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RESUMO

A ativacdo de receptores adrenérgicos alfa, do nucleo parabraquial lateral
(NPBL) com injecBes bilaterais de moxonidina (agonista de receptores adrenérgicos
alfay/imidazdlicos) induz um potente aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M e agua
induzidos pelo protocolo de desidratacdo extracelular FURO/CAP [diurético
furosemida (10 mg/kg) combinado a uma baixa dose do inibidor da enzima
conversora de angiotensina captopril (5 mg/Kg)]. Estudos prévios demonstraram
também que o NPBL estd envolvido na modulacdo das respostas renais e
hormonais em situacbes de hiperosmolaridade e expanséo isotbnica de volume.
Entretanto, os efeitos da moxonidina no NPBL sobre as respostas renais e
hormonais e os parametros cardiovasculares ainda ndo haviam sido estudados em
ratos submetidos a desidratacdo extracelular, com e sem acesso a ingestao de agua
e de sodio.

Ratos Wistar (290- 320g) com canulas implantadas bilateralmente em direcéo
ao NPBL foram submetidos ao tratamento FURO/CAP 45 minutos antes da
administracao de injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 pl) ou veiculo no
NPBL. Ap6s 15 min iniciou-se a coleta de urina para avaliar a excrecdo de sodio e
volume urinario durante 2 horas. Em outro experimento, os ratos foram mantidos
com livre acesso a agua e NaCl 0,3 M durante o periodo de coleta de urina. Outro
grupo de ratos tratados com FURO+CAP sc recebeu sobrecargas intragastricas de
solucdes de concentracdes semelhantes a da mistura de agua e de NaCl 0,3 M
ingerida pelos ratos tratados com moxonidina no NPBL (6 ml de NaCl 0,17 M cada
sobrecarga aos 20 e 35 min e 9 ml de NaCl 0,13 M aos 45 min apds as injecdes no
NPBL, respectivamente), ao invés do livre acesso a agua e sbédio durante a coleta de
urina.

InjecOes bilaterais de moxonidina no NPBL néo alteraram a excrecéo de sodio
(488 £ 135, vs. veiculo: 376 = 75 YEQ/1 h) ou o volume urinario (2,5 £ 0,7, vs.
veiculo: 2,5 + 0,3 ml/1 h) em animais desidratados sem acesso aos liquidos. Quando
0s ratos tiveram livre acesso a agua e sodio, a moxonidina no NPBL promoveu um
aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M (18,83 + 2,69, vs. veiculo 1,68 = 0,79 ml/2 h) e
de agua (17,47 = 1,33 vs. veiculo 8,63 + 1,68 ml/2 h) e um aumento do volume
urinario (7,38 + 1,06 vs. veiculo 3,13 £ 0,56 ml/2 h) e excre¢do urinaria de sédio
(1277,3 £ 237,85 vs. veiculo 462,88 + 84,27 uEq/ 2 h). Esse aumento da ingestao de



agua e de sobdio ndo foi compensado pelo aumento da diurese e natriurese,
resultando assim num balanco positivo de sédio e de agua. Contudo, no grupo de
animais tratados com FURO+CAP que receberam a reidratacdo através das
sobrecargas intragastricas, moxonidina injetada no NPBL diminuiu a excre¢do de
sodio (462 + 127, vs. veiculo: 888 + 122 pEqg/1 h) e o volume urinario (2,5 = 0,5 vs.
veiculo: 4,5 + 0,5 ml/1 h) em comparacgéo aos ratos que receberam veiculo no NPBL.

Para estudar se a moxonidina poderia alterar os niveis plasméaticos de
vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) durante a desidratagdo extracelular, ratos
Wistar com canulas implantadas bilateralmente em direcdo ao NPBL foram
submetidos ao tratamento FURO/CAP 45 minutos antes da administracdo de
injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no NPBL. Ap6s 15 min,
foram oferecidos a um grupo de animais agua e NaCl 0,3 M por 30 min, enquanto
outro grupo permaneceu sem acesso aos mesmos. Os animais foram decapitados
45 min ap6s o tratamento no NPBL. Foi verificado um aumento nos niveis
plasmaticos de AVP nos animais tratados com FURO/CAP com injecbes de
moxonidina no NPBL que nao tiveram acesso aos liquidos, enquanto que esse
aumento de AVP nédo foi mais observado quando os ratos tiveram livre acesso ao
sodio e agua. Nao foram observadas alteracfes nos niveis plasmaticos de OT entre
os diferentes tratamentos estudados.

Andlise dos parametros cardiovasculares em protocolos semelhantes aos
realizados nos experimentos anteriores mostrou que a moxonidina ndo alterou a
pressao arterial nos ratos desidratados sem acesso a agua e NaCl 0,3 M, enquanto
gue em ratos com livre acesso a agua e sodio ocorreu um aumento da pressao
arterial média (PAM) em relacdo ao basal. Esses resultados sugerem que a grande
ingestao de sodio observada pelos ratos desidratados tratados com moxonidina néo
€ devido a grandes alteracbes na PAM, mas que o comportamento ingestivo
aumentado pode influenciar os niveis de PAM.

Em suma, os presentes resultados mostram que a injecdo de moxonidina do
NPBL promove um aumento da ingestdo e diminuicdo da excrecdo de agua e de
sédio, sugerindo que os receptores adrenérgicos alfay/imidazoélicos deste nucleo
ativariam mecanismos que facilitariam a retencéo de sédio e 4gua e a expansao de

volume dos liquidos corporais durante uma desidratacdo extracelular.

Palavras Chave: Sddio, nucleo parabraquial, receptores adrenérgicos alfa,



ABSTRACT

Alpha, adrenergic receptor activation with bilateral injections of moxonidine
into the lateral parabrachial nucleus (LPBN) strongly increases 0.3 M NaCl intake by
rats treated with the diuretic furosemide (FURO, 10 mg/kg b.w.) combined with low
dose of the angiotensin converting enzyme inhibitor captopril (CAP, 5 mg/kg b.w.)
injected subcutaneously (sc). Previous studies have shown that the LPBN
participates in the modulation of renal and hormonal responses during increased
plasma osmolarity and isotonic volume expansion. However, the effects of LPBN
moxonidine injection on urinary volume and sodium excretion, hormonal responses
and cardiovascular changes were not yet evaluated in fluid depleted rats, with or
without free access to fluids.

Male Wistar rats (290-310 g) with bilateral stainless steel guide-cannulas
implanted into the LPBN were treated with sc FURO + CAP 45 min before bilateral
injections of vehicle or moxonidine (0.5 nmol/0.2 pl) into the LPBN. Urine collection
started 15 min after LPBN injections and sodium excretion and urinary volume were
evaluated for 2 hours, with or without free access to water and sodium during this
period. Another group of FURO + CAP-treated rats received intragastric loads of
NacCl solutions at concentrations similar to the mix of water and 0.3 M NaCl ingested
by rats treated with FURO + CAP and moxonidine into the LPBN (6 ml of 0.17 M
NaCl each load at 20 and 35 min and 9 ml of 0.13 M NaCl at 45 min after LPBN
injections), instead of free access to water and sodium during urine collection.

Bilateral injections of moxonidine into the LPBN did not change sodium
excretion (488 £ 135, vs. vehicle: 376 + 75 yEQ/1 h) or urinary volume (2.5 + 0.7, vs.
vehicle: 2.5 + 0.3 ml/1 h) in fluid depleted rats without access to fluids. When rats had
available water and sodium, moxonidine into the LPBN increased sodium (18.83 +
2.69, vs. vehicle 1.68 £ 0,79 ml/2 h) and water intake (17.47 = 1.33 vs. vehicle 8.63 *
1.68 ml/2 h) and also sodium excretion (1277.3 £ 237.85 vs. vehicle 462.88 + 84.27
MEQ/2 h) and urinary volume (7.38 £ 1.06 vs. vehicle 3.13 + 0.56 ml/2 h). This
increase in ingestion was not counterbalanced by the excretion, thus resulting in a
positive sodium and water balance. However, moxonidine injected into the LPBN

decreased sodium excretion (462 + 127, vs. vehicle: 888 + 122 nEg/1 h) and urinary
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volume (2.5 £ 0.5, vs. vehicle: 4.5 + 0.5 ml/1 h) in fluid depleted rats that received
fluid loads.

In order to evaluate if moxonidine into the LPBN could change arginine
vasopressin (AVP) and oxytocin (OT) plasma levels, male Wistar rats were treated
with sc FURO + CAP 45 min before bilateral injections of vehicle or moxonidine (0.5
nmol/0.2 pl) into the LPBN. Fifteen minutes later, some rats had 30 min-period free
access to water and 0.3M NaCl while others were maintained without access to fluids
during the same period. Blood samples were collected 45 min after LPBN treatment.
The results show that plasma levels of AVP are increased in FURO+CAP- treated
rats with moxonidine into LPBN and no access to fluids, but not when the rats had
access to fluids. There are no changes in OT plasma levels among the different
treatments.

Analysis of the cardiovascular parameters in similar protocols shows that
moxonidine did not change mean arterial pressure (MAP) in rats without access to
fluids, while in rats with free access to water and sodium, moxonidine increased MAP
when compared to basal levels. This result suggests that the increase in water and
sodium intake is not due to important changes in MAP in rats treated with
moxonidine, but that the increased ingestive behavior may affect MAP.

Therefore, present results suggest that moxonidine injected into the LPBN in
fluid depleted rats produces strong 0.3 M NaCl and water intake and decreases renal
sodium excretion and urinary volume, suggesting that moxonidine into this area
activates mechanisms that facilitate sodium/water retention and body fluid volume

expansion during extracellular dehydration.

Key Words: Sodium, parabrachial nucleus, alfa, adrenergic receptors
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1 INTRODUCAO

A regulacdo precisa do volume dos liquidos corporais e da osmolaridade
plasmética é fundamental para a sobrevivéncia das células. A agua é responsével
por cerca de 60 % do peso corporal. O sédio (Na*) é um importante constituinte do
compartimento extracelular e o maior determinante da osmolaridade, assim como do
volume do liquido extracelular. Portanto, a quantia de sddio nos liquidos corporais
deve ser mantida dentro de estreitos limites de variagdo para assegurar um
funcionamento ideal de inimeros processos fisioldgicos. A sede € um mecanismo de
defesa do organismo para aumentar o consumo de agua em resposta a percepgao
das deficiéncias dos liquidos corporais, enquanto o apetite ao sédio contribui para
repor as necessidades de sodio do organismo (FITZSIMONS, 1998).

Normalmente, mais agua e sédio sdo ingeridos do que 0 necessario para a
sobrevivéncia. O excesso é excretado, e a regulacédo dos liquidos corporais € feita
por mecanismos renais. Entretanto, quando as quantidades de agua e de sodio no
organismo tornam-se muito reduzidas ocorre um quadro de desidratacdo. Quando a
concentracdo extracelular de sddio aumenta, ha um aumento na pressao osmoética
efetiva do compartimento extracelular, promovendo uma reducéo do volume de agua
das células, caracterizando assim a “desidratacao intracelular”. A desidratacdo pode
ser absoluta quando h&a perda de agua dos compartimentos celular e extracelular,
como acontece na privacdo de agua, ou relativa se existir apenas uma perda de
agua celular, que se difunde para o liquido extracelular, como ocorre, por exemplo,
na ingestdo ou sobrecarga de solutos osmoticamente ativos. Em situacbes como
hemorragia, diarreia, vémito, deplecédo de sédio, etc., ocorre reducado unicamente do
volume do liquido extracelular, caracterizando assim a “desidratacdo extracelular’. E
importante destacar que nessa situa¢cdo ha uma perda conjunta de agua e de sdédio,
e por isso ela é geralmente acompanhada de comportamento apetitivo ao sodio.
Embora os dois tipos de desidratacdo sejam experimentalmente e clinicamente
separaveis, € comum a ocorréncia simultanea de ambas, principalmente durante
privacao hidrica (DE LUCA JR et al., 2005).

Mecanismos que assegurem a ingestdo continuada dessas substancias séo
fundamentais para a regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico. Um aumento na
osmolaridade plasmatica cerca de 2% e hipovolemia em torno de 10% causam sede

em humanos (FITZSIMONS, 1985). Em relacdo a ingestdo de sédio, véarios estudos



mostram aumento da preferéncia ao sédio em humanos submetidos a diversas
situacdbes em que o balango hidromineral estd alterado, como por exemplo,
administracdo de diuréticos acompanhada de dieta hipossddica, privacdo hidrica
mais sudorese, hemodialise e gestacdo (TAKAMATA et al., 1994; LESHEM e
RUDOQY, 1997; DUFFY et al., 1998; BEAUCHAMP et al., 1990).

O comportamento de ingestdo € a Unica forma pela qual um animal pode
repor suas necessidades de agua e sddio. A ingestdo de agua e sédio é regulada
por mecanismos ativados em situacbes de hipovolemia ou alteracbes de
osmolaridade plasmética e depende de receptores localizados em diferentes partes
do corpo (por exemplo, barorreceptores e osmorreceptores) ou hormoénios
(angiotensina Il e aldosterona) que ativam algumas regides especificas do sistema
nervoso central (SNC), desencadeando as respostas comportamentais de busca
pela agua (sede) e sodio (apetite ao soédio), (JOHNSON & THUNHORST, 1997;
2007).

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

Estudos classicos de Fitzsimons e colaboradores (para revisdo vide
FITZSIMONS, 1998) foram os primeiros a demonstrar que a renina e seu peptideo
efetor ANG Il eram efetivos como estimulos dipsogénicos. Além de estimular a
ingestao de agua e de sodio, a ANG Il apresenta outras fungdes fisiol6gicas, como
regulacdo da pressao arterial, excrecdo de sodio, e a secrecdo de vasopressina,
podendo ter também importantes funcdes no aprendizado e memoria (FITZSIMONS,
1998). Receptores centrais para agbes da ANG Il ja foram demonstrados em

diversas éareas encefalicas como 6rgdo subfornical (SFO), 6rgdo vasculoso da



lamina terminal (OVLT), nucleo paraventricular (PVN), ndcleo pré-optico mediano
(MnPOQO), &rea postrema (AP) e nucleo do trato solitario(NTS) (LEWIS et al., 1986;
MCKINLEY et al.,, 1987; ALLEN et al., 1988). Dos varios receptores de ANG II
(existem pelo menos quatro) os mais importantes para seu efeito dipsogénico sao os
receptores AT; presentes em 6rgaos cincunventriculares prosencefélicos, tais como
SFO e OVLT, podendo haver também alguma participacdo de receptores AT,
(FITZSIMONS, 1998).

A aldosterona, um mineralcorticéide, também tem papel fundamental na
conservacao de sddio no organismo, e é o sinal enddécrino final do sistema renina-
angiotensina-aldosterona. A secrecdo de aldosterona pela zona fasciculada da
adrenal é regulada pela ANG Il e concentragdo extracelular de potassio. A
aldosterona atua nos ductos coletores renais e colon para regular a (re)absorcéao de
sodio e secrecdo de potassio (BOOTH et al., 2002). Atuando no SNC, em areas
como no nudcleo central da amigdala, a aldosterona induz aumento do apetite ao
sodio (GALAVERNA et al., 1991; SAKAI et al., 1996).

Variacfes no volume e na osmolaridade plasméatica desencadeiam alteracbes
nos niveis plasmaticos de vasopressina (AVP), ocitocina (OT) e peptideo natriurético
atrial (ANP). Os neurdnios responsaveis pela sintese e liberacdo de vasopressina e
ocitocina localizam-se no ndcleo paraventricular e nucleo supra-optico (SON), tendo
uma predominancia de neurdnios de ocitocina no PVN e neurbnios
vasopressinérgicos no SON [para revisdo vide (ANTUNES-RODRIGUES et al.,
2004)]. A vasopressina, também conhecida como hormbnio antidiurético (ADH),
desempenha importante funcdo na homeostase hidrica, atuando diretamente nas
células renais responsaveis pela reabsorcdo de &agua livre, conservando agua
corporal. Verney (1947) originalmente demonstrou que a liberacdo de AVP na
circulacdo sanguinea é estimulada pela ativacdo dos osmorreceptores (VERNEY,
1947). A liberacdo de AVP também é estimulada pela hipovolemia e reducdo na
pressao arterial.

Em situacbes de expansdo do volume ou aumento da osmolaridade
plasmatica ocorre a liberacdo do peptideo natriurético atrial, um peptideo de 28
aminodcidos, sintetizado principalmente nos miocitos atriais. O ANP participa da
manutencdo do volume por produzir diurese, natriurese e vasodilatacdo (DE BOLD
et al.,, 1981). O ANP também inibe a acdo vasoconstritora da ANG Il, AVP e
noradrenalina (BAXTER et al., 1988). Administracdo central ou periférica de ANP



reduz a ingestdo de agua (induzida por privacdo hidrica) e de sddio (induzida por
deplecéo de sodio), (ANTUNES-RODRIGUES et al., 1985; ANTUNES-RODRIGUES
et al., 1986; MCCANN et al., 1996).

A ocitocina (OT) é secretada na circulacdo sanguinea durante expansao de
volume, particularmente durante expansao hipertdnica, e tem ac¢do natriurética, um
mecanismo importante para compensar ou pelo menos atenuar essa expansao
(MCCANN et al., 2003). Complementando a acado renal, esse horménio também
inibe a sede e o apetite ao sddio. A ocitocina plasmatica aumenta em resposta a
uma carga osmaotica e este aumento é revertido em resposta a diluicdo do liquido
extracelular durante a ingestdo de agua que precede o apetite ao sédio em animais
hipovolémicos (VERBALIS et al., 1995; BLACKBURN et al., 1995). Injecao
intracerebroventricular de ocitocina reduz a ingestado de sodio induzida por deplecao
de sodio e a injecdo de antagonista de ocitocina pela mesma via potencia a ingestao
de sodio induzida por angiotensina Il (VERBALIS et al., 1995; SATO et al., 1997).
Concomitantemente a ativacdo de mecanismos facilitadores do apetite ao sodio
(ANG I, aldosterona, desativacdo de receptores de volume), a ocitocina central
participa dos mecanismos que inibem o apetite ao sd0dio nas fases iniciais de
hipovolemia. Os mecanismos inibitérios seriam desativados durante a reducdo da
osmolaridade extracelular, liberando entdo a acdo dos mecanismos facilitadores
(VERBALIS et al., 1995; BLACKBURN et al., 1995).

Assim como 0s mecanismos excitatorios, que levam a busca pela agua e ao
apetite ao so6dio, 0s mecanismos inibitérios também sdo importantes no controle da

ingestao de agua e sadio.

1.1 PAPEL INIBITORIO DOS RECEPTORES ADRENERGICOS
ALFA,/IMIDAZOLICOS PROSENCEFALICOS NO CONTROLE DA INGESTAO
DE AGUA E DE SODIO

Os receptores adrenérgicos alfa, sdo encontrados no sistema nervoso
central e periférico, e tém localizacdo tanto pré- quanto pos-sinaptica, (FRENCH,
1995). No SNC, esses receptores tém importante papel na regulacdo da liberacéo
de neurotransmissores através de autorreceptores localizados em terminais

nervosos noradrenérgicos e de heteroceptores localizados em outros tipos de



neurbnios, como a serotonina. Os receptores adrenérgicos alfa, estdo acoplados a
proteina G e suas fun¢bBes sdo mediadas pelas proteinas Gi/Go. Todos os subtipos
estdo negativamente acoplados a adenilato ciclase e o efeito inibitério € mediado por
meio da inibicdo da producédo de AMP ciclico, (BYLUND, 1995).

Ha mais de trés décadas foram demonstradas evidéncias da participacdo dos
receptores adrenérgicos alfa, centrais na inibicdo da sede, e mais recentemente do
apetite ao sédio. Os agonistas de receptores adrenérgicos alfa,/imidazélicos, como a
clonidina e a moxonidina, sdo os mais eficientes para inibir a ingestdo de agua e
sédio induzida por diferentes estimulos (LE DOUAREC et al., 1971; FREGLY et al.,
1981; FREGLY et al., 1984a; FREGLY et al.,, 1984b; FERRARI et al., 1990;
CALLERA et al., 1993; DE PAULA et al., 1996; DE LUCA JR & MENANI, 1997,
MENANI et al., 1999).

A inibicdo da ingestdo de agua ou sodio hipertonico foi demonstrada com
injecbes de moxonidina no ventriculo lateral (VL) e area septal medial (MENANI et
al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2003; ANDRADE et al., 2003). O pré-tratamento com
injecOes intracerebroventriculares (icv) de RX 821002 (antagonista de receptores
adrenérgicos alfa,) aboliu os efeitos inibitérios da moxonidina sobre a ingestdo de
agua induzida por ANG Il (MENANI et al., 1999). InjecGes de RX 821002 e ioimbina
(antagonista de receptores adrenérgicos alfay) aboliram o efeito inibitorio da
moxonidina sobre a ingestdo de sodio induzida por deplecdo de sodio (DE
OLIVEIRA et al., 2003). Esses resultados sugerem a participacdo dos receptores
adrenérgicos o, nos efeitos inibitérios da moxonidina sobre a ingestdo de agua e
sodio.

O efeito anti-hipertensivo dos agonistas de receptores adrenérgicos
alfap/imidazdlicos, como a clonidina e moxonidina, € atribuido a uma reducédo da
atividade simpatica produzida pela acao central em receptores imidazolicos do bulbo
ventrolateral rostral (ERNSBERGER et al., 1993; HAXHIU et al., 1994,
ERNSBERGER & HAXHIU, 1997). Além da inibicdo da atividade simpdtica, esses
agonistas apresentam efeitos diurético e natriurético, (PENNER & SMYTH, 1994a;
PENNER & SMYTH, 1994b; PENNER & SMYTH, 1995). Embora a moxonidina
guando injetada no VL induz a diurese e natriurese e inibe a ingestdo de agua e de
sédio, ela ndo altera a pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC),
(PENNER & SMYTH, 1994a; PENNER & SMYTH, 1994b; PENNER & SMYTH,
1995; NURMINEN et al., 1998; MENANI et al., 1999; SUGAWARA et al., 1999; DE



OLIVEIRA et al., 2003; ANDRADE et al., 2003; MOREIRA et al., 2004). Mas quando
injetada em areas posteriores, como no 4° ventriculo, o Unico efeito conhecido da
moxonidina é a reducdo da PAM e FC, (NURMINEN et al., 1998; MOREIRA et al.,
2004).

1.2 ENVOLVIMENTO DO NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL (NPBL) NO
CONTROLE DO EQUILIBRIO HIDROSSALINO: IMPORTANCIA DO
MECANISMO ADRENERGICO ALFA;

No tronco encefalico, um importante mecanismo inibitério para o controle da
ingestdo de agua e especialmente de sodio foi descrito para o nucleo parabraquial
lateral (NPBL), (COLOMBARI et al., 1996; EDWARDS & JOHNSON, 1991; MENANI
et al., 2000; MENANI & JOHNSON, 1995; MENANI et al., 1996; MENANI et al.,
1998A; MENANI et al., 1998B).

O ndcleo parabraquial, uma estrutura pontina que se situa dorsolateralmente
ao pedunculo cerebelar superior, € composto por multiplos subnucleos de pequena
magnitude que convencionalmente foram identificados por sua localizacdo mais
medial ou lateral ao pedunculo cerebelar. Neurdnios gustatorios se localizam
predominantemente na por¢cdo mais posterior e medial do nucleo enquanto
aferéncias viscerosensoriais tem seus neurdnios localizados na por¢cdo mais lateral,
tornando esta regido uma importante area de convergéncia de sinais gustatorios e
viscerais e extremamente relevante em estudos envolvendo comportamentos
ingestivos (FULWILER et al., 1984; HALSELL et al., 1991; KOLESAROVA et al.,
1987).

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

A regido AP/NTSm recebe projecBes aferentes dos receptores de volume
(barorreceptores arteriais, cardiopulmonares), receptores gustatérios e outros

receptores viscerais (NORGREN, 1981) e estes receptores podem influenciar a



ingestdo de &agua e sodio (JOHNSON & THUNHORST, 1997; JOHNSON &
THUNHORST, 2007). O NPBL recebe muitas fibras provenientes da area postrema
e porcdo adjacente do nucleo do trato solitario medial (AP/NTSm), (NORGREN,
1981; SHAPIRO & MISELIS, 1985) e a lesdo da AP/NTSm também produz efeitos
semelhantes aos da lesdo do NPBL na ingestdo de dgua (OHMAN & JOHNSON,
1989). Esses estudos mostraram que lesdo eletrolitica ou a lesdo neurotdxica (com
injecdo de &cido iboténico) no NPBL em ratos leva a um aumento da ingestdo de
agua induzida pela administracdo central ou periférica de ANG Il ou injecdo
periférica de isoproterenol (OHMAN & JOHNSON, 1986; OHMAN & JOHNSON,
1989; JOHNSON & EDWARDS, 1990; EDWARDS & JOHNSON, 1991).

As células do NPBL séo ativadas ap0s a ingestao de solucdes de sodio em
animais desidratados ou em ratos que receberam sobrecarga intragastrica de NacCl
hipertonico, (KOBASHI et al., 1993; YAMAMOTO et al., 1993; FRANCHINI & VIVAS,
1999), sugerindo que as ceélulas do NPBL possam receber sinais inibitérios viscerais
e de sabor. O NPBL também envia projecOes para as areas anteriores do cérebro
envolvidas no controle hidroeletrolitico, tais como érgdo subfornical, nucleo preé-
optico mediano, nucleo paraventricular hipotalamico e amigdala (CIRIELLO et al.,
1984; JHAMANDAS et al., 1992; KRUKOFF et al., 1993). Portanto, o NPBL pode
receber e integrar sinais viscerais e de sabor que ascendem da AP/NTSm em
direcdo as areas prosencefalicas envolvidas no controle do equilibrio
hidroeletrolitico.

Os mecanismos inibitorios do NPBL para a ingestado de sodio sdo modulados
por diferentes neurotransmissores como a serotonina, colecistocinina, glutamato,
GABA, fator liberador de corticotrofina, opidides e noradrenalina (ANDRADE et al.,
2004; ANDRADE-FRANZE et al.,, 2010a; ANDRADE-FRANZE et al., 2010b;
CALLERA et al., 2005; DE CASTRO E SILVA et al., 2005; DE GOBBI et al., 2000;
DE GOBBI et al., 2008; DE GOBBI et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2007; DE
OLIVEIRA et al., 2008; GASPARINI et al., 2009; MENANI et al., 1996; MENANI et
al., 1998a; MENANI et al., 1998b; MENANI et al., 2000).

A ativacdo de receptores adrenérgicos alfa, com injecdes bilaterais de
moxonidina (agonista de receptores adrenérgicos alfa, e imidazdlicos) ou
noradrenalina produz um potente aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M induzido pelo

tratamento subcutaneo do diurético furosemida (FURO) combinado com baixa dose



do inibidor da enzima conversora de angiotensina, captopril (CAP) (ANDRADE et al.,
2004; GASPARINI et al., 2009; ANDRADE-FRANZE et al., 2010a).

O tratamento com o diurético furosemida (10 mg/kg de peso corporal) + 0
inibidor da enzima conversora de angiotensina Il captopril (5 mg/kg de peso
corporal) sc induz uma significante ingestdo de NaCl 0,3 M que se inicia num curto
periodo de tempo (uma hora apés o tratamento) devido & hipotensdo associada a
um aumento da formacdo de ANG Il no cérebro (FITTS & MASSON, 1989;
THUNHORST & JOHNSON, 1994; MENANI et al.,, 1996). O tratamento com
furosemida (FURO) + captopril (CAP) sc induz a expressdo da proteina c-fos em
estruturas como o 6rgao subfornical, érgdo vasculoso da lamina terminal, nicleo
pré-6ptico mediano, nucleo supra-6ptico, nucleo paraventricular, AP, NPBL, e NTS
rostral e caudal (THUNHORST et al., 1998).

Os efeitos das injecdes de moxonidina no NPBL sobre a ingestdo de NaCl 0,3
M em ratos tratados com FURO+CAP séao semelhantes aos efeitos das injecdes de
noradrenalina e a-metilnoradrenalina nesse mesmo nucleo. A ingestdo de NaCl 0,3
M induzida por FURO+CAP s.c. é fortemente aumentada pelas injecdes bilaterais de
noradrenalina no NPBL, sendo que as prévias injecdes de RX 821002 (um
antagonista de receptores adrenérgicos alfa,) aboliram esses efeitos da
noradrenalina (GARPARINI et al., 2009). Além disso, injecbes bilaterais de a-
metilnoradrenalina, um agonista especifico de receptores adrenérgicos alfay,
aumentaram a ingestdo de NaCl 0,3 M e de agua induzida pelo tratamento com
FURO+CAP s.c. (MENANI et al., 2006). Injecdes prévias de RX 821002 no NPBL
reduziram os efeitos da a-metilnoradrenalina sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M e de
agua (MENANI et al., 2006).

Além disso, o potente aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M produzido pela
administracdo de moxonidina no NPBL (mais do que dez vezes a quantia ingerida
pelos controles tratados com FURO + CAP sc e veiculo no NPBL) foi completamente
abolido pelo RX 821002, um antagonista de receptores adrenérgicos alfa,, indicando
gue a moxonidina produz um potente, seletivo e especifico aumento da ingestdo de
NaCl hipertbnico pela acdo em receptores adrenérgicos alfa,, (ANDRADE et al.,
2004). Em conjunto esses resultados sugerem que a ativacdo de receptores
adrenérgicos alfa, do NPBL podem reduzir os efeitos dos mecanismos inibitérios que
limitam a ingestdo de sbédio (ANDRADE et al.,, 2004; MENANI et al., 2006;



GASPARINI et al., 2009; ANDRADE-FRANZE et al., 2010a). Como j& anteriormente
demonstrado, os efeitos da ativacédo de receptores adrenérgicos alfa, no NPBL sobre
a ingestdo de sddio ndo sao devido a uma facilitacdo ndo especifica de todos os
comportamentos ingestivos, uma vez que a ingestdo de solucdo de sacarose ou a
ingestao de alimento nédo sdo alteradas pelas injecdes bilaterais de moxonidina no
NPBL (ANDRADE et al., 2004, 2007).

Vale ressaltar que agudamente, apenas um pequeno aumento da ingestéo
de sodio é produzido por tratamentos como ANG Il central ou furosemida sc
(MENANI et al., 1996; MENANI et al., 2000). Os resultados com moxonidina no
NPBL e os resultados prévios com o bloqueio dos mecanismos inibitorios
serotoninérgico e colecistocinérgico do NPBL (MENANI & JOHNSON, 1998;
MENANI et al., 2000) sugerem que a ingestao de NaCl é extremamente facilitada se
a ativacdo de mecanismos excitatorios ocorrerem simultaneamente com a
desativacdo dos mecanismos inibitérios do NPBL. Em outras palavras, uma ingestao
de NaCl significativa depende da combinacdo de dois fatores: a presenca de um
estimulo dipsogénico/natriorexigénico e a desativacdo de mecanismos inibitorios. Na
presenca de apenas um fator, a ingestao de NaCl é pequena ou inexistente.

Ja foi verificado também que bloqueio serotoninérgico no NPBL combinado
com o aumento da osmolaridade plasmatica produzido por sobrecarga intragastrica
de NaCl 2 M induz um aumento paradoxal da ingestdo de NaCl hiperténico ao invés
da ingestédo de agua normal (DE LUCA JR et al., 2003). A sobrecarga intragastrica
de salina hipertbnica 2 M (2 ml/rato) induz uma desidratacao intracelular, e portanto
ingestao de liquidos (FITZSIMONS, 1985), devido a uma elevacao de cerca de 4 %
da osmolaridade e concentracdo de sodio plasmatica (PEREIRA et al., 2002). A
reducdo da atividade da renina plasmatica e nenhuma alteracdo no volume
plasmatico indicam que esse procedimento ndo induz desidratacdo extracelular,
(PEREIRA et al., 2002). Recentes resultados mostraram que a moxonidina injetada
no NPBL combinada com o aumento da osmolaridade plasmatica produzido por
sobrecarga intragastrica de NaCl 2 M também induz um surpreendente aumento da
ingestdo de NaCl hipertdnico, (ANDRADE et al., 2007). O pré-tratamento com RX
821002 no NPBL praticamente aboliu esses efeitos da moxonidina sobre a ingestao
de NaCl 0,3 M em ratos submetidos a hiperosmolaridade plasmatica, confirmando
gue esses efeitos da moxonidina sdo devido a ativacdo dos receptores adrenérgicos

alfa,.
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Segundo modelo proposto por De Luca Jr e colaboradores (2003), os
osmorreceptores ou receptores de sodio ativam circuitos que desencadeiam a sede
e 0 apetite ao sddio, havendo uma inibicdo paralela do apetite ao sodio por
mecanismos serotoninérgicos presentes no NPBL. Os resultados mostrando um
aumento da ingestdo de sédio com injecdes de moxonidina combinado com o
aumento da osmolaridade plasmatica sugerem que 0s receptores adrenérgicos oy,
também participam desse mecanismo de controle do apetite ao sédio presente no
NPBL.

Recentes resultados (MARGATHO et al., 2007) mostram que o bloqueio
serotonérgico no NPBL também modifica a excrecdo renal e os niveis plasmaticos
de ANP, OT e AVP induzidos pela expansdo com solugao salina isotbnica do volume
do liquido extracelular. Apdés a expansdo do volume do liquido extracelular,
mecanismos neurais, comportamentais e hormonais atuam de forma coordenada
para inibir a ingestdo de sbédio e de agua e para aumentar a diurese e o fluxo
urinario. Com o objetivo de restabelecer o equilibrio hidrossalino, a sede e o apetite
ao sodio séo inibidos, a atividade simpatica renal e a liberacdo de AVP diminuidas, e
a secrecdo de ocitocina e ANP sédo estimuladas, (ANTUNES-RODRIGUES et al.,
2004). O bloqueio serotonérgico no NPBL com metisergida (antagonista de
receptores serotoninérgicos) atenuou o aumento da excrecdo de sodio, potassio e
volume urinario, e também impediu o aumento de ANP e OT plasméaticos induzidos
pela expansdo com solucdo salina isoténica do volume do liquido extracelular,
enquanto a injecdo de DOI (agonista de receptores 5-HT ,anc) promoveu efeitos
opostos (MARGATHO et al., 2007).

Em relacdo aos receptores adrenérgicos alfa, do NPBL, foi verificado que
durante uma hiperosmolaridade plasmatica (induzida pela sobrecarga intragastrica
de NaCl 2 M) em ratos sem acesso a agua e sodio, a natriurese e a diurese
normalmente observadas nessa situacao sao diminuidas pela administracéo bilateral
de moxonidina no NPBL (ANDRADE et al., 2012). Esse efeito da moxonidina foi
revertido pelo prévio tratamento com o antagonista de receptores adrenérgicos alfa,,
RX 821002, confirmando assim que os efeitos renais da moxonidina sdo devido a
um ativacao especifica nesses receptores (ANDRADE et al, 2012). Esses resultados
sugerem que a moxonidina no NPBL prejudica as respostas renais ativadas pelo
aumento da osmolaridade plasmatica, importantes para aumentar a excre¢ao renal

de 4gua e de sbdio. Além disso, quando injetada no NPBL, a moxonidina reduziu o
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aumento dos niveis de OT e de AVP produzidos pela desidratacédo celular (aumento
da osmolaridade plasmatica), mas ndo modificaram os niveis de ANP (ANDRADE et
al., 2012).

Como a moxonidina no NPBL também aumenta a ingestdo de sédio e agua
(ANDRADE et al., 2006) além de reduzir a excrecdo renal de sodio e agua
(ANDRADE et al., 2012) em animais com desidratacao intracelular, € possivel que
0s receptores adrenérgicos alfa, dessa é&rea possam estar envolvidos em
mecanismos ativados para aumentar o volume plasmético. Esses resultados
sugerem que 0 aumento da ingestao de sodio e a reducdo da excrecdo urinaria de
sédio em ratos submetidos a desidratacédo celular podem estar correlacionados com
a diminuicdo dos niveis plasméaticos de OT produzidos pela administracao bilateral
de moxonidina no NPBL. No entanto, a diminuicdo dos niveis plasmaticos de AVP
nao apresentou aparentemente uma correlacdo com a antidiurese induzida pela
moxonidina nessa mesma situacao experimental.

Em suma, a participacdo de receptores adrenérgicos alfa, e serotonérgicos do
NPBL sobre o controle da excrecao renal e liberacdo de horménios foram estudados
em situacdes de expansdo de volume do liquido extracelular com solucdo salina
isotbnica (MARGATHO et al.,, 2007) e durante uma desidratacdo intracelular
(hiperosmolaridade plasmatica) (ANDRADE et al, 2012), respectivamente, mas nao
durante uma desidratacdo extracelular. Em outras palavras, até o presente momento
nao ha relatos sobre a possivel participacdo dos receptores adrenérgicos alfa, do
NPBL sobre as respostas renais e hormonais durante uma hipovolemia e sem
alteracoes de osmolaridade plasmatica. Considerando que a ativacdo dos
receptores adrenérgicos alfa, do NPBL durante a desidratacdo extracelular induzida
pelo tratamento furosemida (FURO) + captopril (CAP) sc promove um potente
aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M (ANDRADE et al., 2004), o objetivo do presente
estudo foi estudar os efeitos da ativacdo dos receptores adrenérgicos alfa, do NPBL
sobre as respostas renais, hormonais e parametros cardiovasculares durante uma
situacdo de desidratacdo extracelular, em situacdes de livre acesso ou restricdo a
agua e NaCl 0,3 M.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Com o desenvolvimento desse projeto pretendeu-se elucidar o papel do
ndcleo parabraquial lateral, analisando os efeitos da ativacdo dos receptores
adrenérgicos alfa, do NPBL na modulagéo de diferentes parametros para promover
ajustes do balanco hidroeletrolitico. Foi estudado se a ativacdo dos receptores
adrenérgicos alfay/imidazoélicos do NPBL (com injecBes bilaterais de moxonidina)
modificam as respostas renais, hormonais e parametros cardiovasculares durante
uma situacao de desidratagéo extracelular em situagfes de livre acesso ou restricdo
a agua e NaCl 0,3 M.

2.2 ESPECIFICOS

Para se estudar o papel dos receptores adrenérgicos alfa, do NPBL no
controle do equilibrio hidrossalino durante a desidratacao extracelular, em suma os
objetivos do presente projeto foram:

e Investigar os efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos alfa, do
NPBL sobre a excrecdo renal em ratos submetidos ao tratamento
FURO+CAP sc, com e sem acesso a agua e NaCl 0,3 M.

e Determinar dos niveis plasmaticos de AVP e OT em ratos submetidos
ao tratamento FURO+CAP sc ap0s ativacdo de receptores
adrenérgicos alfa;no NPBL.

e Verificar os efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos alfa, do
NPBL sobre a pressao arterial média e frequéncia cardiaca em ratos
submetidos ao tratamento FURO+CAP sc, apés livre acesso a agua e
NacCl 0,3 M.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar com peso de 290 a 320 g provenientes do
Biotério da Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, com livre acesso a racdo comercial, agua e solucédo de NaCl 0,3 M. Os
ratos foram mantidos em salas climatizadas com ciclo claro-escuro 12-12 h (luz 7:00
— 19:00 h). Os protocolos experimentais aos quais 0s animais foram submetidos
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Alfenas— UNIFAL (Protocolo n°: 289/2010).

3.2 CIRURGIA PARA O IMPLANTE DE CANULAS NO NPBL

Os ratos foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal)
combinada com xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho
estereotaxico (modelo Kopf 900). O lambda e bregma foram utilizados como
referéncia para nivelar a cabeca dos ratos. Utilizando-se o bregma foram
determinados os pontos de introducdo das canulas de aco inoxidavel nas cabecas
dos ratos. Para o NPBL, foram utilizadas as coordenadas: 9,3 mm caudal ao
bregma, 2,1 mm lateral a linha mediana e 4,3 mm abaixo da dura-mater
bilateralmente. As canulas foram fixadas nas cabecas dos ratos com parafusos e
resina acrilica. Imediatamente apdés o término do procedimento cirdrgico, foi
administrado por via subcutanea o analgésico cetoprofeno 1% (0,03 ml/rato) e
antibidtico (Pentabiotico para animais de pequeno porte, Fort Dodge, 0,2 ml/rato) por

via intramuscular.

3.3 INJECAO DAS DROGAS NO CEREBRO

As injecdes no NPBL foram feitas utilizando-se uma seringa Hamilton (5 pl),
conectada com um tubo de polietleno PE-10 a uma agulha injetora que foi
introduzida no cérebro pela canula guia previamente fixada no cérebro. A canula

injetora (0,3 mm diametro) foi 2 mm mais longa do que a canula guia.
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3.4 DROGAS UTILIZADAS

Cloridrato de moxonidina, agonista de receptores adrenérgicos
oz/imidazdlicos, (Sigma), foi administrada no NPBL na dose de 0,5 nmol/0,2 pl.
Moxonidina foi dissolvida em uma mistura de propilenoglicol e agua 2:1 (veiculo).
Essa dose de moxonidina foi baseada em prévios estudos (ANDRADE et al., 2004;
2006; 2011 e 2012).

Furosemida (FURO), diurético saliurético, (10 mg/kg de peso corporal,
administracdo subcutanea) foi dissolvida em salina isoténica com pH préximo a 9,0
ajustado com solugcdo de hidroxido de sodio 0,1 N. Captopril (CAP), inibidor da
enzima conversora de angiotensina, (5 mg/kg de peso corporal, administracéo
subcutanea) foi dissolvido em salina isotbnica. O tratamento com FURO + CAP foi
utilizado como descrito previamente (FITTS e MASSON, 1989; MENANI et al.,
1996).

Moxonidina, furosemida e captopril foram comprados da Sigma Chemical
Company, St Louis, MO, USA.

3.5 DESIDRATACAO EXTRACELULAR INDUZIDA PELO TRATAMENTO COM
FURO + CAP SC

Cada rato recebeu inje¢cdes subcutaneas do diurético furosemida (FURO, 10
mg/kg) e do inibidor da enzima conversora da angiotensina captopril (CAP, 5 mg/kg).
Racao, agua e solucdo de sodio 0,3 M foram removidos das gaiolas, entdo apos 1
hora do tratamento foram iniciados os testes de acordo com o protocolo destinado a

cada grupo experimental.

3.6 INDUCAO E MEDIDA DA INGESTAO DE AGUA E DE NaCl

Além de &gua e racéo, os ratos tiveram a disposicado buretas com NaCl 1,8%
(0,3 M), desde pelo menos 4 dias antes do inicio dos experimentos.

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi induzida pelo tratamento combinado de
FURO (10 mg/kg) + CAP (5 mg/kg). Para o registro da ingestdo de agua e NaCl 0,3

M foram utilizadas buretas graduadas com divisao de 0,1 ml. Foi aguardado sempre
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um intervalo de no minimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmos animais.

Durante o periodo de experimento, os ratos néo tiveram acesso a racao.

3.7 SOBRECARGA INTRAGASTRICA

Além de 4gua e racao, os ratos tiveram a disposicado buretas com NaCl 0,3 M,
desde pelo menos 4 dias antes do inicio dos experimentos. Os animais foram
submetidos a uma privacdo de alimento por 10 h previamente as sobrecargas
intragastricas.

A sobrecarga intragéstrica foi realizada por meio de uma sonda oro-gastrica
(feita de material plastico e flexivel). Imediatamente antes do inicio do experimento,
agua e NaCl 0,3 M também foram removidos e os animais foram submetidos ao
tratamento FURO+CAP s.c. 60 min antes do inicio da coleta de urina. Quinze
minutos antes do inicio da coleta de urina, moxonidina ou veiculo foram injetados no
NPBL. Em seguida, trés sobrecargas intragastricas de mistura de agua e NaCl 0,3 M
foram realizadas aos 5, 15 e 30 min apoés o inicio da coleta de urina.

De acordo com os resultados descritos no item 4.2, figuras 3A e 3B (vide a
seguir), os animais tratados com FURO+CAP ap0ds injecdes de moxonidina no NPBL
ingeriram cerca de 11 ml de NaCl 0,3 M e 10 ml de agua ao longo dos primeiros 30
minutos do experimento. Esse volume de agua e de NaCl 0,3 foi fracionado da
seguinte forma: 6 ml de solucdo de NaCl 0,17 M cada sobrecarga aos 5 e 15 min, e

9 ml de solucéo de NaCl 0,13 M aos 30 min apds o inicio da coleta de urina.

3.8 COLETA DE URINA

Os ratos foram mantidos em gaiolas metabdlicas pelo menos 4 dias antes dos
experimentos. No momento do experimento a agua e o sodio foram removidos e os
animais foram submetidos ao tratamento FURO + CAP sc. Apds um periodo de 45
min, moxonidina ou veiculo foram injetados no NPBL, e aguardados mais 15 min, foi
iniciada a coleta da urina espontaneamente eliminada. A urina foi coletada pelo
periodo de 2 horas. As amostras de urina coletadas foram analisadas em um

analisador de sddio e potassio eletrodo sensitivo (Cobas b121).
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3.9 DETERMINACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE AVP E OT

Para as dosagens de AVP e OT os animais foram sacrificados por
decapitacdo e, logo em seguida, o sangue truncal coletado em tubos de
polipropileno, mantidos sob gelo, contendo heparina (10 ul/ml de sangue). O plasma
foi separado por centrifugacdo a 4°C, durante 20 min, e em seguida estocado a —
20°C, em aliquotas de 1 ml, apropriadas para a extracdo dos horménios.

A extracdo dos hormoénios AVP e OT foi realizada utilizando-se 1 ml de
plasma adicionados a 2 ml de acetona gelada seguido de agitacao continua (20 s) e
centrifugacgéo (3000 rpm por 25 min a 4°C), sendo o sobrenadante decantado em um
tubo contendo 2 ml de éter de petrdleo e, em seguida, agitado e mantido em
repouso por 5 min para a separacao das fases. A fase superior foi aspirada com o
auxilio de uma bomba de vacuo e a fase inferior foi liofilizada em aparelho
SpeedVac. As amostras foram estocadas a -20°C até a determinacdo da
concentragéo plasmatica através de radioimunoensaio (RIE) especifico.

O radioimunoensaio foi realizado no laboratério de Neuroendocrinologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Todas as amostras de um
determinado experimento foram dosadas em um mesmo ensaio. No primeiro dia da
realizacdo do RIE as amostras de AVP e OT que estavam estocadas a -20°C foram
ressuspensas em 250 ul de tampéao AVP ou OT (tampéo TRIS 0,05 M com albumina
humana 0,25%), sendo que, 100 pl do ressuspenso foi utilizado para o ensaio, em
duplicata. No RIE, foram utilizados peptideos marcados com 125I, sendo utilizadas,
4000 cpm/100 pul para a OT e 2000 cpm/100 ul para o AVP. Os anti-soros utilizados
(primeiro anticorpo de coelho anti-AVP, anti-OT e anti-ANP) foram especificos para
0s hormoénios analisados sem reacdo cruzada com outros peptideos. Foi adicionado
100 ul do primeiro anticorpo nas amostras desconhecidas e os tubos foram agitados
e incubados a 4°C por 24 h. O horménio marcado (100 pl) foi adicionado aos tubos e
estes foram agitados e reincubados novamente por 24 h a 4°C. O horménio marcado
foi separado do ndo marcado com o auxilio da técnica de anticorpo secundario
(anticorpo anti-gamaglobulina de coelho produzido em cabra) especifico para cada
horménio analisado. Ap6s a adicdo de 100 ul do segundo anticorpo os tubos foram
reincubados por 24 h a 4°C. No dia seguinte, apés a adicdo de 1 ml de
polietilenoglicol (PEG 6,25%) aos tubos, estes foram centrifugados a 3000 rpm por

25 min a 4°C e o sobrenadante aspirado. A radioatividade no precipitado foi
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determinada com o auxilio de um contador gama (Packard). Os dados foram
expressos em pg/ml de plasma.

As porcentagens de recuperacdo apos a extracdo foram 83%, 85% para AVP
e OT, respectivamente. Os coeficientes de sensibilidade e os coeficientes de
variagcao intra- e inter-ensaio foram 0,9 pg/ml, 7,7% e 11,9% para AVP; 0,9 pg/ml,
7,0% e 12,6% para OT.

3.10 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E DA FREQUENCIA CARDIACA

A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram
registradas em ratos nédo anestesiados.

Sob a anestesia com ketamina (80 mg/kg de peso corporal) combinada com
xilazina (7 mg/kg de peso corporal), um tubo de polietileno (PE-10 conectado ao PE-
50) foi inserido na aorta abdominal através da artéria femoral do rato um dia antes
dos experimentos. A canula foi conduzida subcutaneamente e exteriorizada pelo
dorso do animal. Para o registro da pressao arterial pulsatil, PAM e FC, a canula
arterial foi conectada ao transdutor de pressédo Stathan Gould (P23 Db) acoplado a
um pré amplificador (modelo ETH-200 Bridge Bio Amplifier) que foi conectado ao
sistema de aquisicdo de dados Powerlab (modelo Powerlab 16SP, ADInstruments)

gue fornece os sinais para um computador.

3.11 HISTOLOGIA CEREBRAL PARA CONFIRMACAO DOS PONTOS DE
INJECAO.

Terminados 0s experimentos, os ratos com implantes de canulas no NPBL
foram profundamente anestesiados e submetidos a uma perfusdo encefalica por
meio de injecdo no coracao de solucdo de formalina 10% (20 ml). A seguir, 0s
encéfalos foram retirados e fixados em formalina 10% por alguns dias. Cortes
transversais (60 um de espessura) foram feitos nos pontos de injegdo com auxilio de

um criostato. Os cortes histolégicos, montados em lamina foram corados pelo
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método Giemsa e analisados para se localizar os pontos das injecbes de acordo
com o Atlas de Paxinos e Watson, (PAXINOS E WATSON, 2007).

3.12 EXPERIMENTOS REALIZADOS

3.12.1 Efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos alfay/imidazdélicos do
NPBL sobre a excrecédo renal em ratos submetidos a desidratacdo extracelular

(com e sem acesso a agua e NaCl 0,3 M)

No momento do experimento, agua, NaCl 0,3 M e racéo foram removidos. Os
animais com canulas bilaterais implantadas no NPBL foram submetidos ao
tratamento combinado com FURO + CAP. Apos 45 min do tratamento periférico,
cada rato recebeu injecdes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ul) ou veiculo no
NPBL. Quinze minutos apds as injecées no NPBL, agua e NaCl 0,3 M em buretas
graduadas foram oferecidos aos animais e foi iniciada a coleta de urina
espontaneamente eliminada. A medida da ingestdo de agua e de sédio, assim como
a coleta de urina foi feita pelo periodo de 2 horas. As amostras de urina coletadas
foram analisadas em um analisador de sédio e potassio eletrodo sensitivo (Cobas b
121). Durante o periodo de experimento, os ratos néo tiveram acesso a racao.

Esse mesmo protocolo foi realizado na auséncia de agua e de NaCl 0,3 M

para 0S mesmos animais.

-7 dias -60° -1%° o 120°
L | | | |
. . Moxonidina
Cirurgia FURO ouveiculo Disponibilidade dx etiod
para + ho NPBL ounso das edidada ingestao de
implante de buretas de agua.HNaCI 0.’3I'?‘I.
canulas no CAP agua e NaCl excrecao de sodioe

NPBL 0.3M volume urinario
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3.12.2 Efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos alfay/imidazdélicos do
NPBL sobre a excrecdo renal em ratos submetidos a desidratacdo extracelular
com reposicao hidroeletrolitica por via intragéstrica

Imediatamente antes do inicio do experimento, agua e NaCl 0,3 M também
foram removidos e os animais foram submetidos ao tratamento FURO+CAP s.c. 60
min antes do inicio da coleta de urina. Quinze minutos antes do inicio da coleta de
urina, moxonidina ou veiculo foram injetados no NPBL. Em seguida, os ratos
receberam a primeira sobrecarga intragastrica de 6 ml de NaCl 0,17 M aos 5 min, a
segunda sobrecarga intragastrica também de 6 ml de NaCl 0,17 M aos 15 min e por
fim, a terceira sobrecarga de 9 ml de NaCl 0,13 M aos 30 min apds o inicio da coleta
de urina, respectivamente.

A coleta de urina foi feita por um periodo de 2 horas. Foi aguardado sempre
um intervalo de no minimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmos animais.

Durante o periodo de experimento, 0s ratos nao tiveram acesso a ragao.

Reposigao hidroeletroliticapor via
intragastrica (6 ml NaCl 0,17M, 6ml
NaCl 0,17M e 9 ml NaCl 0,13M
respectivamente)

——

-7 dias -60° -15° 0 5 15 30 120°
l I | L1 | |

! N Y

Cirurgia FURo Moxonidina Y

para ouVeiculo ) _
. + NPBL Medida da excrecao de
implante no . o
. sodio e volume urinario
de canulas CAP

no NPBL
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3.12.3 Determinacdo dos niveis plasméticos de AVP e ocitocina em ratos com
desidratacdo extracelular apds ativacdo de receptores adrenérgicos
alfaz/imidazolicos no NPBL

No momento do experimento, agua, NaCl 0,3 M e ragéo foram removidos. Os
animais entdo foram submetidos ao tratamento FURO + CAP s.c. 45 min antes da
administracao bilateral de moxonidina (0,5 nmol/0,2 ml) ou veiculo no NPBL. Apés
15 min, foram oferecidos agua e NaCl 0,3 M para os animais, permitindo-se 30 min
de livre acesso a agua e sédio. Apds esse periodo, os animais foram decapitados e
amostras de sangue foram coletadas para posterior realizacdo do radioimunensaio
especifico para dosagem dos hormonios.

O mesmo procedimento acima descrito foi realizado respeitando-se o0s

intervalos de tempo entre os tratamentos, porém 0s animais ndo tiveram acesso a

agua e sodio.
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3.12.4 Efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos alfay/imidazélicos do
NPBL sobre a pressdo arterial média e frequéncia cardiaca em ratos
submetidos a desidratacdo extracelular apds livre acesso ou restricdo a dgua e
NaCl 0,3 M

No dia seguinte ao procedimento de canulacdo da artéria femoral, essa
canula foi conectada ao transdutor de pressao para se iniciar a coleta dos dados.

Nesse momento agua NaCl 0,3M e ragdo foram removidos. Foram entdo feitos os
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registros de frequéncia cardiaca (FC) e presséo arterial (PA) basais por 15 minutos.
Os ratos foram entdo submetidos ao tratamento FURO + CAP e ap0s 45 minutos
foram feitas as injecdes no NPBL. Apos 15 min, buretas de dgua e NaCl 0,3 M foram
disponibilizadas e entdo durante 120 min foram registradas a pressao arterial média
e a frequéncia cardiaca desses animais simultaneamente ao registro do volume
ingerido de 4gua e de sodio.

Esse mesmo procedimento foi realizado em ratos sem acesso as buretas de

agua e de sodio durante o registro da PA e FC.
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canulasno  femoral PAM no NPBL buretas com agua FC
NPBL eNaCl 0,3M

3.13 ANALISE ESTATISTICA

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

para p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 LOCALIZACAO HISTOLOGICA DAS CANULAS NO NPBL

A Figura 1 mostra injecdes bilaterais tipicas no NPBL. Os pontos de injecao
foram localizados principalmente nas porgdes centro lateral e dorso lateral do NPBL.
Os pontos de injecdo do presente estudo sdo similares aqueles em que estudos
anteriores mostraram os efeitos de moxonidina sobre a ingestdo de agua e sédio
(ANDRADE et al., 2004, 2006 e 2007). Injecdes que atingiram as por¢cdes ventro
lateral e lateral externa, assim como o nucleo Kolliker-Fuse, foram observadas

apenas em alguns ratos e os resultados desses animais foram incluidos na analise.
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FIGURA 1: A) Diagrama com demarcacéo da regido do NPBL, destacado em vermelho (adaptado de
Paxinos e Watson, 2007), e B) Corte histolégico mostrando os pontos de injecao tipico no NPBL e 0
trajeto das cénulas em ratos representativos dos animais estudados. scp, pedunculo cerebelar

superior (area destacada).
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4.2 EFEITOS DA ATIVACAO DE RECEPTORES ADRENERGICOS
ALFA,/IMIDAZOLICOS DO NPBL SOBRE A EXCRECAO RENAL EM RATOS
SUBMETIDOS A DESIDRATACAO EXTRACELULAR (COM E SEM ACESSO A
AGUA E NaCl 0,3 M)

As injegOes bilaterais de moxonidina no NPBL ndo modificaram a excrecdo
urinaria de sodio, potassio e volume urinario quando comparado a injecéo de veiculo
no NPBL em ratos que néo tiveram acesso ao NaCl 0,3 M e agua. Por outro lado, foi
verificado que os animais tratados com moxonidina que tiveram acesso a agua e
NaCl 0,3 M apresentaram um aumento da excre¢do urinaria de sodio [F(3,110) =
34,4; p<0,05] e de potéassio [F(3,100) = 14,5; p<0,05], assim como o aumento do
volume urinario [F(3,115) = 27,0; p<0,05] a partir dos 60 minutos de experimento em
comparagcdo com o0s animais tratados com veiculo (figuras 2A, 2B e 2C
respectivamente).

Nos animais que tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M, a administracao
bilateral de moxonidina aumentou a ingestao de sodio 0,3 M a partir dos 15 min de
experimento, [F(1,6) = 42,4; p<0,05], figura 3A, assim como a ingestdo de agua a
partir dos 60 minutos, figura 3B, [F(1,60) = 39,7; p<0,05].

Para avaliar se o0 aumento da excrecao renal observado era suficiente para
contrabalancear a grande quantidade ingerida, foi calculado o balanco de sédio e de
agua por meio da diferenca entre o total ingerido e o excretado. Aléem disso, para
esse calculo foi considerada uma coleta de urina adicional, correspondente ao
periodo de 60 min entre 0 momento do tratamento FURO+CAP até imediatamente
antes do oferecimento das buretas de agua e de NaCl 0,3 M.

Assim, notou-se que uma hora apés o tratamento FURO + CAP, o volume
urinario e a concentracdo de sodio eram semelhantes entre os grupos, sendo que 0s
animais encontravam-se em balanco negativo de sddio. A partir desse momento, 0s
animais com livre acesso a agua e NaCl 0,3 M tratados com moxonidina passaram a
ingerir mais sodio do que o excretado na urina, evidenciado pelo balanco positivo de
sédio aumentado, observado ao longo de todo o experimento em comparacdo aos
animais com tratamento controle, [F(1,72) = 65,2; p<0,05], figura 4A. De modo
semelhante, o balanco de agua (figura 4B) também se mostrou aumentado apés a

injecdo de moxonidina em relagéo ao grupo veiculo, [F(1,72) =117,1; p<0,05].
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Figura 2: A) Excre¢do urindria cumulativa de sdédio, B) excre¢éo urinéria cumulativa de potéssio e C)
volume urindrio cumulativo em ratos submetidos a FURO + CAP sc que receberam inje¢des bilaterais
de moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo no NPBL. Resultado expresso como média + EPM. n = nimero
de animais.
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Figura 3: A) Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M (ml) e B) ingestao cumulativa de agua (ml) em ratos
submetidos a FURO+CAP sc que receberam inje¢des bilaterais de moxonidina (moxo, 0,5 nmol) ou

veiculo no NPBL. Resultado expresso como média + EPM. n =nimero de animais.
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Figura 4: A) Balanco de sédio (LEQ) e B) Balango de &gua (ml) em ratos submetidos a FURO + CAP

sc que receberam injecBes bilaterais de moxonidina (moxo, 0,5 nmol) ou veiculo (vei) nho NPBL.

Resultado expresso como média = EPM. n = nimero de animais.
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43 EFEITOS DA ATIVACAO DE RECEPTORES ADRENERGICOS
ALFA,/IMIDAZOLICOS DO NPBL SOBRE A EXCRECAO RENAL EM RATOS
SUBMETIDOS A DESIDRATACAO EXTRACELULAR COM REPOSICAO
HIDROELETROLITICA POR VIA INTRAGASTRICA

O objetivo destas sobrecargas intragastricas foi uniformizar as condi¢cfes
experimentais dos animais e observar se a moxonidina no NPBL poderia modificar a
excrecao renal de Na, K e o volume urinario em ratos com desidratagéo extracelular.
De acordo com dados observados pelos animais que receberam moxonidina no
NPBL, obtidos no 1° experimento, 15 min apds o oferecimento das buretas de agua
e de sddio, a média aproximada de ingestdo de agua foi 5 ml e a média da ingestao
de NaCl 0,3 M foi 7 ml. Ja aos 30 min, os animais ingeriram um adicional de cerca
de 4 ml de NaCl 0,3 M além de 5 ml de agua. Ou seja, aos 30 min 0s animais
apresentaram uma ingestdo cumulativa de 11 ml de NaCl 0,3 M e 10 ml de agua
enquanto os animais tratados com veiculo ingerem volumes de ambos
significativamente menores. Essa quantidade (11 ml de NaCl 0,3 M e 10 ml de agua)
foi misturada e fracionada para ser administrada por via intragastrica em 3
momentos: 6 ml de 0,17 M NaCl cada sobrecarga aos 5 e 15 mine 9 ml de 0,13 M
NaCl aos 30 min apos o inicio da coleta de urina. A coleta de urina teve inicio 1 h
apos o tratamento com FURO+CAP, e teve a duracdo de 2 h. Durante esse
experimento 0s animais ndo tiveram acesso as buretas de agua e de sddio, sendo a
reposicao hidroeletrolitica controlada igual para ambos os tratamentos (moxonidina e
veiculo no NPBL).

Como se pode observar na figura 5, a administracdo de moxonidina no NPBL
diminuiu a excrecdo urinaria de sédio [F(3,126) = 12,81; p<0,05] e volume urinario
[F(3,132) = 12,249; p<0,05] aos 60 e 120 minutos de experimento. A excrecdo de
potassio também se mostrou menor no grupo tratado com moxonidina (203,89 + 25,
vs. veiculo: 292,02 + 31,81 pEg/120 min), [F(3,132) = 20,6; p<0,05].

Apés a realizacdo das reposicdes hidroeletroliticas (administracao
intragastrica), ambos 0s grupos encontravam-se em balancos positivos de agua e
sédio. Os animais tratados com moxonidina continuam a exibir um balanco de sédio
([F(1,66) = 16,003; p<0,05], figura 6A) e de agua ([F(1,72)= 8,336; p<0,05], figura

6B) mais elevado em relagcdo com grupo tratado com veiculo.



A)

Excregdo cumulativa de Na* (uEQ)

oY)
~

Volume urinario cumulativo (ml)

1800 7

1600 A

1400 1

1200 A

1000 A

800 A

600

400 A

200 A

29

—@— MOXONIDINA - sem rehidratagio
—O— MOXONIDINA - com rehidratagio
—W— VEICULO - sem rehidratagéo
—/\~ VEICULO - com rehidratagio

* diferente de veiculo - com rehidratagao

n=6-7

90

60 120

Tempo (min)

—@— MOXONIDINA - sem rehidratagao
—O— MOXONIDINA - com rehidratagéo
—W— VEICULO - sem rehidratagio
—/\~ VEICULO - com rehidratagéo

* diferente de veiculo - com rehidratagao

n=6-7

60 90 120

Tempo (min)

Figura 5: A) Excre¢do urinaria cumulativa de sédio (uEQ) e B) volume urinario cumulativo (ml) em

ratos que receberam inje¢Bes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo no NPBL submetidos ou

ndo as sobrecargas intragastricas. Resultado expresso como média £+ EPM. n = nimero de animais.
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Figura 6: A) Balan¢o de sodio (LEQ) e B) Balanco de agua (ml) em ratos que receberam injecdes
bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo no NPBL submetidos ou ndo as sobrecargas

intragastricas. Resultado expresso como média = EPM. n = nimero de animais.
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44 EFEITOS DA ATIVACAO DE RECEPTORES ADRENERGICOS
ALFA,/IMIDAZOLICOS DO NPBL SOBRE OS NIVEIS PLASMATICOS DE AVP E
OT EM RATOS COM DESIDRATACAO EXTRACELULAR

Em ratos saciados (controles tratados com salina + salina sc), a administragéo
de moxonidina no NPBL n&o alterou os niveis basais de AVP. O tratamento
FURO+CAP sc ndo promoveu alteracdo das concentracdes plasmaticas de
vasopressina tanto em ratos sem e com acesso aos liquidos. Contudo, houve um
aumento significativo de AVP plasmatica ap6s a injecdo de moxonidina em ratos
submetidos ao tratamento FURO+CAP sc sem acesso ao sédio e agua, [F(5,40)=
6,23; p<0,05]. Esse aumento de AVP plasmético ndo mais foi observado no grupo de
animais com moxonidina no NPBL que teve livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Vide
figura 7A.

N&ao foram observadas diferencas nos niveis plasmaticos de OT entre os
grupos experimentais [F(5,40)= 0,56 p>0,05], figura 7B.

Para os grupos de animais que tiveram 30 minutos de livre acesso a agua e
NaCl 0,3 M, verificou-se uma maior ingestdo de NaCl 0,3 M pelos animais tratados
com moxonidina no NPBL (2,2 + 0,57, vs. veiculo 0,9 + 0,3) [F(1,13)= 6,3 p<0,05],
sem alterar a ingestdo de agua, (6,9 = 1,3 vs. veiculo 8,2 + 1,2) [F(1,13)= 0,4
p>0,05].
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Figura 7: Niveis plasmaticos de: A) vasopressina (AVP) e B) ocitocina (OT) em ratos

normovolémicos ou submetidos ao tratamento FURO+CAP sc, que receberam injecdes bilaterais de

moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo no NPBL e que foram mantidos em restricdo ou livre acesso a adgua

e NaCl 0,3 M. Resultado expresso como média £ EPM. n = nimero de animais.
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45 EFEITOS DA ATIVACAO DE RECEPTORES ADRENERGICOS
ALFA,/IMIDAZOLICOS DO NPBL SOBRE A PRESSAO ARTERIAL MEDIA E
FREQUENCIA CARDIACA EM RATOS SUBMETIDOS A DESIDRATACAO
EXTRACELULAR APOS LIVRE ACESSO A AGUA E NaCl 0,3 M.

ANOVA mostrou diferenca entre os tratamentos, [F(3,153)= 11,14; p<0,05], e
0 pos-teste de Fisher LSD indicou que a PAM dos ratos tratados com FURO+CAP sc
gue receberam inje¢cdes de moxonidina no NPBL, com ou sem acesso ao sodio e
agua, foi maior do que a PAM dos ratos FURO+CAP que receberam injecbes de
veiculo no NPBL sem acesso ao sédio e agua (Figura 8).

Em relagéo a frequéncia cardiaca também foram observadas diferencas entre
os tratamentos [F(3,133)= 23,7; p<0,05]. Os ratos que receberam injecbes de
moxonidina no NPBL com e sem acesso ao sodio e agua apresentaram uma FC
elevada em relagdo aos ratos FURO+CAP que receberam inje¢cdes de veiculo no
NPBL sem acesso ao sodio e agua, (vide figura 9).

Foi calculada também a variagcdo da PAM em relagcdo ao registro basal para
os diferentes tratamentos, conforme figura 10. ANOVA mostrou diferenca entre os
tratamentos, [F(3,136)= 5,5; p<0,05], e 0 pos-teste de Fisher LSD indicou que os
ratos tratados com FURO+CAP sc que receberam injecdes de moxonidina no NPBL
e com livre acesso ao sodio e agua apresentaram um aumento da PAM aos 60 min
em relacdo ao periodo basal. Além disso, verificou-se que a variacdo da PAM nesse
mesmo grupo foi maior em relacdo ao grupo tratado com FURO+CAP s.c. e veiculo
no NPBL sem acesso aos liquidos aos 30 e 60 min de experimento.

A figura 11 mostra a ingestdo cumulativa de NaCl 0,3M e de agua pelos ratos
tratados com FURO+CAP que receberam veiculo ou moxonidina no NPBL que
tiveram livre acesso aos mesmos durante registro dos parametros cardiovasculares.
Verificou-se um grande aumento da ingestdo de NaCl 0,3M [F(1,72)= 72,267,
p<0,05], sem alteracdo da ingestdo de agua [F(1,72)= 0,06; p>0,05], pelo grupo

tratado com moxonidina em relagcéo ao veiculo no NPBL.
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Figura 8: Pressdo arterial média (mmHg) em ratos tratados com FURO+CAP sc que receberam

injecBes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo no NPBL e que foram mantidos em restricdo

ou livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Resultado expresso como média + EPM. n = nimero de

animais.
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Figura 9: Frequéncia cardiaca (bpm) em ratos tratados com FURO+CAP sc que receberam injecdes

bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo no NPBL e que foram mantidos em restricdo ou livre

acesso a agua e NaCl 0,3 M. Resultado expresso como média = EPM. n = niUmero de animais.
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Figura 10: Variacdo da pressdo arterial média (A mmHg) em relacdo ao tempo basal em ratos
tratados com FURO+CAP sc que receberam inje¢fes bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo
no NPBL e que foram mantidos em restricdo ou livre acesso a agua e NaCl 0,3 M. Resultado

expresso como média + EPM. n = nUmero de animais.
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Figura 11: A) Ingestao cumulativa de NaCl 0,3 M e B) Ingestao cumulativa de agua em ratos tratados
com FURO+CAP sc que receberam injec6es bilaterais de moxonidina (0,5 nmol) ou veiculo no NPBL
e que tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M durante o registro dos parametros cardiovasculares.

Resultado expresso como média £ EPM. n = nimero de animais.
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5 DISCUSSAO

Os presentes resultados mostram que em ratos submetidos ao tratamento
com furosemida e captopril (FURO+CAP) sc, injecoes de moxonidina no NPBL
aumentam o balanco de sédio durante situacao de livre acesso a agua e NaCl 0,3 M.
A moxonidina no NPBL ndo modificou a excrecdo de sodio e volume urinario em
ratos tratados com FURO+CAP sem acesso a agua e sodio. Por outro lado, a
administracdo de moxonidna no NPBL diminuiu o volume urinario e a excrecao
urinaria de sédio em ratos tratados com FURO+CAP sc que receberam sobrecargas
intragastricas de mistura de agua e de NaCl 0,3 M.

Em relagdo as respostas hormonais, moxonidina promoveu aumento dos
niveis plasmaticos de AVP em ratos sem acesso ao sodio e agua, o que nao foi
observado quando os ratos com esse tratamento tiveram livre acesso a agua e NacCl
0,3 M para ingestdo. Em relacdo aos parametros cardiovasculares, a moxonidina
promoveu aumento dos niveis de PAM nos ratos tratados com FURO+CAP com livre
acesso ao sodio e agua em relacdo ao periodo controle basal. Em conjunto, esses
resultados sugerem que a ativacdo de receptores adrenérgicos alfa, do NPBL
exercem um papel importante na regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico durante a
desidratacéo extracelular.

O modelo experimental usado para induzir a desidratacdo extracelular no
presente estudo o foi mesmo utilizado em estudos anteriores para produzir apetite
ao sodio em curto periodo de tempo (1 hora) (FITTS & MASSON, 1989;
THUNHORST & JOHNSON, 1994; MENANI et al., 1996; ANDRADE et al., 2004). O
tratamento com o diurético/saliurético furosemida + o inibidor da ECA captopril sc
induz uma rapida e significante ingestdo de NaCl 0,3 M devido a leve hipovolemia
associada a um aumento da formacédo de ANG Il central (FITTS & MASSON, 1989;
THUNHORST & JOHNSON, 1994; MENANI et al., 1996). O tratamento FURO+CAP
promove uma hipovolemia sem alterar a osmolaridade plasmatica, com aumento dos
niveis plasmaticos de AVP, mas nenhuma alteracdo dos niveis de OT, conforme
parametros avaliados 90 min ap6s a administracdo do FURO+CAP, (THUNHORST
et al.,,1994a ;1994b). Como nesse modelo experimental ocorre hipovolemia
acompanhado do aumento da formacdo de ANG Il central, esses dois fatores juntos

explicam o aumento do AVP plasmatico observado durante esse tratamento.
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Em ratos com apetite ao sodio induzido pelo tratamento com FURO+CAP sc,
a ativacdo de receptores adrenérgicos alfa, com inje¢des bilaterais de moxonidina ou
noradrenalina no NPBL produzem um potente aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M
(ANDRADE et al., 2004; GASPARINI et al., 2009; ANDRADE-FRANZE et al.,
2010a). O potente aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M produzido pela administracao
de moxonidina no NPBL (varias vezes a quantia ingerida pelos controles tratados
com FURO + CAP sc e veiculo no NPBL) foi completamente abolido pelo RX
821002, indicando que a moxonidina produz um potente, seletivo e especifico
aumento da ingestdo de NaCl hipertdnico atuando em receptores adrenérgicos alfay,
(ANDRADE et al., 2004). Em conjunto esses resultados anteriores sugerem que a
ativacdo de receptores adrenérgicos alfa, do NPBL podem reduzir os efeitos dos
mecanismos inibitérios que limitam a ingestdo de sodio (ANDRADE et al., 2004;
GASPARINI et al., 2009; ANDRADE-FRANZE et al., 2010a). Esses estudos, porém,
nao avaliaram os efeitos da ativacdo de receptores adrenérgicos alfa, sobre as
respostas renais, hormonais e parametros cardiovasculares durante a desidratacao
extracelular induzida pelo tratamento FURO+CAP em situacdo de livre acesso a
agua e NaCl 0,3 M.

Em relacdo aos parametros renais, 0s presentes resultados mostram que
injecbes de moxonidina no NPBL nao alteram a excrecdo de sédio e volume urinario
em ratos tratados com FURO+CAP sem acesso a agua e NaCl 0,3 M. Por outro
lado, moxonidina no NPBL aumentou a diurese e natriurese em ratos submetidos ao
tratamento FURO+CAP que tiveram livre acesso ao NaCl 0,3 M e agua para
ingestao.

Para verificar se esse aumento na diurese e na natriurese poderia compensar
a grande quantia de 4gua e de sdédio ingerida apds a administracdo de moxonidina
no NPBL, foi calculado o balanco de agua e de sodio (ingestdo menos a excre¢ao
renal nos mesmos animais). No momento em que foram oferecidos agua e soédio
para os animais (1 h apos a injecdo de FURO+CAP), estes apresentavam um
balanco negativo de sédio devido aos efeitos diurético e natriurético da furosemida.
Os animais que receberam injecbes bilaterais de moxonidina apresentaram um
grande aumento da ingestdo de sddio e de agua em relacdo aos animais que
receberam veiculo no NPBL. Essa grande ingestdo de sodio e de agua néao foi

compensada pelo aumento da excrecdo renal de sodio e aumento do volume
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urinério, caracterizando assim um balanco positivo de sédio ao final das duas horas
de experimento.

Esse aumento da excrecdo de sédio e agua apdés o acesso aos liquidos é
provavelmente secundério a grande ingestdo de sodio e de adgua que normalmente
ocorre apos a ativacdo de receptores adrenérgicos alfa,. Note que o aumento da
excrecdo de sodio nesses ratos inicia-se apds ocorrer uma ingestao significativa de
agua e de sédio. Mediante esses resultados, persistiu a duvida se a ativacdo dos
receptores adrenérgicos alfa, do NPBL modificaria as respostas renais durante a
desidratacédo extracelular. Considerando que o grupo controle tratado com veiculo
ndo ingere sodio e agua na mesma quantidade e propor¢éo que o grupo tratado com
moxonidina, caracterizando assim situacdes experimentais diferentes, esses
resultados ndo esclareceram se a ativacado dos receptores adreneérgicos alfa, do
NPBL poderiam alterar as respostas renais.

Para responder essa questao, foi elaborado um novo protocolo experimental
com o objetivo de submeter os ratos tratados com veiculo a mesma sobrecarga de
agua e de sodio que € observada normalmente apds a moxonidina no NPBL quando
os ratos tém livre acesso & agua e sodio. Assim, foram realizadas sobrecargas
intragastricas para uniformizar as condi¢cdes experimentais dos animais e observar
se a moxonidina no NPBL poderia modificar a excrecéo renal de sédio e o volume
urinario em ratos com desidratacéo extracelular. De acordo com dados de ingestao
de agua e sodio obtidos no 1° experimento (aproximadamente 11 ml de NaCl 0,3 M
e 10 ml de agua aos 30 min), foram administradas 3 sobrecargas intragastricas (6 ml
de NaCl 0,17 M em cada sobrecarga aos 5 e 15 min e 9 ml de NaCl 0,13 M aos 30
min apdés o inicio da coleta de urina). Dessa forma, foi feita uma reposicao
hidroeletrolitica por via intragastrica igual para ambos os tratamentos (moxonidina e
veiculo no NPBL).

A moxonidina injetada no NPBL nao alterou a excrecdo renal em ratos
tratados com FURO+CAP sc que ndo receberam as sobrecargas intragastricas.
Contudo, nos animais tratados com FURO+CAP que receberam as sobrecargas
intragastricas a administracdo de moxonidina no NPBL diminuiu a excrecdo urinaria
de sodio e volume urinario quando comparado a injecéao de veiculo no NPBL. Com a
realizacdo das sobrecargas intragastricas, ambos 0S grupos encontravam-se em
balancgo positivo de agua e sodio. No entanto, os animais tratados com moxonidina

continuam a exibir um balanco de sédio e de 4gua mais elevado em relacdo ao
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grupo tratado com veiculo, devido a diminuicdo das respostas renais. Assim sendo,
0s presentes resultados demonstram que moxonidina no NPBL diminui a excre¢ao
de sodio e volume urinario em ratos com tratamento FURO+CAP que receberam as
sobrecargas, sugerindo que a ativacdo de receptores adrenérgicos alfa, nessa area
ativa mecanismos renais que facilitam a retencédo de agua e de saédio.

Apesar de seu efeito anti-hipertensivo atribuido a uma reducédo da atividade
simpatica produzida pela acdo central em receptores imidazolicos do bulbo
ventrolateral rostral (ERNSBERGER et al, 1993; HAXHIU et al., 1994,
ERNSBERGER et al., 1997), a moxonidina injetada no NPBL n&o altera a PAM e FC
tanto em ratos tratados com FURO + CAP quanto em ratos sem prévio tratamento
(ANDRADE et al., 2004). Porém, esse estudo avaliou a PAM e FC apenas por um
curto periodo (30 min apos as injecbes de moxonidina ou veiculo no NPBL) e sem
acesso a agua e NaCl 0,3 M. Dessa forma, no presente estudo foi realizado um
registro dos parametros cardiovasculares de mesma duracao do protocolo de estudo
do comportamento ingestivo, ou seja, simultaneamente a ingestdo de agua e de
sodio por 120 min.

A PAM dos ratos tratados com FURO+CAP sc que receberam injecdes de
moxonidina no NPBL, com ou sem acesso ao sodio e agua, foi maior do que a PAM
dos ratos FURO+CAP que receberam injecdes de veiculo no NPBL sem acesso ao
sédio e agua. A variacdo da PAM nos ratos tratados com FURO+CAP sc que
receberam inje¢cdes de moxonidina no NPBL com acesso ao sodio e agua foi maior
do que a PAM dos ratos FURO+CAP que receberam injecdes de veiculo no NPBL
sem acesso ao sodio e agua. Nos ratos tratados com FURO+CAP s.c. e moxonidina
no NPBL que tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M foi observado um aumento
da PAM aos 60 min do experimento em relacdo ao registro basal. Por fim, a
moxonidina no NPBL dos ratos tratados com FURO+CAP sem acesso aos liquidos
nao alterou a PAM em relacdo ao seu basal. Dessa forma, a administracdo de
moxonidina no NPBL apds o tratamento com FURO + CAP ndo promove variacdes
marcantes na pressao arterial que resultariam no aumento do comportamento
ingestivo.

Com o livre acesso ao NaCl 0,3 M e agua, os ratos tratados com FURO+CAP
gue receberam moxonidina no NPBL mostraram um aumento dos niveis de PAM em
relacéo ao seu basal. Tal efeito pode ser explicado pelo exacerbado comportamento

ingestivo que esses animais expressam durante a primeira hora de livre acesso aos
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liquidos. Apoés esse periodo, quando a ingestédo se estabiliza e os animais voltam a
expressar maior periodo de repouso na gaiola, os niveis de PAM retornam proximos
aos niveis basais, fato que coincide com o aumento da excrecao renal de sédio e
aumento do volume urindrio que é também observado nesse tratamento. De
qgualquer forma, o aumento da PAM nesse grupo experimental seria devido ao
comportamento ingestivo, e ndo o contrario, ou seja, uma possivel reducdo na PAM
desencadeando uma resposta de ingestao hidromineral.

A participacdo do NPBL nas respostas renais e hormonais ja havia sido
estudada em situacédo de expanséo de volume e desidratacao intracelular. Margatho
e cols. mostram que o bloqueio serotonérgico no NPBL também modifica a excre¢éo
renal e os niveis plasmaticos de ANP, OT e AVP induzidos pela expansao com
solugdo salina isotonica do volume do liquido extracelular em ratos hidratados,
(MARGATHO et al., 2007). O bloqueio serotonérgico no NPBL com metisergida
(antagonista de receptores serotoninérgicos) atenuou o aumento da excrecdo de
sodio, potassio e volume urinario, e também impediu o aumento de ANP e OT
plasmaticos induzidos pela expansdo com solucédo salina isoténica do volume do
liquido extracelular, enquanto a injecdo de DOI (agonista de receptores 5-HT 2anc)
promoveu efeitos opostos (MARGATHO et al., 2007).

Em relacdo aos receptores adrenérgicos alfa, do NPBL, foi verificado que
durante uma hiperosmolaridade plasmatica (induzida pela sobrecarga intragastrica
de NaCl 2 M) em ratos sem acesso a agua e sodio, a natriurese e a diurese
normalmente observadas nessa situacao sao diminuidas pela administracéo bilateral
de moxonidina no NPBL (ANDRADE et al., 2012). Esse efeito da moxonidina foi
revertido pelo prévio tratamento com o antagonista de receptores adrenérgicos alfa,,
RX 821002, confirmando assim que os efeitos renais da moxonidina sdo devido a
um ativacao especifica nesses receptores (ANDRADE et al, 2012). Esses resultados
sugerem que a moxonidina no NPBL prejudica as respostas renais ativadas pelo
aumento da osmolaridade plasmatica, importantes para aumentar a excrecdo renal
de 4gua e de sbdio. Além disso, quando injetada no NPBL, a moxonidina reduziu o
aumento dos niveis de OT e de AVP produzidos pela desidratacdo celular (aumento
da osmolaridade plasmatica), mas ndo modificaram os niveis de ANP (ANDRADE et
al., 2012).

Os presentes resultados mostram que a desidratagao extracelular induzida por

FURO+CAP em ratos com veiculo no NPBL n&o alterou de forma significativa os
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niveis de AVP e de OT em relacdo ao tratamento controle (animais que receberam
injecdes de salina sc e veiculo no NPBL). Esse resultado difere do observado no
estudo anterior (THUNHORST et al., 1994b), no qual foi observado um aumento do
AVP apé6s o tratamento FURO+CAP sc. Como nesse modelo experimental ocorre
hipovolemia associado ao aumento de ANG Il central, seria esperado um aumento
do AVP plasmético também em nosso estudo. Entretanto, a injecdo de moxonidina
no NPBL em ratos tratados com FURO+CAP promoveu um aumento de AVP
plasmatico no grupo que ndo teve acesso aos liquidos, tanto em comparacédo aos
controles saciados quanto comparados aos desidratados que receberam veiculo no
NPBL. Esse aumento de AVP plasmético pela moxonidina nos ratos desidratados
nao foi mais observado apés a livre ingestéo de liquidos.

Comparando os presentes resultados com estudo anterior (ANDRADE et al.,
2012), pode ser observado que o bloqueio dos mecanismos inibitorios do NPBL com
injecbes de moxonidina promove reducdo das respostas renais em situacfes de
desidratacdo intracelular e extracelular (ANDRADE et al., 2012; presentes
resultados, respectivamente). Mas, os efeitos do bloqueio dos mecanismos
inibitérios do NPBL sobre as respostas hormonais séo distintos para cada situacao
experimental. Durante uma hiperosmolaridade plasmatica, a moxonidina no NPBL
promove diminuicdo dos niveis de OT e AVP, sem alterar o ANP plasmatico
(ANDRADE et al., 2012); ao passo que durante a desidratacdo extracelular
(presentes resultados), a moxonidina promove aumento de AVP plasmatico, sem
alteracoes de OT. Em suma, semelhante ao que ocorre durante a desidratacao
intracelular, a moxonidina no NPBL também promove reducédo das respostas renais
durante uma desidratacdo extracelular, porém os mecanismos envolvidos nesse
caso sao diferentes.

Estudo recente também mostrou que o tratamento FURO+CAP é capaz de
aumentar as respostas hedénicas e diminuir as respostas aversivas no teste de
reatividade de sabor ao NaCl 0,3 M em comparacao aos ratos saciados (ANDRADE
et al, 2011). Esse efeito de aumento na palatabilidade ao sédio hiperténico
promovido pelo tratamento com FURO+CAP foi semelhante ao observado apds a
deplecédo de sodio por 24 h (BERRIDGE et al., 1984; GRILL e BERNSTEIN, 1988).
Quando comparado com as injecdes de veiculo no NPBL, o tratamento com
moxonidina nessa area nao alterou o niumero de respostas hedbnicas tampouco o

namero de respostas aversivas ao NaCl 0,3 M em ratos tratados com FURO+CAP
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sc antes do acesso ao NaCl 0,3 M e agua. Contudo, em comparacdo com 0S
animais tratados com veiculo, os animais tratados com moxonidina no NPBL
continuaram a exibir um nimero aumentado de reacfes hedbnicas e um numero
reduzido de respostas aversivas apds o consumo de grande volume de NaCl 0,3 M e
adgua. Em outras palavras, o tratamento com moxonidina no NPBL parece bloquear o
declinio das respostas hedbnicas e/ou aumento das respostas aversivas
relacionados a saciedade que normalmente ocorrem durante e ap6s 0 consumo de
NaCl 0,3 M e agua, sugerindo que a ativacédo de receptores adrenérgicos alfa, no
NPBL reduz os sinais inibitorios ativados em consequéncia da ingestdo de NaCl
hipertonico e agua (ANDRADE et al, 2011).

Em suma, os presentes resultados mostram que em ratos submetidos ao
tratamento com furosemida e captopril (FURO+CAP) sc, injecdes de moxonidina no
NPBL aumentam o balanco de sédio durante situacao de livre acesso a agua e NaCl
0,3 M. A moxonidina no NPBL n&o modificou a excregdo de sodio e volume urinario
em ratos tratados com FURO+CAP sem acesso a agua e sodio. Por outro lado, a
administracdo de moxonidina no NPBL diminuiu o volume urinario e a excregao
urinaria de sédio em ratos tratados com FURO+CAP sc que receberam sobrecargas
intragastricas de mistura de agua e de NaCl 0,3 M. Em relacdo as respostas
hormonais, moxonidina promoveu aumento dos niveis plasmaticos de AVP em ratos
sem acesso ao sodio e agua, o que nao foi observado quando os ratos com esse
tratamento tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3 M para ingestao. Além disso, a
administracdo de moxonidina no NPBL apés o tratamento com FURO + CAP néo
promove variacbes marcantes na pressao arterial que resultariam no aumento do
comportamento ingestivo.

Como a moxonidina no NPBL aumenta a ingestdo de sodio e agua além de
reduzir a excrecao renal de sodio e 4gua em animais com desidratacdo extracelular,
€ possivel que os receptores adrenérgicos alfa/imidazolicos dessa area possam
estar envolvidos em mecanismos ativados para aumentar o volume plasmatico.
Portanto, esses resultados sugerem que a moxonidina injetada no NPBL em ratos
com desidratacdo extracelular ativa mecanismos que facilitam a retencdo de

sédio/agua e a expansao de volume.
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6 CONCLUSAO

Em conjunto, os presentes resultados sugerem que a ativacao de receptores
adrenérgicos alfay/imidazolicos do NPBL ativa mecanismos que facilitam a retencéo
de sodio/dgua e a expansdo de volume e exercem um papel importante na

regulacao do equilibrio hidroeletrolitico durante a desidratacdo extracelular.
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