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SILVA, Lucinez Souza. Interacdo entre vias GABAEérgicas e angiotensinérgicas com as vias
opioidérgicas no nucleo pré-éptico mediano sobre o controle do apetite por sodio. 60 f. il.
Dissertacdo (Mestrado em Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundacdo Oswaldo
Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2017.

RESUMO

INTRODUCAO: Estudos tém mostrado a participacdo dos opidides em muitas funcdes
fisioldgicas, dentre elas, na modulacdo do apetite por sodio. Este comportamento é
desencadeado por um desequilibrio hidromineral e busca restaurar a homeostase dos liquidos
corporais. Diversas areas do sistema nervoso central estdo envolvidas neste comportamento.
O nucleo pre-oéptico mediano é um ndcleo integrativo envolvido no controle da ingestdo de
sodio. OBJETIVO: Investigar o papel dos receptores mu-opidides no nucleo pre-optico
mediano no controle do apetite por sédio em ratos depletados desse ion. MATERIAIS E
METODOS: Ratos Wistar, portando cénula guia no nicleo pré-6ptico mediano, foram
submetidos a deplecdo de sodio e apds 24 horas receberam microinje¢des de naloxona (3, 6 e
12 nmol) ou salina e a ingestdo de salina hipertdnica e agua foram mensuradas. Para verificar
a interacdo entre as vias GABAGérgicas e opioidérgicas no controle do apetite por sddio foi
realizado um segundo grupo experimental no qual os animais receberam microinjecfes de
bicuculina (2nmol) e 15 minutos depois naloxona (12 nmol). Para verificar a interagéo entre
as vias angiotensinérgicas e opioidérgicas no controle do apetite por sodio, foi realizado o
terceiro grupo experimental no qual os animais normonatrémicos foram tratados com
naloxona (12 nmol) e apds 15 minutos receberam microinjecdes de angiotensina Il (10ug).
Além disso, foram realizados os testes “de sobremesa” ¢ “ campo aberto” para verificar
especificidade da inibicdo e atividade locomotora dos animais, respectivamente.
RESULTADOS: A naloxona foi capaz de inibir a ingestdo de s6dio em animais depletados
deste ion. O efeito antinatriorexigénico da naloxona foi reduzido pelo antagonista
GABAEérgico bicuculina. O bloqueio dos receptores mu-opioides também inibiu a ingestao de
sodio induzida pela angiotensina Il. Estes efeitos ndo sdo devidos a um impedimento
locomotor desde que no teste de campo aberto os animais tratados com naloxona tiveram
atividade semelhante ao controle. A inibicdo da ingestdo de sodio pode, a0 menos em parte
ser explicada pela reducdo da palatabilidade como foi observado no teste de sobremesa
CONCLUSAO: Os receptores mu-opidides presentes no ndcleo pré-6ptico mediano séo
importantes no controle do apetite por sddio e o possivel mecanismo de acdo parece envolver
tanto vias GABAérgicas, quanto angiotensinérgicas.

Palavras-chaves: Apetite por sodio; Nucleo pré-6ptico mediano; Deplecdo de sadio;
Receptores Mu-Opidides; Opioides; Naloxona.



SILVA, Lucinez Souza. Interaction between GABAergic and angiotensinergic pathways with
the opioidergic pathways in the pre-optic nucleus median on the control of sodium appetite.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Studies have shown the participation of opioids in many physiological
functions, among them, in the modulation of sodium. This behavior is triggered by a hydro
mineral imbalance and seeks to restore the homeostasis of body fluids. Several areas of the
central nervous system are involved in this behavior. The median pre-optic nucleus is an
integrative nucleus involved in the control of sodium intake. OBJECTIVE: The main
objective of this study was to investigate the role of mu-opioid receptors in median pre-optic
nucleus on the control of sodium appetite in depleted mice of this ion. MATERIALS AND
METHODS: Wistar rats, carrying guide cannula in median pre-optic nucleus, were submitted
to sodium depletion and after 24 hours received microinjections of naloxone (3, 6 e 12 nmol)
or saline and saline and water intake were measured. To verify the interaction between the
gabaergic and opioidergic pathways in the control of sodium appetite, the second
experimental group was carried in which the animals received microinjections of bicuculine
(2nmol) and 15 minutes later naloxone (12nmol). To verify the interaction between the
angiotensinergic and opioidergic pathways in the control of sodium appetite, the third
experimental group was carried in which normonatremic animals were treated with naloxone
(12 nmol) and after 15 minutes received microinjections of angiotensin 11 (10 ug). In addition,
the "dessert” and "open field" tests were also carried to verify, respectively specificity of the
inhibition and locomotor activity of the animals. RESULTS: The naloxone was able to inhibit
sodium intake in animals depleted of this ion. The antinatriorexigenic effect of naloxone was
reduced by the GABAergic antagonist bicuculline. Blockade of mu-opioid receptors also
inhibited sodium intake induced by the angiotensin Il. These effects are not due to a
locomotor impairment since in the open field test animals treated with naloxone had activities
similar to the control. Inhibition of sodium intake may, at least in part, be explained by the
reduction in palatability as observed in the dessert test. RESULTS: It can be concluded that
the mu-opioid receptors present in the median pre-optic nucleus are important in the control
of sodium appetite and the possible mechanism of action involves both GABAergic and
angiotensinergic pathways.

Keywords: Sodium appetite; median pre-optic nucleus; sodium depletion; mu-opioid
receptors; opioids; naloxone.
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1 INTRODUCAO

Os mamiferos mantém a homeostasia dos liquidos corporais, regulando a concentracao
de agua e eletrdlitos nos compartimentos intra e extracelular. Essa regulacdo € mantida
basicamente atraves do controle da ingestdo e da excrecdo de agua e eletrdlitos, especialmente
do sodio, que € o principal determinante da osmolaridade plasmética. A osmorregulacdo é de
extrema importancia, pois alteragdes nos volumes celulares decorrentes de hipotonicidade ou
hipertonicidade podem causar sérias complicacdes neuroldgicas e cardiovasculares (NODA,;
SAKUTA, 2013; HURLEY; JOHNSON, 2015).

Alteracdes na homeostasia sdo detectadas pelo sistema nervoso central através de
receptores periféricos e centrais. Uma vez detectadas, as mudangas na concentracao
plasmatica de sodio desencadeardo um conjunto de respostas para restabelecer as condi¢des
fisiologicas normais (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004a; DOS SANTOS MOREIRA et
al., 2017). Diversos estudos mostram o envolvimento das vias de neurotransmisséo central
angiotensinérgica, serotoninérgica, GABAérgica, histaminérgica, colinérgica e adrenérgica no
controle da homeostasia hidrossalina (SAAD et al., 1994; LUZ et al., 2006; LUZ et al., 2007;
HENRY et al., 2009; MAGRINI et al., 2006). Em relacdo as vias opioidérgicas, os estudos
sdo voltados para investigacdo do papel destas vias no controle da ingestdo alimentar
(GLASS; BILLINGTON; LEVINE, 1999; ZHANG; KELLEY , 2002; HANLON et al., 2004;
GOSNELL; LEVINE, 2009; NOGUEIRAS et al., 2012) e sdo poucos estudos que tem como
foco o controle do apetite por sédio. Trabalhos anteriores do laboratério de neurociéncias
mostram que blogqueio dos receptores kappa- e delta-opidides encefélicos promovem efeito
antinatriorexigénico em ratos depletados de sodio (NASCIMENTO et al., 2012, 2014).

As areas do sistema nervoso central que estdo envolvidas no controle homeostatico e
que consequentemente regulam a ingestdo de sal incluem: a regido anteroventral do terceiro
ventriculo, composta pelo 6rgdo subfornical, 6rgdo vasculoso da lamina terminal e nicleo
pré-Optico mediano (MnPQ), nucleos hipotalamicos, especialmente o nucleo paraventricular
(PVN), a éarea septal, o leito da estria terminal e o complexo amigdaldide (JOHNSON;
THUNHORST, 1997; JOHNSON, 2007) Dentre estas, os orgaos circunventriculares (OCVs),
e 0 MnPO tém papel importante na sinalizagdo dos disturbios hidrossalinos pois apresentam
osmorreceptores e canais especializados na deteccdo de sodio (Nax) (HIYAMA et al., 2002;
NODA; SAKUTA, 2013). O MnPO ¢ considerado um centro de integracdo, recebe conexdes
dos OCVs e possui eferéncias para areas envolvidas no controle hidrossalino, como o nucleo
paraventricular hipotalamico (MCKINLEY et al., 2015).
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Diante das evidéncias da participagdo do MnPO no equilibrio hidrossalino e sabendo
da presenca de receptores opidides nesta area, além de conhecer sua participacdo no
comportamento de ingestdo de sal, decidimos investigar o papel dos receptores do tipo mu-
opiodides no MnPO na ingestdo de sddio em ratos depletados desse ion e além disso, buscamos
identificar se outros neurotransmissores como a angiotensina (All) e o Acido Gama-

Aminobutirico (GABA) estavam envolvidos neste comportamento ingestivo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HOMEOSTASIA HIDROSSALINA

O equilibrio entre os meios intracelular e extracelular € essencial para manutencéo da
vida. A troca idnica entre esses meios, depende do gradiente de concentracdo e a troca de
agua é dependente do gradiente osmotico e da presenca de aquaporinas. A osmolalidade do
compartimento liquido extracelular (LEC) é mantida em aproximadamente 300 mOsm/kg e a
concentracdo de Na+, o principal ion deste compartimento, se mantém em cerca de 145
mEg/l, enquanto o K+, o principal ion do compartimento liquido intracelular (LIC), &
mantido em 140 mEg/l (NODA; SAKUTA, 2013). A manutengdo da homeostasia dos
liquidos corporais é importante para varios processos fisiologicos, dentre eles a excitabilidade
neural e de células musculares esqueléticas e cardiacas, filtracdo glomerular, pressao arterial,
trocas capilares e débito cardiaco (DANIELS; FLUHARTY, 2004).

AlteracGes nas concentragdes de sodio no LEC, como a hipernatremia, podem levar a
quadro de cefaléia, niveis reduzidos de alerta e dificuldade de concentracdo e, em situacGes
mais graves, a letargia, fraqueza, irritabilidade, hiperreflexia espasticidade e confusdo mental.
As situacGes cronicas de hipernatremia se relacionam a hiperreatividade vascular e
hipertensdo arterial. Por outro lado, a hiponatremia também traz grandes prejuizos,
principalmente neurolégicos, podendo progredir para coma e morte (BOURQUE, 2008).

Os mamiferos mantém a osmolalidade constante no LEC, podendo ocorrer variacfes
que dependem da taxa de excregdo e ingestdo de sodio e 4gua. A &gua, assim como o sodio
pode ser excretada por meio das fezes, por evaporagdo (suor), e através da urina sendo esta a
forma quantitativa mais significativa. A entrada no organismo, tanto de agua, quanto de sodio
¢ dada basicamente pela ingestdo. Mecanismos neuro-hormonais e comportamentais sdo
responsaveis pelo controle das perdas e ganhos de agua e eletrdlitos (BOURQUE, 2008;
GUILLAUMIN; DIBARTOLA, 2017). O sistema nervoso € capaz de detectar variacbes no
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volume, na tonicidade e na composicdo do LEC através de receptores no SNC e na periferia,
estes ultimos localizados ao longo do trato digestivo e nos vasos sanguineos (DOS SANTOS
MOREIRA et al., 2017). Quando ha uma hiperosmolaridade e diminui¢do do volume no LEC,
com consequente desidratacdo celular, ocorre sensacdo de sede que leva a ingestdo de agua,
assim como a liberacéo de vasopressina que aumenta a retencdo de 4gua nos tabulos coletores
renais (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004b). J& em resposta a hiposmolaridade no LEC,
ocorre supressdo da liberacdo da vasopressina, que resulta em aumento da diurese, bem como
na abolicdo da sensacdo de sede (BOURQUE, 2008). Outro horménio que também atua nos
tibulos renais e estd relacionado a regulacdo do volume dos liquidos corporais é a
aldosterona, que promove aumento da reabsorcdo de sodio. Essas agBes hormonais sao
complementadas por acdo da inervacdo simpatica nos tubulos renais que, quando ativada,
aumenta a reabsorc¢do de sddio e &gua (JOHNSON, 2007).

Alteracdes na osmolaridade do liquido cérebro-espinhal, assim como desequilibrios na
osmolalidade plasmaética, desencadeiam estimulos a fim de reestabelecer a homeostasia dos
liquidos corporais. Pequenas variagbes de 1 a 3% sdo suficientes para desencadear
comportamento motivado de ingestdo de agua, ativacdo de funcBes neuroenddcrinas, bem
como alteracBes na atividade do nervo simpatico renal e da pressdo arterial (BOURQUE,
2008). Também foi visto que injecdo de liquido cerebroespinhal artificial hiperténico no
ventriculo ativa a liberacdo de vasopressina, leva a descarga simpatica e a sede. Estas
respostas sdo mediadas por osmorreceptores presentes em muitas regides do sistema nervoso
central, principalmente na regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V) que inclui: o
6rgdo subfornical (SFO), o 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT) e o MnPO
(JOHNSON, 2007).

Algumas areas cerebrais participam diretamente da homeostasia dos liquidos
corporais. As mais notaveis dentre essas areas sdo 0s orgaos circunventriculares SFO, OVLT
e area postrema (AP), nucleos prosensefalicos como o nucleo predtico mediano, ndcleo
paraventricular hipotalamico parvicelular e magnocelular, nacleo supradtico, amigdala
(principalmente os nucleos centrais e mediais), nacleo do leito da estria terminal, area septal
e hipotalamo lateral e estruturas romboencefalicas, como o nucleo do trato solitario (NTS),
medula ventrolateral rostral e caudal, ndcleo parabraquial (PBN) (JOHNSON, 2007).

O SFO e o OVLT projetam seus neurbnios para nucleos como o supraotico e
paraventricular hipotalamico que liberam vasopressina e oxitocina, horménios estes também
relacionados a manutencdo da homeostase dos liquidos corporais e disparos simpaticos
(WESTERHAUS; LOEWY, 1999; MILLER; LOEWY, 2014). Diferente desses dois OCVs, a
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area postrema (AP) apresenta principalmente conexdes com o NTS, a medula ventrolateral e
uma regido do nucleo parabraquial. Além disso, um grupo de neurdnios da AP se projeta para
neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos pancreaticos. (LOEWY; HAXHIU, 1993). Do
ponto de vista funcional, a AP esta envolvida em diversas func@es viscerais como no reflexo
do vomito, reflexos cardiovasculares e ingestdo de alimentos (MCKINLEY et al., 2003; FRY;
FERGUSON, 2009).

Estudos neuroanatbmicos mostraram que a area septal, integrante do sistema limbico,
recebe e envia projecdes para areas prosencefalicas envolvidas no equilibrio hidroeletrolitico,
como o SFO, a éarea predptica medial (mPOA) e hipotdlamo lateral (LH) (PAULIN et al.,
2009). Blass e colaboradores descreveram que lesdes eletroliticas na AS levava a um aumento
de ingestdo de salina ainda maior do que aquele estimulado pela angiotensina Il (BLASS;
NUSSBAUM; HANSON, 1974). Administracdo de vasopressina da area septal medial,
aumentou a ingestdo de agua de forma dose dependente em animais privados de agua por 24
horas e ainda aumentou a ingestdo de &gua e sédio em animais depletados de sodio
(CAMARGO, A. A. L.; CAMARGO, M. P. A. G; SAAD, 2007). Estes dados da literatura
evidenciam que a area septal é um nucleo importante no controle hidrossalino.

Para manter a homeostasia hidrossalina nos compartimentos celulares, € importante o
equilibrio entre os mecanismos centrais e periféricos que regulam a ingestdo e a excre¢do de

agua e so6dio no organismo.

2.2. MECANISMOS ENVOLVIDOS NA REGULAGAO DO APETITE POR SODIO

Apetite por sédio é um comportamento especifico, motivado, inato presente em
diversas espécies de animais, inclusive em humanos e pode ser definido como ingestdo de
solucdo NaCl, mesmo que em uma concentracdo expressivamente alta, diante de um quadro
de deficiéncia, enquanto que, em uma condicdo de auséncia de necessidade fisiologica desse
ion a ingestdo seria bastante desagradavel e até aversiva (FORMENTI; COLOMBARI, 2011).

H4& na literatura muitos estudos em animais que mostram a motivacao para a ingestao
de sal, no entanto no homem € pouco descrito 0 comportamento motivado para o apetite por
sodio, isto se deve ao fato que a ingestdo dietética humana normalmente € rica em sodio
(DANIELS; FLUHARTY, 2004). Mas este comportamento motivado também existe no
homem como foi demonstrado no relato de caso classico descrito por Wilkins e Richter em
1940 que confirmaram aumento do apetite por sédio em humanos em situacdo de disturbios
do balancgo deste ion. Os autores relatam a histdria de uma crianca de trés anos e meio que foi

hospitalizada apresentando sinais de desenvolvimento precoce, e que veio a falecer apos sete
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dias de internamento. Apos falecimento da crianga foi constatado que ela apresentava
insuficiéncia da adrenal, como consequéncia ndo produzia mineralocorticoides e ficava
impossibilitada de reter sodio. Acredita-se que o falecimento tenha ocorrido devido a dieta
hipossddica oferecida pelo hospital. Segundo o relato dos pais da crianca esta tinha uma
vontade insaciavel de ingerir sal e que em casa fazia isso sem moderacgdo. Neste relato fica
evidente a presenga do apetite por sal em humanos (WILKINS; RICHTER, 1940)

Em animais, o primeiro estudo que demonstrou que o apetite por sédio € um
comportamento motivado e que ocorre especificamente em resposta a uma deficiéncia desse
ion foi feito em 1936 por Curt Richter. Ele mostrou que ratos adrenalectomizados mantidos
com dieta hipossddica morriam dentro de poucos dias, porém quando era oferecido a esses
animais salina hiperténica a 3% eles ndo sO aceitavam como conseguiam manter-se Vivos.
Além disso, em outro estudo Richter observou gque esse comportamento ingestivo era abolido
apos os animais receberem transplante de tecido funcional da glandula adrenal (RICHTER,;
ECKERT, 1938).

O apetite por sédio geralmente aumenta apds um periodo prolongado de deficiéncia
deste ion, porém 0s mecanismos exatos responsaveis por este comportamento ainda nao estdo
completamente elucidados. Sabe-se que, assim como a sede, o apetite por sédio € um
mecanismo regulatério imprescindivel para restauracdo do compartimento liquido extracelular
(GEERLING; LOEWY, 2008). Estudos iniciais sugeriram que o aumento do apetite por sodio
era devido a hiponatremia induzida pela privacdo dietética de sddio. Entretanto,
CONTRERAS; HATTON, (1975) mostraram que os valores plasmaticos de sédio estavam
normais mesmo apds 7 dias de dieta hipossddica, embora os animais apresentassem alta
preferéncia e aumento na ingestdo de solucdo hipertdnica. Os valores normais de sodio
plasmatico poderiam ser explicados pela reducdo expressiva da excre¢do urinaria deste ion,
que restaurava a hiponatremia.

A deplecédo de sddio leva a um estado motivado de apetite por sal. Embora haja uma
mediacdo periférica para este comportamento, as maiores evidéncias € que ele seja de origem
central. Atualmente ja se sabe que o apetite por sodio é capaz de alterar a preferéncia de
sabor, de modo que uma substancia com alta concentracdo de sal antes tida como aversiva se
torna hedénica e por isso ganha bastante aceitabilidade. E importante salientar que quanto
maior for o desequilibrio de sddio corporal maior sera preferéncia por este ion, desta forma a
modulacdo do comportamento ingestivo permite a correcdo do balanco homeostatico
(CONTRERAS; HATTON, 1975; HURLEY et al., 2015)
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Muitas sdo as é&reas cerebrais que foram descritas como participantes do
comportamento do apetite por sddio. Os 6rgdos circunventriculares que incluem o SFO, o
OVLT, a eminéncia média e a AP. Morfologicamente estas areas sdo caracterizadas por
abundante rede vascular com capilares de tipo fenestrado. Essas areas possuem neurdnios que
fazem a interface entre 0 ambiente quimico da circulacdo periférica e o ambiente cerebral.

Entre as substancias que sdo detectadas esta o s6dio por meio dos canais sensiveis a variacdo
de sddio (Nay) (DE ALMEIDA, 1984; JOHNSON; GROSS, 1993; NODA, 2006). Um estudo
realizado com ratos geneticamente modificados mostrou que 0s animais que ndo expressam 0S

canais (Nay) ingerem sal em excesso quando desidratados, diferente dos ratos selvagens que

nesta condicdo evitam a ingestdo de sal. Portanto o canal (Nay) exerce influéncias inibitdrias
na atividade neuronal durante o estado de desidratacdo no SFO e OVLT (WATANABE
ET.ALL, 2000). Confirmando o papel desses canais, em outro estudo observou-se que
injecOes intracerebroventriculares de solucdo salina hipertdnica em ratos selvagens produz um
comportamento aversivo ao s6dio, mas 0 mesmo ndo ocorre em ratos que ndo expressam 0S
canais (Nay) (HIYAMA et al., 2004). Posteriormente foi descoberto que os canais (Nay) sdo
expressos especificamente nas células gliais (astrocitos e células ependimarias) dos 6rgaos
circuventriculares e ndo exatamente nos neurénios (WATANABE et al., 2006). Isso levantou
0 questionamento de como estas células gliais ndo sendo células excitaveis conseguiam
transmitir as informacdes detectadas referentes a concentracdo de soédio no liquido cérebro
espinhal aos neur6nios a figura 01 mostra o resumo de como isso acontece nas células
ependimarias no SFO, no entanto, esse mecanismo parece ocorrer também com astrocitos
positivos para 0s canais Nay.

Quando os animais estdo desidratados, a concentracdo de sodio tanto no plasma
guanto no liquido cérebro espinhal aumenta acima dos niveis normais (145 mEqg/l) e, assim
que ultrapassa os 150 mEqg/I ocorre abertura dos canais Nay fazendo aumentar a concentragéo
intracelular de sédio, isso ocorre com gastos de ATP. Para garantir a quantidade de ATP
suficiente para esse trabalho além do nivel usual, as células gliais aumentam a absor¢do de
glicose e estimula a glicolise anaerébica para gerar energia, produzindo o lactato como
produto final desta via. Esse lactato é liberado e fornecido aos neurdnios, inclusive aos
neurbnios GABAérgicos e estimula a atividade destes. Os neurdnios GABAErgicos estéo

envolvidos no comportamento aversivo para ingestdo de sodio (SHIMIZU et al., 2007).
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Figura 01- Mecanismo de sinalizagdo da concentracdo de sodio no liquido cerebroespinhal das
células gliais para os neur6nios (Retirada de Shimizu, 2007).

Além dos OCVs (SFO, OVLT, AP e ME), os canais (Nax) também séo expressos em

célula de outros nucleos hipotalamicos que estdo envolvidos na homeostasia como no ndcleo
paraventricular e supradptico. No MnPO esses canais Sd0 expressos apenas em cérebros de
ratos, mas ndo em camundongos, sugerindo que ha uma diferenca no padrédo de expressdo dos
canais (Nay) entre as espécies de roedores (NEHME et al., 2012).

O nacleo do trato solitario (NTS), localizado no tronco cerebral, é a primeira area que
recebe informacdes gustativas através dos VI, IX e X pares de nervos cranianos, captadas por
barorreceptores e quimiorreceptores e também participa da regulacdo do apetite por sédio
(JOHNSON, 2007). Foi visto que lesbes no NTS levam ao aumento da ingestdo de sodio,
tanto de forma aguda, quanto crénica em animais depletados desse ion, 0 que sugere gque esse
nacleo constitui parte das vias inibitérias para o comportamento ingestivo (OGIHARA et al.,
2009). Em outro estudo foi mostrado que um grupo de neur6nios sensiveis a aldosterona no
NTS expressou o marcador de atividade neuronal c-Fos especificamente quando os animais
estavam com deficiéncia cronica de sédio e cerca de duas horas apos ser oferecida salina
hipertdnica a 3% de NaCl aos animais, esses neurdnios deixaram de ser ativados (OHMAN;
JOHNSON, 1986).
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Outra &rea importante no controle da ingestdo de sodio e &gua e que ja foi descrita
como participante dos mecanismos inibitérios é o nucleo parabraquial lateral (LPBN), uma
estrutura pontina, localizada dorsolateralmente ao pedunculo cerebelar superior. O LPBN tem
conexdes com areas prosencefalicas como o nucleo paraventricular, o nucleo central da
amigdala (CEA) e MnPO, bem como, com areas situadas em regides medulares como a AP e
porcdo medial do NTS, estruturas estas relacionadas ao equilibrio hidrossalino (ANDRADE-
FRANZE et al., 2010). Dados da literatura mostram que lesdo eletrolitica no LPBN é capaz de
aumentar a ingestdo de sodio e agua em animais que receberam injecdo de angiotensina Il
(All) e isoproterenol, em relacdo ao grupo controle que mantive essa area cerebral intacta
(OHMAN; JOHNSON, 1986). Alguns neurotransmissores e receptores participam da
regulacdo da ingestdo de sddio e 4gua no LPBN, como a serotonina, 0 GABA, o glutamato,
noradrenalina, opidides entre outros (PAVAN et al., 2015) e estes atuam em mecanismos
diferentes na ingestdo. Um estudo mostrou que os subtipos de receptores serotoninérgicos 5-
HT2a2c € 5-HT3 tém efeitos opostos. Enquanto o primeiro inibe a ingestdo de sédio e dgua em
animais depletados de sddio, o 5-HT3 contribui para a facilitacdo da ingestdo em animais
também depletados deste ion.(DE GOBBI et al., 2007).

O MnPO é uma das estruturas que comp@e a parede anterior do terceiro ventriculo
(AV3V) juntamente com os OCVs SFO e OVLT. Ele é considerado um centro de integracéo
da homeostasia hidrossalina, pois recebe sinais neurais provenientes dos OCVs e
posteriormente os envia para 0s nucleos supra 6Otico e paraventricular do hipotalamo, areas
cerebrais envolvidas na liberacdo de vasopressina. Em situacdo de hipertonicidade e de
diminuicdo de volume observa-se ativacdo dos neurdnios de todas as estruturas da AV3V que
projetam para areas associadas a liberacdo de vasopressina (HUSSY et al., 2000;
SOMPONPUN et al., 2004; TAKAHASHI; HAYASHI; TANAKA, 2017). Emborao SFO e 0
OVLT tenham conexdo direta com nucleos hipotalamicos, o papel integrador do MnPO
parece ser importante para a regulacdo homeostatica. Um estudo demonstrou que lesGes com
acido no MnPO foi capaz de atenuar a ingestdo de agua secundaria a administracdo de All
diretamente no SFO (GUTMAN; JONES; CIRIELLO, 1989). Foi demonstrado ainda que
lesbes comprometendo parte ou todo o0 MnPO levou disturbios eletroliticos devido alteragdo
na liberacdo de vasopressina (ANDERSSON; LEKSELL; LISHAJKO, 1975). Dados do
nosso laboratério mostram a participacdo do MnPO na ingestdo de sodio. InjecOes de
interleucinal-beta nessa area levaram a uma diminuicdo da ingestdo de sodio em ratos
depletados desse ion quando comparados ao grupo controle, além disso, com a maior

concentracdo de interleucinal-beta utilizada no experimento foi possivel observar uma
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completa abolicdo da ingestdo de sal nesses animais. A ingestdo de &gua permaneceu
inalterada (CERQUEIRA et al., 2016). Em um estudo recente no qual se realizou ativacao de
neurdnios glutamatérgicos e GABAérgicos, do MnPO/OVLT utilizando abordagens técnicas
da optogenética, foi visto que ativacdo dos neurdnios glutamatérgicos promovem consumo de
agua, enquanto que a ativacdo dos neurébnios GABAérgicos suprimem este consumo. Embora
essa ativacdo tenha sido feita nas duas areas simultaneamente, € importante frisar que a
populacédo de neurbnios GABAEérgicos é bem maior no MnPO do que no OVLT, o que levou
os autores concluirem que este ndcleo é o principal responsavel pela inibicdo do consumo de
agua com a ativacgdo dos neurébnios GABAérgicos (ABBOTT et al., 2016). Além de participar
da homeostasia dos liquidos corporais 0 MnPO também é muito importante para o controle do
sistema cardiovascular, regulacdo da temperatura corporal e sono-vigilia (MCKINLEY et al.,
2015).

Localizada bilateralmente no lobo temporal medial, a amigdala € uma area cerebral
composta por aproximadamente treze nucleos organizados em trés grupos principais:
superficial, centromedial e basolateral. Através de suas fortes conexdes com regides corticais
estd envolvida no processamento de emog0es, principalmente aquelas relacionadas ao medo,
preparando o0 organismo para um estado de luta ou fuga, mas também em emocdes prazerosas
e de raiva. Além disso, a amigdala ainda esta envolvida em comportamentos fisioldgicos ou
motivados como dormir, comer, beber, recompensa e puni¢do entre outros (MCDONALD,
1998).

Diversos estudos mostram a participacdo da amigdala no apetite por sédio e esta
parece exercer um papel facilitatério para este comportamento, uma vez que em um estudo no
qual se realizou uma amigdalectomia total observou-se reducdo da ingestdo de salina
hipertdnica apds estimulo com mineralocorticoides e furosemida (COX; CRUZ; RUGER,
1978). Também, a ativacdo farmacologica dos receptores de serotonina 5-HT3 localizados
dentro do nucleo central da amigdala inibiu a ingestdo de sddio em ratos depletados desse ion
(LUZ et al., 2007). Anteriormente, esse mesmo grupo também mostrou que a ativacao
farmacoldgica por um agonista seletivo de receptores serotoninérgicos 5-HTs, localizados
dentro do nucleo medial da amigdala, levava a uma reducéo da ingestdo de sodio em animais
depletados desse ion, e este efeito foi totalmente blogueado pela administragdo de um
antagonista seletivo. Foi mostrado ainda que este antagonista sozinho ndo exerceu efeito
algum sobre a ingestdo de sodio. J& ativagdo dos receptores serotoninérgicos 5-HTac
localizados nesta mesma area ndo alterou a ingestdo de sddio, mas o bloqueio levou a uma

diminuicdo desse comportamento, indicando que é importante a integridade funcional desses
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receptores para a expressdo completa do apetite por sédio (LUZ et al., 2006). Estudos mais
recentes, demonstraram a participacdo da amigdala, especialmente o seu ndcleo central, no
comportamento do apetite por sédio, considerando as conexdes desta area com areas
gustatorias e corticais, foi mostrado que lesGes no nucleo central foram capazes de diminuir o
limiar de toleréncia ao sabor salgado em ratos, aumentando assim a sensibilidade ao sal. Esse
pode ser um dos mecanismos capaz de justificar a reducdo do apetite por sodio apos lesbes
dessa area (LI et al., 2012).

Diversos neurotransmissores tém sido descritos como facilitadores ou inibidores dos
mecanismos regulatérios do apetite por sal nas areas cerebrais envolvidas neste
comportamento. Entre eles, destacamos no presente trabalho os opidides que alguns estudos
tém demonstrado sua participacdo na modulacdo do apetite por sédio (NASCIMENTO et al.,
2012, 2014; YAN et al., 2013; PAVAN et al., 2015) e ainda, observamos como os opodides
interagem com 0s neurotransmissores angiotensinérgicos e GABAérgicos no controle deste

comportamento motivado.

2.3. OPIOIDES E SISTEMAS EFETORES

O Opio é uma substancia extraida da semente da papoula de uma planta denominada
Papaver Somniferum. A mais conhecida dessas substancias é a morfina, porém pode se isolar
dessa planta outros alcaldides como a codeina, papaverina e tebaina. Conjuntamente esses
compostos sdo denominados opidceos. Opidide é um termo mais amplo que abrange todo
composto que interage com os receptores opidides no sistema nervoso central (TRESCOT et
al., 2008; PATHAN; WILLIAMS, 2012). Eles podem ser divididos em quatro grupo: 0s
peptideos opidides produzidos de forma enddgena como a dinorfina e a met-encefalina;
alcaldides de 6pio como a morfina; opidides semi-sintéticos; onde ha uma modificacdo da
estrutura natural da morfina e como exemplo pode se citar a diacetilmorfina popularmente
conhecida como heroina e os derivados sintéticos que possuem estruturas ndo relacionadas a
morfina como exemplo, tem se a série da fenilpiperidina, entre outros (MCDONALD;
LAMBERT, 2008).

As encefalinas, beta-endorfinas e dinorfinas constituem a familia dos peptideos de
opidides enddgenos. Estes sdo encontrados amplamente distribuidos pelo sistema nervoso
central. A encefalina é derivada da molécula preproencefalina, que é expressa em grande parte
do sistema nervoso central desde o cortex pré-frontal até a medula espinhal e codifica
peptideos de natureza opioide. Apds ser clivada ela da origem a sete novos peptideos, sendo
quatro moléculas de [MET] encefalina, uma de [LEU] encefalina e outros dois peptideos no
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terminal carboxilico. A preproopiomelacortina é expressa dentro do cérebro, no nicleo
arqueado do hipotadlamo e ndcleo do trato solitario, dando origem a proopiomelacortina,
polipeptidio formado por 241 aminoacidos que quando clivado préximo ao seu terminal
carboxilico origina o peptideo beta-lipotrofina, que por sua vez clivada gera a beta-endorfina
e a beta-MSH. Quando clivada na regido média a proopiomelacortina origina o horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) que ainda pode ser clivado em alfa-MSH e no Peptideo do
I6bulo intermediario tipo Corticotropina (CLIP). Por fim, quando clivado um pouco mais
préximo ao seu terminal aminico a proopiomelacortina gera o peptideo gama-MSH. Os
peptideos de dinorfina sdo derivados do precursor pré-prodinorfina, encontrada ao longo do
cerebro. A prodinorfina quando clivada também origina trés principais peptideos contendo
[LEU] encefalina, sendo eles a alfa/beta neodinorfina, dinorfina A e dinorfina B (Figura 02)
(AKIL et al., 1984; POULIN et al., 2009).
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Figura 02- Representagdo esquematica das estruturas precursoras de proteinas das trés familias dos
opidides classicos. As linhas verticais duplas representam sitios de clivagem dos aminoacidos
(Retirado de Akil et.al, 1984).

Além desses trés opiodides enddgenos considerados classicos, foi identificado em 1995
um quarto composto denominado de orfanina FQ ou nociceptina, que é derivado do
polipeptideo pre-pronociceptina. Embora os efeitos deste composto ndo sejam blogueados
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pelo naloxone como os demais, ele foi considerado um opidide enddgeno por compartilhar
caracteristicas com estes, como as sequéncias de aminoacidos e possuir um sistema de
receptores acoplados a proteina G, além de que, a nivel celular, a orfanina atua produzindo
acOes semelhantes aos outros opioides enddgenos (PATHAN e WILLIAMS, 2012).

Os receptores opioides originalmente foram denominados com letras gregas, mu, kapa
e delta. Em 1996, a Unido Internacional de Farmacologia mudou a nomeacdo para OP1
(receptor delta), OP2 (receptor kapa) e OP3 (receptor mu), mais tarde nos anos 2000
novamente essa nomenclatura foi alterada para DOP, KOP e MOP (PATHAN; WILLIAMS,
2012). No presente trabalho serd utilizada a nomenclatura cléssica para estes receptores.

Os opioGides exercem suas acOes atraves da ligagdo com seus receptores. As
encefalinas se ligam preferencialmente aos receptores delta, as beta-endorfinas aos receptores
tipo mu, as dinorfinas aos receptores tipo kappa e a nociceptinas aos receptores NOP. Porém,
é de grande importancia salientar que os opidides ndo sdo completamente seletivos e podem
se ligar a mais de um tipo de receptor, um exemplo, claro disto, sdo as beta-endorfinas que
podem se ligar em qualquer um dos trés tipos de receptores classicos, mas preferencialmente
se ligam aos receptores do tipo mu (MCDONALD; LAMBERT, 2008)

Todos os receptores opidides pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina
G inibitéria. Estruturalmente eles sdo formados por uma regido amino terminal extracelular,
(N-terminal), seguido por sete dominios transmembranas helicoidais, conectados entre si por
trés alcas de interligacdo no meio extracelular e trés no meio intracelular finalizando com um
dominio intracelular, C-terminal. As alcas no meio intracelular se ligam a proteina G que
possui a funcdo de propagar o sinal de ativacdo que se inicia no dominio extracelular do
receptor. (TRESCOT et al., 2008). A proteina G é formada por trés subunidades distintas,
sendo elas a alfa, a beta e a gama. Ap6s o receptor ser ativado por um agonista opioide, ele
muda sua conformacdo e se liga a proteina G, que em seguida dissocia a subunidade alfa do
complexo beta gama a partir da fosforilacdo, entdo a molécula de GDP (difosfato de
guanosina) se transforma em uma molécula de GTP (trifosfato de guanosina). Em seguida, a
subunidade alfa inibe a via da adenilato ciclase com consequente inibicdo do AMPc que
inativara os canais de calcio, aumentando a condutancia aos ions de potassio o que
consequentemente levard a hiperpolarizacdo da celula. Apds este processo ocorre a
desfosforilacdo da subunidade alfa, e novamente a molécula de GTP se transforma em GDP
unindo as subunidades alfa e 0 complexo beta gama da proteina G (figura 3) (AL-HASANI,;
BRUCHAS, 2011).
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Figura 03 - Eventos intracelulares que ocorrem ap6s a ligagdo de um agonista opidide a um receptor
opidide acoplado a proteina G inibitdria (Retirado de PATHAN & WILLIAMS, 2012).

2.4. OPIOIDES E INGESTAO DE SAL

O sistema opioidérgico central desempenha importantes funcdes no organismo, como
a antinocicepcao, controle cardiovascular e do humor, regulacdo enddcrina e comportamentos
alimentares (NASCIMENTO et al., 2014). Distribuidos difusamente pelo sistema nervoso
central, os receptores opidides sdo encontrados em areas relacionadas ao controle da ingestao
de sddio como o ndcleo do leito da estria terminal, nacleo central da amigdala, o SFO, MnPO
entre outros (POULIN et al., 2009; YAN et al., 2013). Os opidides participam da modulagéo
do apetite por sodio atuando basicamente através de dois componentes que estdo envolvidos
neste comportamento: a motivacdo para ingerir sal, e a palatabilidade hedb6nica do sal
(SMITH; LAWRENCE, 2017).

Dados anteriores do nosso laboratério mostraram que o bloqueio central dos
receptores delta opioides, leva a inibi¢do da ingestdo de sodio em animais depletados desse
ion pelo uso do diurético furosemida, sugerindo que a ativacdo dos receptores delta opidides
em animais depletados pode ser importante para corrigir o desequilibrio nas concentracGes de
sodio, enquanto que em condigdes normonatrémicas 0s opiodides participam mantendo a
ingestdo normal de sdédio. Além disso, mostrou tambeém uma possivel interacéo entre as vias
opioidérgicas e angiotensinérgicas centrais, uma vez que o bloqueio dos receptores delta

opidides levou a inibicdo da ingestdo de sodio induzida pela administracdo central de
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angiotensina Il. Resultados semelhantes foram encontrados quando foi realizado o bloqueio
central de receptores Kappa opidides (NASCIMENTO et al., 2012, 2014).

Também ha na literatura trabalhos mostrando a participacdo dos receptores mu-
opioides no apetite por sodio. A ativacdo desses receptores no LPBN levou ao aumento da
ingestdo de sodio e agua em ratos pré-tratados com diurético furosemida associado com
captopril, inibidor da enzima conversora de angiotensina e este efeito foi revertido pelo pré-
tratamento com um antagonista seletivo de receptores mu-opidides, enquanto que o bloqueio
dos receptores kappa produziu apenas tendéncia a reverter este efeito. JA o bloqueio dos
receptores delta ndo modificou a ingestdo de &gua ou sodio, mostrando assim que a ativacdo
dos receptores do tipo mu-opidide é capaz de reverter a caracteristica inibitéria do LPBN para
a ingestdo de sodio e agua (PAVAN et al., 2015).

O presente estudo estd baseado em trés hipoteses principais elencadas a seguir. 1 —
Como os efeitos dos opidides sdo decorrentes de hiperpolarizacdo neuronal, e como a
deplecdo de sddio leva a ativacdo enddgena dos receptores mu-opioides no MnPO, nossa
hipotese é que na deplecdo de sodio a ativacdo dos opidides enddgenos ird desinibir o
comportamento ingestivo e 0s animais irdo aumentar o apetite por sddio. Para testar esta
hipotese se for realizado o bloqueio farmacoldgico dos receptores mu-opidides no MnPO
condicBes de aumento da concentracdo plasmatica de sédio, ha ativacdo dos canais Nax no
MnPO. Isso resulta em aumento da concentracdo extracelular de lactato, que por sua vez ativa
neurdnios GABAEérgicos com efeito inibitorio sobre a motivacdo para ingestdo de sodio.
Desta forma, nossa hipdtese é que na deple¢do de sddio a ativacdo de receptores mu-opioides
no MnPO ir4 inibir os neurbnios GABAérgicos, tendo um efeito desinibitério sobre a
motivacdo para ingestdo de sodio. Para testar esta hipoOtese se for feito o bloqueio
farmacoldgico dos receptores GABAErgicos, se observara uma reversao do efeito inibitério da
ingestdo de sodio promovida pelo bloqueio dos receptores mu-opioides. 3- A All pode atuar
em terminais pré-sindpticos dos neurdnios GABAérgicos inibindo a transmissédo deste
impulso e desta forma aumentando a ingestdo de sodio. Nossa hipotese é que se o blogueio
das vias mu-opioidérgica for capaz de impedir a inibigdo do neurénio GABAEérgico pela All
exogena, havera reducgéo da ingestdo de sodio. Portanto, para testar esta hipotese se for feito o
blogqueio das vias mu-opioidérgicas havera inibi¢ao da ingestdo de sodio, induzida pela All.
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3 HIPOTESES

A deplecdo de sbdio estimula a liberacdo de opidides no MnPO que através da

ativacdo dos receptores mu-opidides modula o apetite por sodio.

3.1. HIPOTESE TESTE (H1)

3.1.1. Se a deplecéo de sodio ativa as vias opioidérgicas e isto leva ao aumento da ingestao de
sodio, entdo o blogueio farmacoldgico dos receptores mu-opidides no MnPO levaré a inibicdo
da ingestéo de salina hipertonica.

3.1.2. Se a ativacdo das vias opioidérgicas inibe os neurbnios gabaérgicos presentes no
MnPO, entdo o bloqueio dos neurbnios gabaérgicos, levara a reversdo do efeito inibitério da
ingestdo de sédio promovida pelo bloqueio dos receptores mu-opidides em ratos depletados

de sodio.

3.1.3. Se o blogueio das vias mu-opioidérgicas impedir a inibicdo do neurébnio GABAérgico
pela angiotensina Il exdgena, entdo haverd reducdo da ingestdo de sédio em ratos

normoanatrémicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel dos receptores mu-opidides no MnPO sobre o controle do apetite

por sédio em ratos depletados desse ion.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Estudar o efeito do bloqueio dos receptores mu-opidides do MnPO na ingestdo de sodio

em ratos depletados desse ion.

4.2.2. Investigar se o bloqueio dos receptores GABAErgicos presentes no MnPO reverte o

efeito antinatriorexigénico induzido pelo blogqueio dos receptores mu-opiodide nesta area.

4.2.3. Testar se o0 blogueio dos receptores mu-opioides presentes no MnPO inibe o apetite por

sodio induzido por Angiotensina Il.

4.2.4. Analisar se 0 bloqueio dos receptores mu-opioides, no MnPO altera a ingestdo de

substancias palataveis.

4.2.5. Verificar se o bloqueio dos receptores mu-opioides, no MnPO altera a atividade

locomotora
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Para realizacdo deste estudo foram utilizados ratos Wistar machos adultos com peso
entre 260 e 280g. Estes animais foram fornecidos pelo Biotério Setorial do Laboratério de
Neurociéncias da Universidade Federal da Bahia, localizado no Instituto de Ciéncias da Saude
da referida Universidade. Eles foram mantidos em temperatura controlada de 23 = 2°C, e em

ciclo claro escuro de 12 horas, recebendo livremente gua e racao.

5.2 CALCULO AMOSTRAL

O ndmero de animais utilizados nos experimentos foi determinado por meio do
programa BioEstat versdo 5.0, e também est4 de acordo com trabalhos existentes na literatura
que tratam de tematica semelhante. Os protocolos experimentais apresentaram-se em
conformidade com as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratdrio (SBCAL) e os mesmos foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/ICS-UFBA) e foram registrados com o nimero 024/2012.

5.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Cinco dias precedentes a realizacdo dos experimentos, foram implantadas canulas
guias no cérebro dos animais, confeccionadas com agulhas hipodérmicas de aco inoxidavel
com diametro de 0.7mm e comprimento padronizado de 13mm, para administracdo de
injecOes de farmacos no encefalo. Para isso eles foram anestesiados por via intraperitoneal
(i.p.), com cetamina (80mg/kg) / xilazina (11,5mg/kg). Em seguida foi realizada tricotomia da
cabeca e entdo eles foram posicionados no aparelho estereotdxico. As coordenadas
estereotaxicas utilizadas para canular os encéfalos no MnPO foram determinadas de acordo
com o Atlas de Paxinos e Watson (1998), sendo anteroposterior 0,3mm posterior ao Bregma,
lateral 0,0mm considerando a sutura da linha media e vertical 5,8mm a partir da superficie do
cranio. Para fixacdo das céanulas utilizou-se resina acrilica autopolimerizavel JET. Apds
implantacdo destas, os animais receberam doses profildticas de pentabidtico veterinario
(benzilpenicilina benzatina 24.000Ul; benzilpenicilina procaina 12.000Ul; benzilpenicilina

potassica 12.000Ul; diidroestreptomicina base 10 mg estreptomicina base 10 mg) na dose de
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0,2 ml/rato e antiinflamatério/analgésico (flunixina meglumina 2,5 g/ml, na dose de 0,1
ml/100g peso), ambos foram administrados por via intramuscular (1.M). Para prevenir a
obstrucdo das canulas, foram utilizados mandris removiveis feitos com fio de aco inoxidavel
nlmero 28 e que possuiam 0 mesmo comprimento das canulas guias.

ApoOs recuperacdo anestésica os animais foram colocados em caixas individuais e tiveram
livre acesso a racdo, bebedouros com agua destilada e bebedouros com salina hipertdnica
1,5%. Diariamente essas caixas foram trocadas e os animais foram manipulados simulando as

condicdes experimentais a fim de diminuir o estresse no momento do experimento.

5.4 DROGAS E VIAS DE ADMINISTRACAO

As drogas utilizadas foram Naloxone (antagonista do receptor p (mu)) nas
concentracOes de 3, 6 e 12 nmol/0,2uL, Bicuculina (antagonista gabaérgico) 2 nmol/0,2uL,
angiotensina Il (10 pg/0,2 ul), sendo todas dissolvidas em solugéo salina (Nacl 0,9%) e foi
utilizado para a deplecdo de sodio o diurético furosemida (Lasix) 10mg/ml obtida do
laboratorio Sanofi Aventis, Sdo Paulo, Brasil. As concentracdes e volumes foram escolhidos
baseados em dados da literatura e também em trabalhos prévios do nosso laboratério (DE
OLIVEIRA et.all,2007; NASCIMENTO, 2012).

A furosemida foi administrada por via subcutanea (s.c.), e os demais farmacos foram
injetados diretamente no MnPO por meio de uma seringa de 10 pl (Hamilton, Co. Inc.
Whittier, C.A.) conectada a uma agulha odontoldgica n® 30G com 14 mm, através de um tubo
de polietileno (PE10) com aproximadamente 30 cm de comprimento. As injecdes foram feitas
lentamente, aproximadamente durante 60 segundos e a agulha injetora foi mantida no local
por mais 60 segundos para evitar o refluxo de liquido nas canulas.

Como veiculo, foi utilizada solucdo salina isotdnica 0.9%, também injetada

diretamente no encéfalo por meio de uma seringa de Hamilton de 10 pl.

5.5 HISTOLOGIA

Apos a realizacdo dos experimentos, os animais foram anestesiados com associagéo de
cetamina (80mg/kg) e xilazina (11,5mg/kg) via intraperitoneal (i.p.), e submetidos a perfusao
transcardiaca. Inicialmente com solugédo salina glicosada e em seguida com formol a 10%
com o objetivo de fixacdo. Logo apoés, os cérebros foram removidos da calota craniana e

conservados em formol a 10% durante 7 dias, sendo posteriormente transferidos para
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recipientes contendo formol glicosado a 30%. Os cortes histoldgicos dos encéfalos foram
feitos em criostato com espessura de 40um e montados em laminas previamente gelatinadas.
Apbs a secagem em estufa a 50°C por 24 horas os cortes dos encéfalos foram corados com
cresil violeta 2%. Posteriormente as laminas foram analisadas e apenas os dados dos animais

onde o sitio da injecdo foi 0 ndcleo predptico mediano (MnPO) foram incluidos neste estudo.

5.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

5.6.1 DEPLECAO DE SODIO

Para induzir o apetite por sddio utilizou-se o diurético furosemida, que blogueia o co-
transporte de Na*/K*/2CI" na por¢do ascendente da alca de Henle, desta forma diminuindo a
reabsorcao deste eletrélito e promovendo aumento da diurese e da natriurese. (LUNDY, et.
al., 2003). Quatro dias ap6s a cirurgia de implantacdo das canulas, e 24 horas antes dos
experimentos os animais foram submetidos ao protocolo de deplecédo de sédio. Para isso eles
foram pesados e receberam injecdo subcutanea (s.c) do diurético furosemida (10mg/ml/rato).
Em seguida foram colocados em caixas individuais forradas com papel absorvente. Durante o
periodo de 4 horas subsequentes os animais foram trocados de caixa a cada 1 hora devido ao
grande volume urinario e nesse tempo ndo tiveram acesso a alimento, dgua ou solugédo salina
hipertdnica. Ap6s esse periodo os animais foram novamente pesados e transferidos para
caixas contendo maravalha, recebendo agua destilada e dieta livre de sodio (fuba de milho
cozida em 4gua destilada).

No dia seguinte os animais foram pesados, trocados de caixas e iniciaram-se 0S

procedimentos experimentais.

5.6.2 PROTOCOLO DO TESTE DE SOBREMESA

O teste de sobremesa ja estad bem estabelecido na literatura como forma de avaliagdo
de resposta hedonica e de palatabilidade as solugfes. Estudos anteriores do nosso laboratério
também utilizaram este protocolo (LUZ et. al, 2007; CERQUEIRA et. al, 2016).

Cinco dias antes do experimento, os animais tiveram canulas implantadas no MnPO
como j& descrito anteriormente, sendo que para realizacdo deste protocolo apos a cirurgia

central, eles ficaram em caixas individuais e foram oferecidas racdo e agua filtrada. No dia
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seguinte, bem como pelos outros quatro dias subsequentes, os animais foram manipulados e
ambientados as condigdes experimentais, algo que consistia em pesa-los e transferi-los para
uma caixa forrada com papel absorvente branco. Foram ofertados durante duas horas,
bebedouros graduados contendo &gua destilada e solucdo de sacarina a 0,1%. Durante esse
periodo ndo era oferecida racdo. Apds isso eles eram novamente transferidos para caixas
contendo maravalha, recebiam racdo e agua filtrada e tinham seus mandris trocados. No

ultimo dia de treino vinte e quatro horas antes do experimento eles eram privados de agua.

5.6.3 PROTOCOLO DO TESTE DO CAMPO ABERTO

O teste de campo aberto consiste em colocar 0s animais em uma arena cilindrica tendo
como medidas 60 cm de didmetro e 60 cm de altura, com o assoalho marcado com oito areas
de 42,43 cm? e a parte superior aberta. A locomocao dos animais pelos espacos demarcados,
foi observada e registrada durante dez minutos, sendo que apenas quando o animal colocava
as quatro patas dentro do espaco delimitado era contabilizada uma érea.

O experimento foi realizado no quinto dia apds a implantacdo das canulas no MnPO, o
treinamento e a deplecdo foram semelhantes aos ja descritos anteriormente. Os animais nédo
foram colocados na arena durante os dias de treinamento, pois isso poderia deixa-los

habituados a mesma levando-os a ndo explorar a area no dia do experimento.

5.7 DESENHOS EXPERIMENTAIS

Desenho Experimental 01- Apo6s 24h do procedimento de deplecdo de sddio os animais
foram pesados e receberam as microinjecdes encefalicas de naloxona, nas concentracdes 3, 6
ou 12 nmol/0,2ul. O grupo controle recebeu microinjecdo encefélica de solugdo salina
isotonica (0,9%) no mesmo volume de 0,2ul. Quinze minutos apds as microinjecdes, 0S
animais receberam bebedouros graduados contendo &agua destilada e solucdo salina
hipertdnica 1,5%. O volume ingerido foi registrado cumulativamente nos tempos de 5, 10, 15,

30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Durante o experimento 0s animais néo tiveram acesso a ragao.
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Implante da cénula

Desenho Experimental 02 - Ap6s 24h do procedimento de deplecdo de sédio os animais
foram pesados e receberam as microinjecGes encefalicas de naloxona, na concentracdo

12nmol/0,2ul. Apo6s 15 minutos receberam as injecGes de Bicuculina 2nmol/0,2ul ou solucao
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salina 0,9%. Quinze minutos ap6s a segunda microinjecdo, os animais receberam bebedouros

graduados contendo &gua destilada ou salina hiperténica 1,5%. O volume ingerido foi

registrado nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos de forma cumulativa.

Durante o experimento 0s animais ndo tiveram acesso a racao.

-24 hor~as 0 minuto Eutanasia
Deplecao Bebedouros
-5 dias -30 minutos -15 minutos 5,10, 15, 30, 45, 60,90 e
Implante da Microinjecéo de Microinjecéo de 120 minutos
canula Naloxona Bicuculina ou Registro da ingestdo
salina
Desenho Experimental 03 - Inicialmente os animais foram pesados e receberam

microinjecOes de Naloxona 12nmol/0,2pl ou salina 0,9% no mesmo volume. Apos 15 minutos

receberam as microinjecGes de Angiotensina Il 10ng/0,2ul ou salina 0,9%. Logo em seguida

foram oferecidos bebedouros graduados contendo agua destilada ou salina hipertdnica 1,5%.

O volume ingerido foi registrado nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos de

forma cumulativa. Durante o experimento 0s animais nao tiveram acesso a racao.
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Desenho Experimental 04- No dia das sessdes experimentais, 0S animais receberam

microinjecOes de salina 0,9% ou naloxona 12 nmol no mesmo volume 0,2ul e apds quinze

minutos foram transferidos para a caixa forrada com papel absorvente branco e receberam

bebedouros graduados contendo solucdo de sacarina 0,1% ou agua destilada. O volume

ingerido tanto de agua quanto de solucdo de sacarina foi observado durante 120 minutos, e

nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos ap6s o oferecimento do bebedouro

foram cumulativamente registrados os volumes ingeridos.

Eutanésia

Transferéncia para caixa

teste

- 24 horas 0 minuto
Privacéo de agua Bebedouros
-5 dias -15 minutos 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 20
Implante da Microinjecdo de minutos
canula Naloxona ou salina Registro da ingestao

Desenho Experimental 05- No dia do experimento, os animais receberam as microinjegoes

de naloxona 12nmol/0,2 pL, ou salina isot6nica estéril 0,9% 0,2 pL e apds 15 minutos foram

colocados dentro da arena por 10 minutos, uma area era contabilizada como percorrida assim

que o animal colocasse as quatro patas dentro de suas limitacdes.
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- 24 horas Transferéncia dos
Deplecdo animais para arena Eutanasia
circular
-5 dias -15 minutos 10 minutos registrando
Implante da canula Microinjecéo de a locomocao

Naloxona ou salina

6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados obtidos foi realizada pelo “software” GraphPad-Prism verséo 6.0.
Para analisar o efeito das microinjecbes de naloxona, da bicuculina e angiotensinall, no
encéfalo sobre o apetite por sédio em ratos depletados deste ion e comparar cada tratamento
no tempo correspondente com o grupo controle, utilizou-se ANOVA two-way para medidas
repetidas, seguida do pés-teste de comparacGes multiplas de Bonferroni. O teste de sobremesa
foi analisado também por meio da ANOVA two-way seguida do pos-teste de comparacdes
maltiplas de Bonferroni. E por fim, o teste de campo aberto foi avaliado através do teste t-
Student ndo pareado. As diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente
significantes quando p < 0,05, e os dados foram apresentados como média e erro-padrdo
(média £ SEM).
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7 RESULTADOS

Analise histologica

As figuras abaixo mostram a fotomicrografia tipica do corte cerebral no MnPO, sitio
das microinjecdes deste estudo, seguida pela representacdo no diagrama de Paxinos e Watson
1998.

Figura 04. Fotomicrografia tipica (A) e diagrama (Watson & Paxinos, 1998) (B) do corte de
cérebro de rato mostrando o local da microinjecdo no MnPO (seta vermelha).
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Efeito de microinjegGes de naloxona no MnPO sobre a ingestdo cumulativa de
salina 1,5% e 4gua em animais depletados de sodio.

O objetivo deste protocolo foi investigar o papel dos receptores mu-opioide presentes
no nucleo predptico mediano no controle do apetite por sodio.

A administragdo de naloxona em diferentes concentragdes no MnPO, reduziu a
ingestdo de solugdo salina hipertdnica 1,5% e ndo houve diferenga estatisticamente
significante entre as concentracbes de 12 (n=11), 6 (n=11) e 3nmol/0,2ul (n=10), todas
inibiram a ingestdo de sddio de forma semelhante, quando comparadas ao grupo controle
(n=11). E possivel observar que as trés concentragbes comecaram a ser estatisticamente
diferentes do controle no tempo de 10 minutos e assim permaneceram até o final do
experimento aos 120 minutos. A andlise de variancia modelo misto de duas vias para medidas
repetidas com um fator de variacdo, indica que houve diferenca estatistica significante na
interacdo F (21, 273) = 12; p<0,0001, tempo F (7, 273) = 56; p<0,0001 e droga F (3,39) = 24;
p< 0,0001.

Como é possivel observar na figura 5 (B), durante todo o experimento, a ingestao de
agua permaneceu inalterada, tanto no grupo controle, como nos grupos que receberam
naloxona em qualquer uma das trés concentraces. A analise de variancia modelo misto de
duas vias para medidas repetidas com um fator de variacdo, mostra que nao houve diferenca
estatistica significante na interacdo F (21, 273) = 0,97; p= 0,5043, tempo F (7, 273) = 0, 95;
p=0.4675 e droga F (3, 39) = 0,54; p= 0,6574.
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Figura 05. (A) Ingestdo cumulativa de salina 1,5%; (B) Ingestdo cumulativa de agua em animais
depletados de sodio, apés microinjegdo no MnPO de naloxona nas concentra¢des 12 (n=11), 6 (n=11),
e 3nmol/0,2ul (n=10), ou salina isotdnica 0,9%. Os asteriscos (*) indicam diferenga estatistica
significante em relagdo aos animais do grupo controle (n=11) em cada tempo. Os dados séo
apresentados como média £ EPM (ANOVA de duas vias de modelo misto seguido do pds-teste de
Bonferroni; p<0,05).
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Efeito de microinjecdes de naloxona associada com bicuculina no MnPO sobre a
ingestdo cumulativa de solucgdo salina 1,5% e agua em animais depletados de sédio.

O objetivo deste protocolo foi investigar se o bloqueio dos receptores GABAE&rgicos
presentes no MnPO é capaz de reverter o efeito antinatriorexigénico induzido pelo bloqueio
dos receptores mu-opioide nesta area.

A administracdo de microinjecbes de naloxona 12 nmol/0,2ul (naloxona + salina)

(n=9) em ratos depletados de sddio, inibiu a ingestdo de solucdo salina hiperténica 1,5%
desde os 5 minutos iniciais permanecendo até o fim das sessdes experimentais aos 120
minutos (0,1 + 0,1ml/100g de peso corporal), (0,5 + 0,2ml/100g de peso corporal)
respectivamente, em relacdo ao grupo controle (salina+salina) (n=9), (1,3 = 0,2ml/100g de
peso corporal), (5,6 + 0,3mlI/100g de peso corporal). Contudo ao associar o naloxone 12 nmol
com o antagonista gabaérgico bicuculina (2nmol n=9) este efeito antinatriorexigénico
diminuiu. A partir do tempo de 45 até os 120 minutos observa se diferenga estatistica
significante entre naloxona associado com bicuculina (1,6 + 0,5ml/100g de peso corporal),
(2,8,+ 0,3ml/100g de peso corporal), em relacdo a naloxona sozinha (0,5 £ 0,2ml/100g de
peso corporal), (0,5 + 0,2mI/100g de peso corporal), mas apesar disso, o efeito inibitorio em
relagdo ao grupo controle ndo foi totalmente revertido, visto que houve diferengas
estatisticamente significante entre o grupo (salina + salina) e (bicuculina + naloxone). A
analise de variancia modelo misto de duas vias para medidas repetidas com um fator de
variacdo, indica que houve diferenca estatistica significante na interacdo F (14, 168) = 15,57;
p<0,0001, tempo F (7, 168) = 61,42; p<0,0001 e droga F (2,24) = 49,56; p<0,0001.
Como é possivel observar na figura 6 (B), durante todo o experimento, a ingestdo de agua
permaneceu inalterada, tanto no grupo controle, como nos grupos que receberam naloxona e
também naloxona associado com bicuculina. A anélise de variancia modelo misto de duas
vias para medidas repetidas com um fator de variacdo, mostra que ndo houve diferenca
estatistica significante na interacdo F (14, 168) = 0,0; p> 0,9999, tempo F (7, 168) = 0, 0; p>
0.9999 e droga F (2, 24) = 0,40; p=0,6747.
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Figura 06. (A) Ingestdo cumulativa de salina 1,5% em animais depletados de sédio, (B) Ingestdo
cumulativa de &gua, apds microinjecdo de naloxona 12nmol/0,2ul (n=9), naloxona 12nmol/0,2ul +
bicuculina 2nmol/0,2ul (n=9), ou salina isotdnica 0,9% (n=9). O asterisco (*) indica diferenca
estatistica significante em relacdo aos animais do grupo controle, (#) indica diferenca estatistica
significante entre o grupo naloxona 12nmol + salina 0.9% /0,2ul e naloxona 12nmol + bicuculina
2nmol/0,2ul . Os dados sdo apresentados como média + EPM (ANOVA de duas vias modelo misto
seguido do pos-teste de Bonferroni; p<0,05).
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Efeito de microinjecbes de Angiotensina Il e Angiotensina Il associada a
naloxona no MnPO sobre a ingestdo cumulativa de salina 1,5% e agua em animais

normonatrémico.

A administracdo de Angiotensina Il, na concentracdo de 10ug/0,2ul em animais
normonatrémicos (n=4) no MnPO, aumentou significativamente a ingestdo de salina
hipertonica 1,5% (FIGURA 7A) a partir dos 15 minutos iniciais do experimento e perdurou
por toda duracdo até os 120 minutos (1,7 £ 0,5ml/100g de peso corporal), (3,3 = 1,0ml/100g
de peso corporal) comparado aos animais que receberam microinjeces de salina (0,1 *
0,1ml/100g de peso corporal), (0,2 £ 0,1mI/100g de peso corporal). Entretanto, este efeito foi
inibido de forma significativa a partir do tempo 30 e permaneceu até o fim da sesséo
experimental aos 120 minutos (2,2 + 0,7ml/100g de peso corporal) (3,3 £ 1,0ml/100g de peso
corporal) quando foram feitas microinjecdes de angiotensina Il 2pg/2ul associada com
naloxona 12nmol (0,4 + 0,2ml/100g de peso corporal), (0,5 + 0,2ml/100g de peso corporal). A
analise de variancia, modelo misto de duas vias para medidas repetidas com um fator de
variacdo, indica que houve diferenca estatistica significante na interacdo F (14,98) = 6,6;
p<0,0001, tempo F (7, 98) = 12; p<0,0001 e droga F (2,14) = 10; p<0,0019.

Como ¢é possivel notar na FIGURA 7B, a ingestdo de agua nédo se alterou de maneira
estatisticamente significante, embora os animais que receberam microinjecdes de angiotensina
Il + salina (n=4) tenham apresentados valores de ingestdo superior aqueles que foram tratados
com salina + salina (n=7) ou naloxona associada com angiotensina Il (n=7). A analise de
variancia modelo misto de duas vias para medidas repetidas com um fator de variagdo, indica
qgue ndo houve diferenca estatistica significante na interacdo F (14,98) = 0,85; p=0,6191,
tempo F (7, 98) = 4,4; p<0,0003 e droga F (2,14) = 1,5; p=0,2548.
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Figura 07. (A) Ingestdo cumulativa de salina 1,5%; (B) Ingestdo cumulativa de 4gua, em animais
normonatrémicos e normohidratados, ap6s microinjecdo de angiotensina Il 10ug + salina 0,9% ou
angiotensina Il 10ug + naloxona 12nmol ou salina 0,9% + salina 0,9% todas no volume de 0,2 pl no
MnPO. O asterisco (*) indica diferenca estatistica significante em relacdo aos animais do grupo
controle e (#) indica diferenca estatistica em relacdo aos animais do grupo salina + angiotensina Il. Os
dados sdo apresentados como média + EPM (ANOVA two-way modelo misto seguido do pos-teste de
Bonferroni; p<0,05).
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Teste de sobremesa em animais privados de agua por 24 horas que receberam
microinje¢des de naloxona 12nmol ou salina 0,9% no MnPO.

O bloqueio dos receptores mu-opidides endégenos no MnPO com naloxona provocou
inibicdo significativa da ingestdo de solucdo de sacarina 0,1% nos animais que receberam
naloxona 12nmol/0,2ul (n=5) quando comparados com o grupo controle (n=6) (4,5 %
0,5ml/100g de peso corporal) e (8,2 £ 0,8ml/100g de peso corporal). Quanto a ingestdo de
agua, embora os animais do grupo controle tenham bebido menos, ndo houve diferenca
estatistica significativa daqueles animais tratados com microinjecdes de naloxona 12 nmol
(0,9 £ 0,5ml/100g de peso corporal) (1,5 = 0,7ml/100g de peso corporal). A ingestdo de
solucdo de sacarina foi significativamente maior do que a ingestdo de agua entre o0s animais
do grupo controle, mas ndo foi diferente entre os animais que receberam as microinjecdes de
naloxona 12nmol no MnPO. A anélise de variancia, modelo misto de duas vias para medidas
repetidas com um fator de variacdo, indica que houve diferenca estatistica significante na
interacdo F (1,18) = 10,37; p=0,0047, ingestdo (1, 18)= 58,24; p<0,0001 e droga F (1,18) =
5,41; p=0,0318.
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Figura 08: Teste de Sobremesa realizado em animais privados de agua por 24 horas e tratados com
naloxona 12 nmol/0,2uL no MnPO sobre a ingestdo total de solucdo de sacarina 0,1% e de agua. Os
animais do grupo controle foram tratados com salina 0,9% (n=6; n=6, respectivamente). Os dados séo
apresentados como média £+ EPM (ANOVA de duas vias modelo misto seguido do pés-teste de
Bonferroni; p<0,05). O asterisco * indica a diferenga na ingestdo de sacarina entre animais tratados
com salina (controle) e com naloxona e os simbolos # indicam a diferenca entre ingestdo de sacarina e
agua para 0 mesmo tratamento (salina ou naloxone).
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Teste de campo aberto em animais depletados de sodio que receberam
microinje¢des de naloxona 12nmol ou salina 0,9% no MnPO.
A figura 08 mostra o teste de campo aberto realizado para verificar se o bloqueio dos
receptores mu-opidides no MnPO altera a atividade locomotora dos animais. E possivel
observar que ndo houve diferenga estatisticamente significante entre o grupo controle que
recebeu microinjecdes de solucdo salina 0,9% e o grupo experimental tratado com naloxona
12nmol/0,2ul) (34,0 = 4,0mI/100g de peso corporal) e (34,6 + 5,0ml/100g de peso corporal).
Portanto 0 bloqueio dos receptores mu-opioides nao altera atividade locomotora de ratos
depletados de sodio. A andlise ndo pareada do teste “t” de Student indica t=0,09416; dfn=9;
dfd=9; p= 0,9260.
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Figura 09: Teste de Campo Aberto realizado em animais depletados de sddio e tratados com naloxona
12nmol/0,2uL ou salina 0,9% no mesmo volume no MnPO. Os animais controles foram tratados com
salina (n=10; n=10; respectivamente). Os dados sdo apresentados como médias + EPM. A anélise
estatistica foi feita por meio do Teste “t” de Student nao pareado, p < 0,05.
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8 DISCUSSAO

No presente trabalho demonstramos que o bloqueio dos receptores mu-opidides no
MnPO foi capaz de inibir o apetite por sédio em ratos depletados deste ion. Este efeito
inibitdrio sobre a ingestdo de sodio foi reduzido pelo bloqueio GABAérgico no MnPO. Além
disso, verificou-se também que o bloqueio dos receptores mu-opidides inibiu a ingestdo de
sodio induzida pela administracdo de angiotensina Il no MnPO. O efeito antinatriorexigénico
da naloxona no MnPO néo parece ter sido devido a alteracdes na atividade locomotora dos
animais, uma vez que o “teste de campo aberto” ndo apresentou diferenca entre o grupo
controle e o grupo tratado com naloxona. Por outro lado, este efeito pode ter sido, a0 menos
em parte, devido a redugdo na palatabilidade, pois no “teste de sobremesa” se observou
diminuicdo da ingestdo de solucdo palatavel (sacarina).

A naloxona, que foi utilizada como ferramenta farmacoldgica no presente estudo, tem
atividade antagonista especifica para receptores opidides apresentando maior seletividade para
0s receptores mu-opidide do que para os receptores dos tipos delta e kappa (CHEN; VU,
BELL, 1993; TOLL et al., 1998). Este antagonista mu-opidides ja foi utilizado em estudo
prévio, quando injetado em baixas doses é capaz de alterar a secrecdo de hormdnios
hipofisarios, aumentar a sensibilidade a dor e modificar o comportamento sexual. Esses
efeitos sdo caracteristicos do bloqueio dos receptores mu-opidides relacionados as endorfinas
(BROWN; HOLTZMAN, 1981).

A ideia central do presente trabalho foi baseada principalmente nos estudos de
Shimizu e colaboradores (2007), Grondin e colaboradores (2011), Pavan e colaboradores
(2015) e Yan e colaboradores (2013). O primeiro estudo mostra que quando h& aumento na
concentragdo de sodio no plasma e no liquido cefaloraquidiano, isto é detectado por células
gliais (astrocitarias e ependimarias) que apresentam canais Nay e estdo localizadas na parede
dos OCVs, especialmente do SFO. A informacdo de alteracdo do balanco de sodio é
transmitida a nucleos encefalicos envolvidos no comportamento ingestivo, tais como MnPO,
SFO, LPBN e amigdala. Com o aumento da concentracdo de sédio no meio extracelular, os
canais Nay se abrem e o s6dio comeca a entrar nas células. Este influxo de Na* aumenta o
gasto energético, e isto leva a captagdo de glicose e ativacdo da via da glicolise anaerdbica.
Desta forma, o lactato, produto final deste processo, € liberado pelas células e utilizado como
substrato por neurdnios GABAergicos que apresentam papel modulatério negativo no
comportamento de ingestdo de sal (SHIMIZU et al., 2007). No segundo estudo foi

demonstrado que a deplecdo de sodio ativa a expressdo de receptores mu-opidides no MnPO
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(GRONDIN et al., 2011). Os outros dois estudos mostraram que a ativacdo dos receptores
mu-opidides no LPBN e na CEA tem efeito natriorexigénico (YAN et al., 2013; PAVAN et
al., 2015). Assim, nossa hipédtese é que na deplecdo de sddio o aumento da atividade
opioidérgica ird desinibir o comportamento ingestivo e 0s animais irdo aumentar o apetite por
sodio e que as vias GABAérgicas e angiotensinérgicas centrais participam deste mecanismo
de controle.

Para testar a primeira hipdtese foi feito o bloqueio dos receptores mu-opidides e como
esperado esse bloqueio levou a inibicdo da ingestdo de sal. Em 2015, Pavan e colaboradores
mostraram que a ativacao dos receptores mu-opidides no LPBN aumenta a ingestdo de sal e
este aumento é revertido pelo bloqueio destes receptores com um antagonista seletivo. Ainda
neste estudo, foi observado aumento significativo na ingestdo de agua (PAVAN et al., 2015).
Este ultimo efeito foi diferente do observado no presente trabalho e isso, pode se justificar
pela diferenca de protocolos utilizados nos dois estudos. No presente trabalho, ap6s quatro
horas de deplecdo foram oferecidas agua e dieta hipossddica aos animais por
aproximadamente 24 horas, permitindo assim, a reposicdo do volume do LEC. Portanto, 0s
experimentos foram realizados com os animais em condi¢cbes de normovolemia e
hiponatremia. No estudo de Pavan diferindo de nosso estudo, as microinjecdes foram
realizadas 45 minutos apés a deplecdo e o registro da ingestao iniciou-se 15 minutos apdés, ou
seja, uma hora apds a deplecdo, sem que 0s animais tivessem tido acesso a agua, e, portanto,
apresentavam hipovolemia e hiponatremia. Em estudos anteriores do nosso laboratorio,
realizados para elucidar a participacdo dos opidides na ingestdo de sal, e que utilizaram
metodologias semelhantes ao do presente estudo, também ndo foram observadas diferencas na
ingestdo de agua entre o controle e o grupo experimental tratados com antagonistas opidides
(NASCIMENTO et al., 2012, 2014).

Nossa segunda hipdtese foi que na deplecdo de sédio a ativacdo de receptores mu-
opidides no MnPO seria capaz de inibir os neurbnios GABAEérgicos, produzindo efeito
desinibitério sobre a motivacdo para ingestdo de sodio. Para testar esta hipotese foi feito
primeiro o bloqueio farmacoldgico dos receptores mu-opidides e em seguida o bloqueio dos
receptores GABAérgicos. Observou-se reducdo do efeito antinatriorexigéncio promovida pelo
bloqueio dos receptores mu-opidides. GABA é um neurotransmissor inibitério amplamente
distribuido no sistema nervoso central e sua acdo depende da ligacdo com um de seus
receptores, GABAA e GABA&g. A participacdo das vias GABAérgicas no comportamento

ingestivo vem sendo estudada por diferentes grupos de pesquisa.
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No presente trabalho foi possivel observar a interacdo entre 0s neurotransmissores
GABAérgicos e opioides, no MnPO. A naloxona administrada isoladamente inibiu a ingestéo
de sddio, mas quando foi associada ao antagonista GABAEérgico, bicuculina, observou-se
reducdo deste efeito antinatriorexigénico. A interacdo GABA/opioide foi verificada em outros
estudos. Buscando explicar como o bloqueio dos opidides diminui o consumo de substancias
palataveis como chocolates, a explicacdo encontrada foi que bloqueando os receptores mu-
opioides no VTA, ocorreu desinibicdo dos neurdnios GABAEérgicos e isso, consequentemente
reduziu a liberacdo de dopamina no nucleo accumbens (NATHAN; BULLMORE, 2009).
Outro estudo realizado com o objetivo de compreender os mecanismos pelos quais a ativacao
dos receptores mu-opidides na amigdala basolateral levava a analgesia, concluiu que a
ativacdo desses receptores inibe os neurdnios GABAérgicos da BLA que se projetam para a
CEA (FINNEGAN; CHEN; PAN, 2006). Vindo de encontro aos nossos resultados foi
demonstrado que no hipotalamo lateral a bicuculina atenuou o efeito inibitério da naloxona no
comportamento alimentar (ARDIANTO et al., 2016). Estes dados corroboram a ideia deste
trabalho que pressupbe que a ativacdo dos receptores mu-opidides, inibe o0s neurdnios
GABAEérgicos o que desinibe o comportamento ingestivo. Em outros estudos, observou-se em
ratos saciados que a inibicdo da atividade neuronal no LPBN, através da ativacdo dos
receptores GABAA, induz ingestdo de agua e cloreto de sddio (CALLERA et al., 2005). Ao
contrério, a ativacdo do LPBN pelo blogueio dos receptores GABAA € GABAg em ratos
depletados de sdédio ndo afetou a ingestdo de sal ou agua, enquanto que a ativacdo dos
neurénios GABAA com muscimol levou a inibi¢do da ingestdo de sal (DE OLIVEIRA et al.,
2007). Pode-se concluir, destes estudos que o LPBN tem papel funcional inibit6rio sobre o
apetite por sodio mediado por vias GABAérgicas.

No presente estudo além de inibir o apetite por sddio, induzido pela deplecéo de sodio,
a naloxona também inibiu significativamente a ingestdo de sodio apds administracdo central
de angiotensina Il. A deplecdo de sodio leva a um estado de desidratacdo do compartimento
liquido extracelular que esta associado a reducdo do volume total de liquidos corporais. Essa
diminuicdo no volume é percebida pelos barorreceptores que sdo sensiveis a variagdo da
pressdo e faz com que o organismo responda de forma rapida através da estimulacdo
simpatica promovendo a retencdo de agua e sodio, alem de respostas comportamentais como
aumento do apetite por sodio e sede para restaurar o volume e garantir a perfusdo dos 6rgaos
cruciais @ manutencgdo da vida (HURLEY et al., 2015).

Basicamente, os mecanismos periféricos e centrais sdo acionados, sendo que 0s

periféricos envolvem o coragdo, vasos e rins e sdo modulados pelo sistema renina-
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angiotensina-aldosterona, enquanto que os centrais sdo controlados pelos neurotransmissores
e neuromoduladores no cérebro. O inicio da ativacdo do sistema renina angiotensina
aldosterona ocorre com a liberacdo pelos rins da renina no plasma, entdo essa renina
circulante cliva o angiotensinogénio em angiotensina | e esta sofre acdo de uma enzima
chamada enzima conversora de angiotensina localizada nos pulmdes e vasos e se transforma
em angiotensina Il que ir4 promover a restauracdo da homeostase. A angiotensina Il promove
vasoconstriccdo e atua na liberacdo de dois horménios a vasopressina e a aldosterona
responsaveis pela reabsorcdo de agua e sodio respectivamente (MCKINLEY; JOHNSON,
2004). Além disso, no sistema nervoso central, a angiotensina Il atua como neurotransmissor
e quando injetada em &reas relacionadas a homeostasia dos liquidos corporais ou mesmo nos
ventriculos promove sede e aumento do apetite por soédio. Porém, quando circulante no
liquido cérebro espinhal como horménio, a angiotensina Il é capaz de ativar os Orgaos
circunventriculares e assim também promove a liberacdo de vasopressina, a sensacao de sede
e 0 apetite por sodio. (JOHNSON, 2007; HURLEY et al., 2015). Além dos barorreceptores
que detectam alteracBes no volume, na periferia, estdo presentes os receptores para sodio
localizados nas regifes hepatoportal, na cavidade orofaringea, no trato gastrointestinal, rins e
ainda quimiorreceptores linguais, que fornecem informagdes ao sistema nervoso central.
Essas informagdes chegam através dos nervos cranianos VII (facial), IX (glossofaringeo) e X
(vago) inicialmente ao NTS que enviam projecdes para outras areas cerebrais (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2004; JOHNSON, 2007; BOURQUE, 2008).

Dados do presente trabalho corroboram estes achados e mostram que a administracao
de All no MnPO aumenta a ingestdo de agua e de sddio como ja havia sido demonstrado em
outros estudos (NASCIMENTO et al., 2012; VOISIN; DROLET; MOUGINOT, 2012). A
literatura mostra que All quando injetada centralmente em ratos, em &reas envolvidas no
controle do balanco hidroeletrolitico produz efeito natriorexigénico e dipsogénico (DANIELS
AND FLUHARTY 2004). No presente trabalho demonstrou-se que o bloqueio dos receptores
mu-opidides no MnPO foi capaz de inibir estes efeitos da All. A literatura mostra ainda que
h& interacGes entre as vias angiotensinérgicas e GABAérgicas. A Angio I, atuando através de
seus receptores AT1, pode modular a transmissdo sindptica GABAérgica e este efeito
dependera se a ativacdo desses receptores for pré ou pos-sinaptico (DA SILVA; MENANI;
CALLERA, 2011). Se a angiotensina atuar em receptores pré-sinapticos reduz a liberagéo de
GABA (LI; PAN, 2005). Por outro lado foi visto também que a administracdo cronica central
de angiotensina I, aumentou seletivamente a expressao do receptor GABAg, no NTS de ratos

(ZHANG et al., 2009). No presente estudo sugerimos que a angiotensina esteja atuando pré-
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sinapticamente, inibindo as vias GABAérgicas, 0 que faz com que aumente a ingestdo de
sodio. Com isso, quando a All é associada a naloxona ocorre o efeito antinatriorexigénico,
pois 0 naloxone impede o efeito inibitério da angiotensina Il sobre os neurdnios
GABAEérgicos no MnPO.

O MnPO ¢é um ndcleo integrativo que recebe proje¢des de neurdnios noradrenérgicos,
angiotensinérgicos de regides importantes para o equilibrio hidrossalino como o SFO e o
OVLT. Alem disso, as projecdes do MnPO para 0 PVN séo importantes para promoverem
ajustes humorais e autonémicos necessarios para restaurar a homeostase (MCKINLEY et al.,
2015; DOS SANTOS MOREIRA et al., 2017). Apesar disso, ha na literatura poucos trabalhos
atuais mostrando o envolvimento direto desta area no controle do apetite por sodio. Um
estudo mostrou gque apos lesdo no MnPO, com &cido iboténico, houve diminuicdo da ingestdo
de salina em animais depletados de sodio por injecdo intraperitoneal de furosemida, mas néo
houve diferenca na ingestdo de salina em animais submetidos ao protocolo de privacéo
hidrica (DE LUCCA; FRANCI, 2004). Fitts e colaboradores em 1990 mostraram que les&o
da parte mais ventral do MnPO era capaz de diminuir a ingestdo de sddio em animais
depletados deste ion. Entretanto, é importante salientar que estes danos na parte mais ventral
do MnPO podem atingir também a OVLT e, como ja é sabido, lesbes que comprometam
apenas a OVLT também inibi o apetite por sddio em ratos (FITTS; TIEPKES; BRIGHT,
1990; MCKINLEY et al., 2015). Ficando desta forma inconclusivo o papel do MnPO na
ingestdo de sédio. Nosso estudo, nesse sentido € muito importante, pois foi possivel observar
que o bloqueio dos receptores mu-opidides presentes no MnPO inibe a ingestdo de sodio em
animais depletados desse ion.

Os dados do presente estudo sugerem que na deplecdo de s6dio ocorre ativagdo dos
peptideos opidides enddgenos e estes, uma vez ativados, podem ser capazes de inibir os
neurdnios GABAGérgicos. Desta forma mecanismos inibitorios conduzidos pelo GABA
deixariam de atuar e, com isso, mecanismos facilitatorios para a ingestdo de sédio estariam
liberados. All quando associada a naloxona ocorre o efeito antinatriorexigénico, isso, sugere
gue a naloxona impede o efeito inibitorio da angiotensina Il sobre 0s neurbnios GABAérgicos

no MnPO. O diagrama abaixo sintetiza este possivel mecanismo:
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Figura 10. Diagrama esquematico indicando possiveis interacdes entre as vias GABAérgicas
Angiotensinérgicas e Opioidérgicas na ingestdo de sédio.

Adicionalmente, parte do efeito antinatriorexigénico, da naloxona encontrado no
presente estudo, pode ser atribuido a diminuicdo do comportamento heddnico, uma vez que
houve reducdo da ingestdo de sacarina, uma substancia palatavel, pelos animais que tiveram
0s receptores mu-opidides blogueados pela naloxona, quando comparados ao grupo controle.
Ja é sabido, que os opidides, em particular, os receptores do tipo mu, estdo associados a
aspectos hedonicos e prazerosos durante a ingestdo de alimentos saborosos (NATHAN;
BULLMORE, 2009a). Além disso, ja é de conhecimento que a deplecdo de sodio € capaz de
alterar a palatabilidade e, desta forma, uma solucdo com alta concentracdo de sodio que em
condi¢des normais seria aversiva em um estado de deplecdo passa a ser hedénica (HURLEY;
JOHNSON, 2015).

Sabemos que as estruturas localizadas ao longo da lamina terminal como o SFO,
OVLT, MnPO, bem como outros nucleos romboencefalicos sdo capazes de detectar alteracfes
na concentracdo de sodio do LEC e estas areas atuam em conjunto com areas do sistema
limbico que promovem o comportamento motivado e de recompensa para juntos gerarem o
comportamento de ingestdo de sédio em caso de desequilibrio homeostatico (HURLEY et al.,
2015). O comportamento motivado, seja para a ingestdo de sédio, alimentos ou drogas de
abuso é conduzido pelo sistema dopaminérgico mesolimbico, este circuito inicia-se com 0s
neurdnios de dopamina dentro da area tegmental ventral que se projetam para o nucleo
acumbéns e globo palido ventral. A sinalizagdo opioidérgica nesta via desempenha um papel
importante na conducdo destes sistemas de recompensa e motivacdo (SMITH; LAWRENCE,
2017).
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Alguns trabalhos mostram o envolvimento dos opidides no consumo de substancias
palataveis. Microinfusdes de DAMGO, agonista mu-opidide no acumbéns em ratos nédo
privados, aumentou a ingestdo de solucdo sacarina e salina (ZHANG; KELLEY, 2002).
Adicionalmente microinjecdes de morfina aumentaram a ingestdo de gordura e acucar
(GOSNELL,; LEVINE, 2009). Os agonistas mu-opidides aumentam o valor hed6nico dos
estimulos sensoriais naturais como o sabor doce e drogas de abuso (PECINA, 2008). No
presente trabalho é possivel observar isso, pois 0s animais do grupo controle ingeriram mais
sacarina do que agua, porém no grupo tratado com naloxona, ndo foi observada essa
diferenga. Portanto o bloqueio dos receptores mu-opidides parece influenciar a resposta
heddnica a sacarina. Resultado semelhante ao encontrado neste trabalho j& foi descrito,
Magnen e colaboradores mostraram que a administracdo periférica de naloxona aboliu a
preferéncia por solucdes doces, sacarina e glicose, mas ndo alterou a ingestdo de agua em
ratos (LE MAGNEN et al., 1980). Contudo, novos estudos precisam ser realizados a fim de
elucidar o mecanismo completo que levou a este resultado, considerando o envolvimento dos
receptores opiodides na palatabilidade, bem como no sistema de recompensa, especulamos que
a dopamina possa ser o terceiro neurotransmissor envolvido nesta via. Para comprovar isto,
seria interessante realizacdo de estudos nos quais verificado se ha reducdo na ativacdo de
receptores de dopamina em é&reas integrantes desses circuitos como o nucleo acumbéns,
durante a realizacdo do bloqueio dos receptores mu-opidides no MnPO.

Os peptideos opidides podem alterar a atividade locomotora dependendo da dose
utilizada e do tipo de experimento realizado. Em geral, receptores delta e mu-opioide estdo
relacionados com aumento dessa atividade, enquanto 0s receptores kappa diminuem a
locomocdo (FICHNA et al., 2007). Entretanto outros trabalhos do nosso laboratério que
utilizaram metodologias semelhantes ao presente estudo, mostraram que tanto o blogueio dos
receptores kappa, como dos receptores delta, ndo alterou a atividade locomotora em ratos
depletados de sodio (NASCIMENTO et al., 2012, 2014). No presente trabalho, afim de
identificar se a atividade locomotora foi comprometida, realizou-se o “teste de campo aberto”
e 0 resultado mostrou que, tanto o grupo de animais que foram tratados com naloxona, quanto
os animais do grupo controle, percorreram quantidades semelhantes de areas neste teste. 1sso
mostra que a naloxona ndo inibiu a atividade locomotora, portanto pode-se afirmar que 0s
animais ndo buscaram a solucéo salina por diminui¢do na atividade locomotora, mas que,
realmente houve uma diminuicdo do apetite por sddio provocada pelo bloqueio dos receptores

mu-opidide no MnPO.
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9 CONCLUSAO

Em sintese é possivel concluir que a atividade dos receptores mu-opidides no MnPO
aumenta a ingestdo de sodio em ratos depletados deste ion. Além disso, os dados apresentados
neste trabalho permitem afirmar que a atividade dos receptores mu-opidides no MnPO inibe
neurdnios GABAErgicos e por isso ocorre este aumento na ingestao de sodio.

Outro dado importante mostrado € a interacdo entre as vias Angiotensinérgicas e
GABAérgicas no controle do apetite por sédio modulado pelos opidides enddgenos. Pode-se
afirmar que o efeito da naloxona em desinibir o GABA ¢é preponderante em relacdo ao efeito
inibitorio da All sobre 0 GABA.

A diminuicdo da ingestdo de s6dio no MnPO induzida pelo blogueio dos receptores
mu-opidides ndo foi devido a reducdo da atividade locomotora, mas parte do efeito
antinatriorexigénico do blogqueio dos receptores mu-opdides pode ser explicado pela redugéo
da palatabilidade. Portanto as vias opioidérgicas modulam tanto o aspecto heddnico, quanto o

aspecto homeostatico do apetite por sodio.
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