ao sodio.

Evidéncias experimentais demonstraram que alteracdo na transcricdo do receptor 5-HT1A
pode evocar mudancas no sistema serotoninérgico que emite projecdes mesencefalicas para as areas
limbicas e corticais, levando a predisposicdo para a depressédo (Nestler et al., 2002). O aumento da
neurotransmissao serotoninérgica em tratamento para depressao ndo tem efeito imediato, tal sistema
requer plasticidade adaptativa pos-sindptica, tais como a alteracdo na expressdo de fator
neurotropico de derivacdo cerebral, remodelacdo sindptica e neurogénese (Nestler et al. 2002;
Duman, 2004).

Sendo a depressdao uma condicdo que pode cursar com déficit do sistema serotoninérgico,
esse mecanismo de regulacdo possivelmente afeta o sistema de regulacdo hidroeletrolitica
acarretando disturbios hemodindmicos bem como hiponatremia em individuo com depressdo. Neste
trabalho fomos os primeiros a realizar um tratamento crénico e intra-DRN, porém nosso estudo ndo
realizou abordagem eletrofisioldgica de campo; nossa avaliagao foi apenas comportamental.

5.4-Efeito da administracdo intra-DRN croénica do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT em grupos
depletados de sodio pelo Protocolo de Furosemida.

Novamente neste grupo experimental nenhuma alteracdo de sinalizacdo de ingestdo de agua
foi observada. Estes dados corroboram aos resultados obtidos em Magalhdes-Nunes (2009) onde a
autora observou que o tratamento sistémico cronico com 8-OH-DPAT ndo induziu nenhuma
alteracdo no comportamento dipsogénico em animais depletados de sodio.

Em relacdo a ingestdo de salina hipertdnica esse tratamento induziu uma resposta oposta ao
tratamento agudo como mencionado anteriormente, neste tratamento foi observado uma reducdo da
ingestdo de NaCl 1,8% no intervalo de 120 a 300 minutos.

Curiosamente, apesar da diminuicdo do apetite por sédio nenhuma alteracéo significativa foi
detectada na avaliacdo do indice de preferéncia por sodio. Neste contexto a ndo alteracdo desse
indice poderia estar vinculado ao alto valor de erro em relacdo a agua ja que o indice de preferéncia
é uma medida que relaciona ingestdo de NaCl 1,8% e o valor total de ingestdo de agua e salina
hipertonica.

Uma hipotese que vem sendo defendida por inGmeros pesquisadores é a dessensibilizacdo
seletiva de autorreceptores 5-HT1A um fator importante no mecanismo de mudancas adaptativas
que permite uma acdo mais apurada dos antidepressivos. Estudos eletrofisiologicos e
neuroquimicos evidenciaram que o tratamento com agonistas que atuam de forma direta e indireta
no receptor 5-HT1A parecem induzir dessensibilizacdo ap0s o tratamento cronico (Blier &
Montigny, 1987; Schechter et al. 1990;.Blier & Montigny, 1994).
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A descoberta desse mecanismo fisioldgico foi de grande importancia para o avango dos
medicamentos antidepressivos, tendo em vista que a acdo cronica de agonistas de receptor 5-HT1A
aumenta a concentracdo extracelular de 5-HT em algumas &reas do prosencéfalo (Artigas et al.
1996). Achados de Kreiss & Lucki (1997) mostraram que o pré-tratamento subcutaneo com 8-OH-
DPAT na dose de 1mg/kg/dia no primeiro dia ndo alterou a liberagdo de serotonina no estriado e
hipocampo ventral. Em contraste, o tratamento cronico com 8-OH-DPAT a partir do sétimo e
décimo quarto dia evocou diminuicdo na liberacdo de serotonina no estriado ventral e apenas no
décimo quarto dia no hipocampo ventral. Dessa forma esse tratamento cronico estaria induzindo
dessensibilizacdo do receptor 5-HT1A no DRN. Esta dose utilizada, porém parece inadequada para
testar 0 estado funcional dos receptores 5-HT1A como questionado por Casanovas et al. (1999).
Estudo realizado por Casanovas et al. (1997) relataram que a ED50 de 8-OH-DPAT para reduzir a
liberacdo 5-HT no cérebro do rato é 0,017 mg/kg, s.c. A dessensibilizacdo do receptor 5-HT1A no
DRN observado no trabalho de Casanova et al. (1999) foi induzida pelo tratamento crénico com o
agonista alnespirona e ndo foi observado o mesmo efeito como o0 8-OH-DPAT.

Em nosso estudo a realizacdo de uma administragdo local, intra-DRN tornou mais especifica
a resposta. Depois de 2 a 3 semanas no tratamento com inibidores da recaptacdo de serotonina, ha
supostamente uma diminuicdo da expressdo de 5-HT1A pré-sindptico sendo observada sua
internalizacdo (Hervas et al. 2001; Riad et al. 2001), enquanto que 0s receptores pds-sinapticos
permaneceram inalterados. Com base nestes achados, reforcamos a nossa hipdtese de aumento da
sinalizagdo serotoninergica ascendente do DRN por estimulagdo crbénica dos autorreceptores
somatodendriticos 5-HT1A localizados em neur6nios pos-sinapticos interferindo na modulacdo da
saciedade ao sal.

5.5-Efeito da administracdo sistémica e intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A,
WAY 100135 em ratos depletados pelo Protocolo Furosemida sem acesso a agua.

Neste protocolo, em relacdo a administracdo sistémica foi observado que os
comportamentos de ingestdo de agua e salina hipertonica ndo apresentaram nenhuma alteracéo
estatistica. Neste sentido sugerimos atribuir essa resposta ao fato de ter restringido esses animais a
agua combinado ao protocolo de deplecdo por administracéo de furosemida.

A hipovolemia e hiperosmolalidade ativam diversas respostas comportamentais e
neuroendocrinas, que podem ser induzidas pelo modelo animal de privacdo hidrica. Neste sentido
SO a restricdo por um periodo de 24 horas pode evocar respostas de apetite ao sédio devido &
deficiéncia de sddio (Weisinger et al. 1985). Dessa forma uma condicdo de deplecdo de sodio
induzida pela administracdo de furosemida acarreta uma intensa diurese e natriurese onde o animal
fica em condicdo de hiponatremia. Esperava-se que tal tratamento induzisse uma diminuicdo do
apetite por sodio, visto que a administracdo sistémica de WAY 100135 atuando como antagonista de
receptores 5-HT1A evocaria um aumento da atividade serotoninérgica (Hartley & Fletcher, 2004).
O que parece ter acontecido é que a administracdo sistémica desse antagonista neste protocolo ndo
evocou respostas integrativas centrais especificas induzidas pela deplecéo.

Desta forma, em outro experimento realizamos este mesmo protocolo de deplecéo, porém a
administracdo foi realizada diretamente no DRN objetivando tornar a resposta mais especifica.
Como esperado por nods, este paradigma experimental induziu uma reducdo da resposta
natriorexigenica sem interferir no comportamento dipsogénico como ja notificados pelos resultados
com administracdo do agonista.

Anteriormente Badaué-Passos (2006) realizou administracdo intra-DRN com WAY 100635
um antagonista de receptor 5-HT1A mais potente que o utilizado neste trabalho. Neste experimento
0s ratos também eram submetidos a condicdo de deplecao de sddio pelo protocolo furosemida mais
privacao de agua, portanto ndo foi evidenciado nenhuma diferenca significativa na ingestdo de NaCl
1,8% no intervalo de tempo avaliado por ele. Neste contexto é importante destacar que a reducéo da
ingestdo de salina hiperténica observada neste trabalho foi considerada tardia iniciando no tempo
relativo a 180 minutos e prolongando-se até 300 minutos e a mensuracao da ingestdo realizada no
trabalho de Badaué-Passos (2006) foi apenas no intervalo de tempo de 120 minutos.

65



Outros trabalhos por sua vez, demonstraram que administracdo de antagonistas 5-HT1A
(PMPPF) em ratos depletados (furosemida 20mg/kg ) diretamente no PVN ndo alterava a ingestéo
de NaCl induzida pela privagdo de sddio. Tal trabalho por sua vez, sugeriu que ndo havia inibicéo
tonica evocada por esses receptores serotoninérgicos sobre o consumo de sddio e que este receptor
no PVN exerce sua atividade apenas quando estimulado (Villa et al. 2007). Sendo o0 PVN um
nacleo hipotaldmico importante na regulagdo homeostéatica da concentracdo de sédio no LEC e que
administracdes neste mesmo local de agonista de receptor 5-HT1A evocam respostas diferentes do
encontrado neste trabalho podemos sugerir atuagdes diferentes desses receptores localizados no
PVN em relagdo a modulacdo do equilibrio de eletrolitos. Dessa forma tais receptores localizados
no DRN parecem conduzir respostas fisioldgicas mais finas nesse comportamento natriorexigénico.
Ainda neste panorama, tais respostas sdo processadas por estruturas procensefélicas, como o préprio
PVN configurando um ajuste integrado no comportamento ingestivo.

5.6-Efeito da administragdo sistémica e intra-DRN aguda do antagonista 5-HTI1A,
WAY 100135 em ratos depletados pelo Protocolo Furosemida com acesso a agua.

Administragdo sistémica e a microinjecdo intra-DRN aguda de WAY 100135 promoveu uma
diminuicdo da ingestdo de salina hipertdnica sem interferir na ingestdo de agua. No tratamento
sisttmico tal diminuigdo foi significativa a partir do intervalo de tempo de 180 minutos e a
administracdo intra-DRN esta reducdo foi significativa ja& nos 60 minutos de mensuracdo. Esta
diferenca no tempo da resposta entre o tratamento sistémico e intra-DRN possivelmente esta
vinculada a propria via de administracdo, tendo em vista que o tratamento realizado diretamente no
DRN evoca respostas mais rapidas e especificas. Neste protocolo os animais depletados tiveram
acesso a agua, desta forma a diurese provocada pela furosemida era reposta, porém os animais
ficavam numa condicdo de hiponatremia sem alteracdo do fluxo. Fato parecido ocorre em atletas
que estdo correndo, perde agua e eletrolitos através do suor e acabam ingerindo muita agua nédo
repondo os eletrolitos, induzindo uma hiponatremia intensa.

Diferentemente do paradigma de deplecdo de sodio descrito anteriormente este protocolo
induziu uma diminuicdo tardia da ingestdo de NaCl 1,8% no tratamento sistémico, tal achado parece
estd atrelado a necessidade de repor tal ions e com isso tal reposta evocaria sinalizacdes da
circuitaria serotoninérgica objetivando modular essa ingestdo induzida. Estudo realizado por
Rouah-Rosilio et al. (1994) consideram a existéncia de dois substratos morfoldgico e fisioldgico
que integra a regulacdo da ingestédo de sodio esponténea e induzida.

Ainda neste contexto o efeito provocado pela administracdo intra-DRN de WAY 100135
neste paradigma foi diferente do anterior, mesmo acontecendo uma reducdo na ingestdo de salina
hipertonica nos dois protocolos, a resposta deste foi iniciada mais precocemente. Tais achados estdo
de acordo com dados da literatura onde estudos usando técnica de determinacdo neuronal de
proteina c-Fos evidenciaram que ratos submetidos ao protocolo de deplecéo de sodio desencadeiam
ativacdo de neurdnios serotonérgicos do DRN durante a sinalizacdo ascendente para a resposta de
saciedade ao consumo de sal. (Franchini et al. 2002). Ainda nesta abordagem imunohistoquimica
Badaué-Passos et al. (2007) elucidou que o DRN é um importante centro de integracdo de
informacGes que modula a ingestdo de salina hipertdnica em animais submetidos a deplecdo de
sodio.

Nos experimentos realizados por Tanaka et al. (1998) demonstraram que circuitos neurais
que integram o SFO e regibes da rafe evocariam respostas intrinsecas para regulacdo dos fluidos
corporais. Dessa forma, o papel desse sistema serotoninérgico modulada pela sinalizacdo de
autorreceptores somatodendriticos localizados na regido dorsal-ventral do DRN parece ser critica na
modulacdo induzida por esse protocolo de deplecdo de sodio. Com isso tal achado sugere um
envolvimento central desse sistema no comportamento motivado de apetite ao sodio sem
interrupcao de sinalizacdo de sede.

Com essa metodologia podemos atribuir que uma sinalizacdo mais especifica a regulacdo do
fon sodio parece estd constantemente sendo modulada por essa regido do DRN j& que a ativacao
desses receptores parece esta reunida em nucleos menores que compdem este maior.
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5.7-Efeito da administragédo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY100135 em ratos
repletos (normovolémicos e normohidratados).

Um efeito similar ao encontrado no protocolo anterior foi observado neste paradigma. O
tratamento agudo com WAY 100135 via intra-DRN nesta condi¢do também ndo alterou a ingestao
de agua confirmando mais uma vez um ndo envolvimento desse sistema estudado neste trabalho em
relacdo ao mecanismo de regulacéo de sede.

Em relacdo a ingestdo de salina hipertdnica observamos uma reducdo significativa no
intervalo de tempo de 60 minutos prolongando até 300 minutos. Essa condicdo basal objetivou
avaliar se esse blogueio dos receptores e conseqliente aumento da frequéncia de disparo dos
neurdnios serotoninérgicos também iriam interferir em animais repletos.

Estes resultados ja tinham sido evidenciados com a administracdo do agonista como
mencionado no inicio dessa discussdo. Confirmamos desta forma que a atuacdo de antagonista ao
contrério do agonista inibiu a ingestdo de s6dio em animais normohidratados e normovolémicos.
Estes resultados corroboram a hipétese do mecanismo elucidado aqui que evoca uma inibicdo
tonica da ingestdo espontanea. Em contraste, nos resultados com a utilizacdo imunohistoquimicas
com microinjecdo de Flurogold (FG) no DRN, Badaué-Passos et al. (2007) registrou um aumento
do namero de células duplamente marcada para Fos-FG nos neurdnios dos nucleos da lamina
terminal em ratos depletados em relacdo a animais em condigéo basal, todos submetidos ao teste de
ingestéo de agua e NaCl 1,8%.

Em condicdo basal, parece existir mecanismo de sinalizacdo que integra conexdes neurais
que possivelmente sdo diferentes da estimulacdo induzida, mas ambos parecem promover
sinalizagdo de saciedade ao sal. Entretanto, os mecanismos fisiologicos que estariam implicados
nesta conexdo ndo sdo bem elucidados.

5.8- Efeito da administracdo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY100135 em ratos
submetidos a deplecéo aguda de sodio pelo Protocolo FUROCAP.

A utilizacdo desse protocolo na administracdo aguda de WAY 100135, intra-DRN objetivou
elucidar se numa deplecdo aguda o mecanismo de sinalizacdo serotoninérgica responsavel pela
saciedade ao sodio reverteria esse quadro de inducdo do comportamento natriorexigénico. O
protocolo furocap como ja bem descrito e utilizado por diversos autores que estudam homeostase
hidroeletrolitica (Mecawi et al. 2008; Fitts & Masson, 1989; Badaué-Passos et al. 2003; Olivares et
al. 2003; Pereira et al. 2009) induz a sede bem como o aumento da ingestdo de salina hiperténica
que parece depender de ANG II, sintetizado no cérebro.

Rapida inducdo do apetite por sddio e agua esta relacionada a uma hipotensao leve como
demonstrada por Thunhorst & Johnson (1994) associada com diminui¢cdo de ANG Il circulante
(Schiffrin et al 1982; Fitts & Masson, 1989; Fitzsimons, 1998). Estudos realizados por Thunhorst et
al. (1998) mostraram que este tratamento induz a expressdo de c-fos na lamina treminal, ndcleos
hipotalamicos relacionados ao equilibrio hidromineral. Este protocolo sensibiliza a ingestdo de
sodio, possivelmente atraves da ativacdo de receptores AT1. A ativacdo desses receptores AT1 no
SFO e OVLT por ANGII é o principal insumo para a geracdo de sede e de apetite de sodio
(Thunhorst et al. 1989; Oldfield & McKinley, 1995; Thunhorst et al. 1994 Fitzsimons, 1998;
Mckinley et al. 2001).

Neste contexto, Pereira et al. (2009) demonstraram uma reducdo da ingestdo de sal induzida
por estimulos natriorexigénica no protocolo FUROCAP quando administrado losartan (um potente
antagonista de ANGII em receptores AT1).

Conduto, ndo foi observamos nenhuma alteracdo significativa em relacdo aos dois
comportamentos ingestivos aqui estudados. Nota-se que em relacdo a ingestdo de salina hipertonica
ocorreu uma tendéncia a diminuicao que nao foi estatisticamente comprovada. Curiosamente, outra
questdo importante a comentar é que diferentemente de outros estudos nossos animais em questao
bebeu muito pouco agua e NaCl 1,8% no protocolo Furocap, isso talvez poderia ser atribuidos a
nossa linhagem wistar.
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Em relacéo a esta metodologia buscamos averiguar se o sistema serotoninérgico modulado
por receptores 5-HT1A no DRN seria capaz de bloguear essa resposta mediada por ANGII central
ou até mesmo a especular se a propria ANGII central talvez poderia atuar em receptores
angiotensinérgicos no DRN. Apesar da auséncia de dados na literatura a respeito da presenca de
receptores para ANGII no DRN acreditamos que essa seria uma importante via de contrabalanco da
resposta natriorexigénica e assim induzir saciedade.

Em relacdo a atuacdo da ANG Il central Nahmod et al. (1978) demonstraram que a
administracdo de ANG Il no terceiro ventriculo pode induzir a liberacdo de serotonina a partir de
terminacOes neuronais do hipotalamo e tronco cerebral, bem como acelerar sua sintese no corpo
celular. Ainda neste mesmo trabalho eles sugeriram que ANGII poderia ativar a triptofano
hidroxilase. Mas eles observaram que essa ativacao é dependente da degradacdo de ANGII.

Olivares et al. (2003) demostraram que animais que tiveram o DRN lesionado (eletrolitica) e
que foram submetidos ao protocolo de Furocap apresentaram um aumento significativo da ingestéo
de &gua e salina hipertonica. Esses achados sustentaram a hip6tese de que esta lesdo possivelmente
tenha suprimido as vias serotoninérgicas que iriam desencadear saciedade e com isso sustenta essa
hipGtese da existéncia de uma retroalimentacdo angiotensinérgica que promova um mecanismo de
ajuste mais fino desse comportamento natriorexigénico.

Adicionalmente, mecanismos glutamatérgicos tém sido implicados no controle da ingestédo
de liquidos. A administracdo aguda de agonistas de receptores ndo-NMDA no NPBL exerce uma
influéncia inibitdria sobre a ingestdo de sddio em animais submetidos a protocolo de deplecéo de
volume pelo protocolo de FUROCAP. Tal trabalho demonstrou uma possivel interagdo de vias
serotoninérgicas com vias glutamatérgicas no NPBL (De Gobbi et al. 2009).

5.9- Efeito da administracéo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY 100135 em ratos
submetidos a deplecdo aguda de sodio pelo Protocolo FUROCAP Modificado.

A elaboracéo desse protocolo onde modificamos o classico Furocap se restringiu em tornar a
inducdo do apetite ao sddio mais intenso e prolongado. Dessa forma associamos esse protocolo a
uma dieta pobre em sddio durante quatro dias.

Considerando que a dieta pobre em sodio é um protocolo de deplecdo de sddio ndo-invasiva
e que fisiologicamente pode acontecer na natureza, a associagdo com o protocolo descrito
anteriormente, parece intensificar a resposta dipsogénica e natriorexigénica. Estudos realizados por
Pimenta et al. (2009) mostraram que a aplicacdo de uma dieta pobre em sédio pode promover uma
reducdo global em individuos que sofrem de hipertensdo resistente. A restricdo dietética de sal na
dieta pode induzir uma vasodilatacdo endotélio-dependente em individuos normotensos, estes
resultados sugerem efeitos cardioprotetores adicionais além da reducdo da pressdo arterial
(Dickinson et al. 2009).

Dieta hipossddica pode induzir alteracdes periféricas como diminuicdo do mRNA de subtipo
de receptor AT1a no figado, rim e pulméo (Schmid et al. 1997). A exposicdo cronica de dieta pobre
em sodio promove ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (Sacks et al. 2001) e bem
como induz expressdo de c-Fos em areas do prosencéfalo, como a SFO, OVLT, PVN, SON e 0s
niveis de ANGI, ANGII e aldosterona também aumentou no plasma e no prosencéfalo (Lu et al.
2009). Neste mesmo trabalho Lu et al verificou através da técnica PCR que 0 mRNA para AT1 e
ECA no PVN, SON e OVLT diminuiu significativamente, enquanto expressdo de mRNA do
receptor AT2 ndo foi observada diferenca estatistica nas areas examinadas.

Estudos realizados no nosso laboratdrio encontraram uma pequena reducdo no ganho de
peso do grupo tratado com dieta pobre em sddio. Desta forma este achado foi atribuido a
diminuicdo do volume sanguineo, que por sua vez, induz a uma queda pequena, mas significativa
na pressao arterial média. Parece por sua vez que esta resposta adaptativa possivelmente mantém a
concentracdo plasmatica de sddio, mostrando que, nesta condi¢do, a manutencdo dos niveis de sddio
foi priorizada em detrimento do volume sanguineo e pressdo. (Mecawi et al. em preparacao).

Neste contexto, o protocolo Furocap modificado induziu uma ingestdo de salina hipertonica
e dgua de forma bastante intensa e prolongada (Mecawi et al. em preparacdo). E com isso torna-se

68



um protocolo mais acurado para estudar tais comportamentos ingestivos.

Como observado neste trabalho em que realizamos microinje¢des intra-DRN de WAY
100135 em ratos submetidos ao protocolo Furocap modificado verificamos uma intensa redugéo do
apetite por sodio logo a partir do intervalo de tempo correspondente aos 60 minutos e tal reducéao
foi ainda maior a partir desse intervalo de tempo e se perpetuando até o ultimo tempo avaliado.

Mais uma vez em relacdo & ingestdo de agua ndo foi verificado nenhum resultado
significativo. A realizacdo desse protocolo por sua vez, foi necessaria para identificarmos algum
envolvimento da ANGII, bem como de outros peptideos envolvidos nesta regulacdo, mesmo nao
termos achado nenhum resultado significativo no Furocap normal.

Acreditamos que o sistema angiotensinérgico central retroage ao DRN possibilitando um
reforco a saciedade. Dados ainda ndo publicados mostraram que no Furocap modificado acontece
uma reducdo de ANP, OT e ANGII plasmatica em relacdo ao Furocap sem alterar na concentracdo
plasmética de vasopressina (Mecawi et al. em preparacdo). Com isso notamos que a reducdo de
ANP e OT eliciam respostas relacionadas ao aumento do comportamento natriorexigénico.

Administragéo bilateral no LPBN de metisergida, antagonista de receptor 5-HT2C em ratos
submetidos a expansdo de volume diminui as concentracGes plasmaticas de ANP e OT. Assim,
pode-se supor que 5-HT na NPBL facilita a liberacdo de ANP e OT que agem nos rins, aumentando
excrecao de agua e eletrdlitos, mas esse mecanismo parece depender de um estimulo que neste caso
foi a expansao de volume (Margatho et al. 2007). Ainda neste panorama, Margato et al. (2008) em
estudo imunohistoquimico com administracdo de flurogold no LPBN em animais submetidos a
expansdo de volume descreveram determinadas areas do cérebro, que integra LBPN, NTS medial,
LC, e neurdnios serotoninérgicos do DRN que possivelmente formam uma rede neural que recebe e
integra sinais relacionados a homeostase dos fluidos corporais.

Desta forma parece existir um mecanismo de saciedade ao sal que integra DRN e PVN
promovendo a atuacdo inibitdria em neurénios ocitocinérgicos (Franchini et al. 2002; Godino et al.
2005; Godino et al. 2007 e Margatho et al. 2008). Estas evidéncias parecem indicar a existéncia de
um circuito neuroendocrino que integra sinais periféricos e centrais implicados com o controle
serotoninérgico a partir do DRN.

5.10-Efeito da administracéo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY 100135 em ratos
submetidos ratos submetidos a estimula¢ao p-adrenegica pelo Protocolo ISOPROTERENOL.

Como foi descrito anteriormente com a administragdo do agonista [B-adrenérgico,
objetivamos mais uma vez avaliar se tal paradigma dipsogénico poderia interferir em alguma via
desta autorregulacédo a partir do DRN induzindo alguma sinalizacdo para interrupcéo de sede. Mas o
que foi verificado no presente trabalho é que nenhuma alteracdo significativa com relacdo a
ingestdo de agua.

Dessa forma, tal achado nos faz postular que esse mecanismo de autorregulacdo dependente
dos receptores 5-HT1A localizadas no DRN parece ndo modular o mecanismo de regulacdo de sede.
Estudos realizados em nosso laboratorio através de lesdo excitotoxica com acido iboténico
(Cavalcante-Lima et al. 2005b) simularam uma lesdo mais especifica em relacdo a lesdo realizada
por Olivares et al. (2003), esta lesdo excitotoxica objetivou lesionar apenas 0s corpos dos neurénios
localizados na regido ventro dorsal do DRN e com isso estudar mais precisamente a regido que
acreditamos exercer essa autorregulacdo que também € estudada no presente trabalho.

Neste trabalho realizado por Cavalcanti-Lima et al. (2005b) os animais lesionados foram
submetidos ao protocolo de estimulagdo B-adrenégica da mesma forma que realizamos nesta
dissertacdo. Eles por sua vez, ndo evidenciaram nenhuma alteracdo significativa em relacdo ao
comportamento dipsogénico. Em contrapartida eles evidenciaram um amento significativo da
ingestdo de salina NaCl 1,8%, resposta que ndo aconteceu neste trabalho em relacdo a ingestdo de
salina hipertdnica.

Como foi observados por nos nesse mesmo protocolo com administracdo de isoproterenol e
microinjecdo de 8-OH-DPAT, nenhuma alteragdo tanto em relagcdo a 4&gua como ingestdo de salina
hipertonica ndo foi detectada. Neste sentido parece que esse protocolo ndo seria eficaz para estudar
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esse mecanismo especifico de autorregulacdo dos receptores SHT1A.

4.11-Efeito da administragéo intra-DRN aguda do antagonista 5-HT1A, WAY 100135 em ratos
submetidos ratos submetidos a estimulacdo p-adrenégica pelo Protocolo ISOPROTERENOL
Modificado.

A modificacdo do protocolo ja descrito anteriormente foi da mesma forma que nds
realizamos com o furocap modificado em que os animais foram previamente submetidos a dieta
pobre em sodio durante quatro dias.

Estudos posteriores mais ainda n&o publicados demostraram que esse protocolo
Isoproterenol modificado induz uma hipotensdo imediatamente ap6s a administracdo do farmaco.
Neste trabalho Mecawi et al. (em preparacdo) também notou que em relagdo ao comportamento de
ingestdo de fluidos foi observados aumento significativo da ingestdo de agua e sal bem como nos
niveis plasmaticos de ANG Il e AVP no grupo que recebeu dieta pobre em sédio tratado com
Isoproterenol em relacdo aos que ndo foram previamente tratados com dieta pobre em sédio.

Neste trabalho podemos sugerir que o tratamento com isoproterenol juntamente com o
déficit da oferta de NaCl, geram respostas neuroenddcrinas e comportamentais desencadeadas por
hipotensdo. Descrito esses achados observamos que a administracdo de WAY 100135 intra-DRN néo
alterou o comportamento dipsogénico. Tendo em vista que nenhum protocolo descrito neste
trabalho, associado a manipulacdo farmacoldgica tanto com agonista como antagonista de receptor
5-HT1A ndo evocaram alteracdo significativa da ingestdo de agua, podemos postular que esse
mecanismo fisiologico estudado possivelmente ndo evoca interrupcao de sinais de sede.

Tal comportamento parece depender de outros subnicleos do DRN ou mesmo de integracdes
centrais diferentes da elucidada aqui. Nota-se que a regido em questdo parece ser realmente
especifica no controle da ingestdo de sodio. Ainda neste sentido n6s observamos que em relagdo a
ingestdo de salina hipertbnica a microinjecdo intra-DRN induziu uma reducdo significativa do
comportamento natriorexigénico de maneira intensa e prolongada.

Completando essa discussdo, um fato importante a comentar neste trabalho foi em relagédo a
mortalidade dos animais no final do experimento tratados com o WAY100135 e submetidos a esse
protocolo. Em media dois animais vieram a Obito ao final de cada experimento e 0s que
sobreviviam encontravam-se de forma bastante debilitada haja vista uma possivel condicéo
hiponatrémica. Ja os animais controle ao ingerir salina hipertdnica retornavam a condicao
fisiologica inicial. Ndo podemos atribuir esse 6bito a algum problema de manipulacdo, tendo em
vista que esses animais beberam agua em intensidade igual ao grupo controle demonstrando uma
atividade exploratoria normal.

Desta forma, a hipotensdo observada neste protocolo parece ndo inibir este potente
mecanismo fisiologico que interfere de forma especifica no controle da ingestdo de sodio. Ainda
neste contexto, 0 aumento de ANGII e AVP também provocado pela hipotensdo parece ndo ter sido
capaz de induzir o apetite ao so6dio nos animais tratados com WAY100135. Como o sistema
serotoninérgico localizado no DRN modifica a expressdo de mecanismo de sinalizacdo de saciedade
ao sal ainda ndo foi completamente abordado, postulamos a hipotese da existéncia de uma
modulacdo acurada e refinada que integra regiGes prosencefalicas importantes na homeostase
hidroeletrolitica. Adicionalmente, suspeitamos que alteracbes como mudancas no sensor de sodio
bem como regulacdo na liberacdo de ANG Il ou expressdo de algum componente desse sistema seja
também alterado. Ou mesmo o préprio sistema angiotensinérgico podendo interferir nesse sistema
dado a deteccdo de uma conexdo bidirecional de neurdnios angiotensinérgicos inervando o DRN
(Lind, 1986).

Como ja mencionado atualmente fala-se de uma projecdo bidirecional entre rafe
mesencefalica e SFO. Observacdes imunohistoquimicas tém revelado projecdes do SFO
imunoreativas a ANG Il para a rafe mesencefalica (Tanaka et al. 1998; Lind, 1986) e projecdes da
rafe mesencefalica imunoreativas a serotonina para o SFO (Lind, 1986). Ademais podemos postular
uma possivel integracdo com entre este sistema e o PVN estimulando a liberac¢do de ocitocina ou até
mesmo a sintese e ainda interferir na modulacéo da sintese e liberacdo de ANP. Como descrito por
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Antunes-Rodrigues et al. (2004) tais hormdnios sao importantes inibidores do apetite ao sal.
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6. CONCLUSAO
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Mediante aos resultados descritos acima podemos concluir que:

1- Todos os procedimentos experimentais executados neste trabalho nédo interferiram no
comportamento dipsogénico, tal achado sugere que essa sinalizagdo dependente dos receptores 5-
HT1A localizados no DRN ndo altera os mecanismos de interrupcao de sede;

2- Os dados obtidos sugerem que o tratamento agudo 8-OH-DPAT em condi¢Ges basais e
depletados diminui a transmissdo de sinais saciedade ao sodio;

3- Por outro lado, a administragdo crénica, possivelmente por uma dessensibilizagdo dos ARSD 5-
HT1A, promoveu a saciedade ao s6dio em animais em condi¢des basais e sdédio-depletados;

4- A administragdo aguda de antagonistas 5-HT1A, diminuiu significativamente a ingestdo de NaCl
1,8%. Esta administracdo de WAY 100135 antecipou e tornou mais intensa a saciedade ao sodio
durante a fase ingestiva;

De forma geral, podemos concluir no presente estudo, que parece existir um envolvimento
direto de autoreceptores somatodendritico 5-HT1A localizados no DRN na modulacéo do apetite ao
sodio. Tal envolvimento parece depender de grupamento exclusivo de neurdnios serotoninérgicos
que modulam o comportamento de ingestdo de sal. Tal grupamento parece formar sub-ndcleos que
devido a distintas funcGes estdo sendo considerado por alguns autores como verdadeiros nucleos
dentro do ja bem descrito DRN. Dessa forma, todas as evidéncias mencionadas acima ensejam a
hip6tese da existéncia de um grupamento de neur6nios serotoninérgicos que ascendem a estruturas
prosencefalicas para modular o apetite ao sodio.
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