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RESUMO

Neste estudo investigamos os efeitos de microinjecdes bilaterais do agonista
serotoninérgico SHT2a/HT2¢ DOI (hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina) ou
antagonista serotoninérgico metisergida no nicleo parabraquial lateral (NPBL), sobre a
excre¢do cumulativa de sédio, potdssio, volume, osmolalidade urindria em resposta a
expansao isotonica do volume do liquido extracelular (EVEC) em ratos.

Sete dias antes dos experimentos, canulas de aco inoxidavel foram colocadas
bilateralmente no NPBL. Os resultados obtidos indicaram que os ratos pré-tratados com
metisergida (2,0 ou 8,2 nmol) no NPBL, apresentaram, em resposta a EVEC (NaCl
0,15M, 2ml/ 100g peso corporal), uma atenuacdo do aumento na excrecdo de sddio,
potdssio e volume urinario, normalmente observada em resposta a EVEC nos primeiros
20 min do inicio da coleta de urina. Os ratos pré-tratados com DOI (2,8 ou 14,0 nmol)
no NPBL, apresentaram, em resposta a EVEC, um incremento na excre¢do de sddio,
potdssio e volume urindrio nos primeiros 20 min da coleta de urina.

Esses resultados sugerem que a metisergida reduz o aumento na excre¢do de
agua e eletrdlitos em resposta a EVEC, no entanto, estes resultados também apresentam
uma informacao adicional sobre o papel dos mecanismos serotoninérgicos do NPBL no
controle da homeostase dos liquidos corporais, como mostrado previamente pela
facilitacdo da ingestdo de sédio apds o bloqueio dos mecanismos serotoninérgicos do
NPBL (Menani e cols, 1996; 1998).

Paralelamente, foram conduzidos experimentos com o objetivo de se avaliar a
participacdo do NPBL na mediacdo das alteracdes da concentracdo plasmatica do
peptideo natriurético atrial (ANP), vasopressina (AVP) e ocitocina (OT), normalmente
observados em resposta a EVEC. Os resultados obtidos a partir da dosagem de OT e
ANP plasmaticos sugeriram que em animais que receberam inje¢des de metisergida (8,2
nmol) no NPBL houve uma atenuacdo na concentragao plasmatica de OT e ANP,
normalmente observada em resposta a EVEC e um aumento da concentragcdo plasmatica
da AVP, em comparacio aos valores obtidos nos animais controles. DOI (14,0 nmol) no
NPBL induziu um incremento na concentracdo plasmdtica de OT e ANP e a
concentracdo plasmatica de AVP nao foi modificada em resposta a EVEC, em
comparagdo aos valores obtidos nos animais controles.

Em adicdo, avaliamos a imunorreatividade a proteina c-Fos e a marcacdo
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citoplasmdtica para a ocitocina, vasopressina, serotonina (SHT) e tirosina hidroxilase
(TH) em diferentes regides do sistema nervoso central. Os resultados demonstraram a
participacdo de grupos celulares especificos (vasopressinérgicos-ocitocinérgicos) do
nucleo paraventricular (NPV) e supradptico (NSO), grupos celulares serotoninérgicos
do nucleo dorsal da rafe (NDR) e catecolaminérgicos do nticleo do trato solitario (NTS)
em resposta a0 mesmo paradigma experimental descrito anteriormente. Os ratos que
receberam injel¢oes de DOI (14,0 nmol) no NPBL e submetidos a EVEC, apresentaram
aumento significativo no nimero de neurdnios imunorreativos (ir) a proteina c-Fos-OT
na subdivisdo medial magnocelular do NPV (PaMM) e no nicelo acessorio comissural
anterior (AC) em comparacdo aos ratos controles. Os resultados também mostraram
aumento no numero de neurdnios ir-c-Fos-AVP em ratos que receberam injecoes de
metisergida (8,2 nmol) no NPBL na subdivisdo lateral magnocelular do NPV (PaLM) e
no NSO em comparacdo aos ratos controles em resposta a EVEC. Além disso, os ratos
que receberam inje¢cdes de DOI no NPBL e submetidos a EVEC, apresentaram redugao
no ndmero de neurdnios ir-c-Fos-SHT no NDR em comparac¢do aos animais tratados
com veiculo. Os ratos que receberam injecdoes de metisergida, apresentaram, em
resposta a EVEC, aumento significativo no nimero de neurdnios ir-c-Fos-TH no NTS,
em comparagdo ao veiculo.

Nesse estudo identificamos também os grupos neuronais que apresentaram
aumento na imunorreatividade a proteina c-Fos em resposta ao estimulo agudo da
EVEC isotonica e que se projetam diretamente ao NPBL, utilizando para isso o
marcador retrogrado de vias, Fluorogold (FG). As dreas prosencefdlicas que foram
ativadas em resposta a EVEC e projetaram-se para o NPBL foram: amigdala central
(ACe), PVN e o nicleo da estria terminal (BST) em comparacdo aos seus respectivos
controles. As estruturas do tronco cerebral ir-c-Fos-FG em reposta a EVEC foram:
NTS, NDR e locus coeruleus (LC). Nossos resultados também mostraram o padrdo de
imunorreatividade tripla n o NDR: proteina c-Fos-FG-5H. Os resultados obtidos
mostraram que os neurdnios serotoninérgicos do NDR sdo ativados pela EVEC e
conectam-se diretamente ao NPBL. Concluindo, os presentes resultados sugerem que o
sistema serotoninérgico presente no NPBL constitui um dos responsaveis pela regulacdo
neuroenddcrina do volume dos liquidos organicos modulando a excrecdo de 4gua e

eletr6litos, bem como a liberacao de AVP, OT e ANP em resposta a EVEC isotdnica.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the effects of bilateral injections of serotonergic
SHT2a/HT2c receptor agonist (DOI, 2,5-dimetoxi-4-iodoamphetamine hydrobromide)
and the serotonergic receptor antagonist methysergide into the lateral parabrachial
nucleus (LPBN) on sodium/potassium excretion and urinary volume in response to
acute blood volume expansion (BVE) in rats.

Seven days before the experiments a stainless steel cannula was placed
bilaterally into the LPBN. Bilateral injections of methysergide (2.0 or 8.2 nmol/0,2 ul)
into the LPBN in rats submitted to isotonic BVE (0.15 M NaCl, 2ml/ 100g body weight)
reduced the increase in sodium/potassium excretion and urinary volume at 20 min
normally observed in response to BVE, when compared to control rats. On the other
hand, previous injection of DOI (2.8 or 14.0 nmol/0,2 pl) into the LPBN enhance the
increase normally observed in sodium/potassium excretion and urinary volume at 20
min compared to control rats.

It was observed that methysergide into the LPBN decreases sodium excretion
following BVE, therefore, these data give an additional support to the role of
serotonergic mechanism in the LPBN in the control of body fluid homeostasis, as
shown previously by facilitation of sodium intake after the blockade of the serotonergic
mechanism in the LPBN (Menani et al, 1996; 1998).

It was also examined the changes in oxytocin (OT), atrial natriuretic peptide
(ANP) and vasopressin (AVP) plasma levels after BVE in rats pre-treated with
methysergide (8.2 nmol) or DOI (14.0 nmol) injections into the LPBN. The pre-
treatment with methysergide reduced the normally BVE-induced increase in ANP and
OT plasma levels, with an increase in AVP plasma levels. The pre-treatment with DOI
into the LPBN potentiate the normally BVE-induced increase in ANP and OT plasma
levels, with no changes in AVP plasma levels. These results suggest that LPBN
serotonergic mechanisms modulate central pathways implicated in the control of AVP,
OT and ANP release in response to BVE. In addition, we analyzed Fos
immunorreactivity and the double immunohistochemical labeling for oxytocin,
vasopressin, serotonin (SHT) and tyrosine hydroxylase (TH) in response to acute BVE,

in different nervous system regions. The results demonstrated the participation of
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specific paraventricular (NPV) and supraoptic (SON) nuclei groups of cells
(oxytocinergic-vasopressinergic), serotoninergic dorsal raphé nucleus (DRN) and
catecholaminergic nucleus of the solitary tract (NTS) cells in the experimental protocol
described above. BVE performed in rats previously submitted to injections of DOI into
the LPBN produced a significant increase in the c-Fos-OT double-immunorreactivity in
medial magnocelular subdivision of the PVN and accessory nuclei (AC) when
compared to control group. Previous injection of methysergide into the LPBN induced a
significant increase in the c-Fos-AVP double-immunorreactivity in the lateral
magnocellular subdivision of the PVN and SON. DOI into the LPBN followed by BVE
induced a significant decrease in the c-Fos-5SHT double-immunorreactivity in the DRN
compared to control rats. The injection of methysergide into the LPBN followed by
BVE induced a significant increase in the c-Fos-TH double-immunorreactivity in the
NTS compared to control rats.

Using the Fluorogold retrograde tracer, we also identified the pattern of c-Fos-
labeling neurons activated by BVE, which project to the LPBN. The forebrain areas
activated by BVE that project to the LPBN showed a significant increase in the c-Fos
immunorreactivity in the central amygdala (ACe), PVN and bed nucleus of the stria
terminalis (BST), compared o control rats. The hindbrain areas activated by BVE that
project to the LPBN showed a significant increase in c-Fos-labeling neurons in the
NTS, DRN and locus coeruleus (LC). In addition, we observed that the serotonergic
DRN neurons are activated by BVE and they project to the LPBN.

In conclusion, the present data confirm the participation of serotonergic
pathways in the LPBN in the neural regulation of hydromineral homeostasis modulating
water and electrolyte excretion, as well the release of hormones (AVP, OT and ANP) in

response to isotonic BVE.



INTRODUCAO

Regulacdo neuroendocrina do equilibrio hidroeletrolitico

Para o perfeito funcionamento das células é essencial que a osmolalidade dos
liquidos organicos seja controlada dentro de estreitos limites de variacdo. Nao apenas a
manutencdo da osmolalidade, mas também a existéncia de um volume adequado de
liquidos no organismo € importante para esta regulacdo homeostatica, pois s6 assim
pode ser mantida uma pressdo sanguinea e uma pressao efetiva de perfusiao em nivel
adequado para a perfeita irrigagcao dos tecidos.

A manutencdo do volume e osmolalidade dos liquidos depende dos mecanismos
de controle da ingestdo de dgua e eletrdlitos associados aos mecanismos renais de
excrecdo. Essa inter-relacdo entre ingestdo e excrecdo de dgua e eletrolitos,
osmolalidade, volemia e respostas cardiovasculares, faz com que muitos mecanismos
comuns participem da regulacdo cardiovascular e do controle do equilibrio
hidroeletrolitico (Johnson e Edwards, 1990; Thunhorst e Johnson, 1993; Thunhorst e
Johnson, 1994 4; Thunhorst e cols, 1994g; Johnson e Thunhorst, 1995;).

As variagdes de volume do compartimento extracelular constituem um dos sinais
que permitem que a excrecao urindria de sédio varie apropriadamente de acordo com as
flutuacdes de sua ingestdo. As dreas do sistema nervoso central (SNC) envolvidas
especificamente no controle dos mecanismos de saciedade, regulacdo da osmolalidade
plasmadtica, ingestao/excrecao de dgua e eletrélitos recebem estimulos provenientes dos
compartimentos liquidos intra e extracelular. Esses estimulos ativam dois tipos de
receptores: osmorreceptores-Na' receptores (sensiveis a variagdes na osmolalidade ou
[Na*] plasmética) e receptores de volume e/ou pressdo. A ativacio de receptores
cardiopulmonares (localizados nos atrios, pulmdes, grandes veias e ventriculos)
induzida pela expansao de volume do liquido extracelular (EVEC) sinaliza diversos
ajustes vegetativos em resposta as variagdes de volume do compartimento extracelular
que operam sinergicamente modulando a excrecdo renal de dgua e sddio. Essas
informacdes sdo conduzidas a dreas especificas do SNC responsaveis pela integracao
das informagdes e geracdo de respostas que dependem da integridade da regido
anteroventral do terceiro ventriculo, (AV3V) que compreende o 6rgdo vasculoso da

lamina terminal (OVLT) e a parte ventral do nicleo predptico mediano (MnPO). Em
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adicdo, o nicleo paraventricular (NPV) e supradptico (NSO) do hipotdlamo; locus
coeruleus (LC); ndcleo dorsal da rafe (NDR) e o niicleo parabraquial lateral (NPBL),
entre outros, representam importantes estruturas envolvidas no balanco hidromineral
(Antunes-Rodrigues e cols, 2004). Essas dreas cerebrais responsdveis por receber,
integrar informacdes e gerar respostas frente as variagdes de volume do compartimento
extracelular incluem: vasodilatagcdo renal (Kahl e cols, 1974, Mason e Ledsome, 1974;
Lloyd Jr. e Friedman, 1977; Thames e Abboud, 1979; Karim e cols, 1989; Lovick e
cols, 1993), reducdo na atividade simpdtica do nervo renal (DiBona e Sawin, 1985;
Morita e Vatner, 1985; Higuchi e cols, 1988; Haselton e cols, 1994), inibicdo da
secrecdo de renina e vasopressina (Brennan Jr. e cols, 1971); secrecdo do peptideo
natriurético atrial (ANP) que induz natriurese e diurese (Schultz e cols, 1982; Petersson
e cols, 1986; Lang e cols, 1987; Kaufman, 1990), reducao da frequéncia cardiaca (FC) e
uma pequena reducdo na resisténcia periférica total durante a expansdo de volume
(Ricksten e cols, 1979; Anderson e cols, 1986; Petterson e cols, 1988). Os resultados de
Godino e cols, (2005), demonstraram que em resposta a EVEC ocorre uma rapida
reducdo na FC e na pressdo arterial (PA) que poderia ser mediada por uma ripida e
pronunciada liberacdo de OT e ANP. Ambos hormonios tem sido implicados no
controle barorreflexo da FC, aumentando a atividade eferente vagal, facilitando a
resposta bradicardica e a atividade reflexa durante a ativagdo dos barorreceptores em
resposta a EVEC (Thomas e cols, 1997, 2002; Higa e cols, 2002; Michelini e cols,
2003; Godino e cols, 2005).

O sistema renina-angiotensina (SRA) € um sistema hormonal que participa da
regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico, diretamente ou pela modulacdo da liberacdo de
aldosterona. A renina € uma aspartil protease que agindo sobre o seu substrato, o
angiotensingénio, forma a angiotensina I, um decapeptideo inativo que apds sofrer acao
da enzima conversora de angiotensina (ECA), tranforma-se no octapeptideo
angiotensina II (ANG II), um potente vasopressor e secretagogo da aldosterona. A
maior parte da ANG II é formada logo na primeira passagem pelo pulmao, local de
grande concentracdo da ECA. A retirada enzimdtica do aminodcido N-terminal da
molécula da ANG II d4 origem a um heptapeptideo, angiotensina III, que compartilha
com o seu precursor da afinidade para os receptores do tipo ATI1 das células
glomerulosas da adrenal e com isto a propriedade de estimular a liberacdo de
aldosterona, embora seja desprovido de atividade vasopressora (Blair-West, 1980).

Situagdes de diminuicado da perfusdo renal seja por hipovolemia ou hipotensdo, aumento
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da atividade P-adrenérgica renal (Ganong, 1972), hipercalemia (Boyd e cols, 1973),
reducdo da carga de s6dio na méacula densa (Tuck e cols, 1974) e liberacdo de
prostaglandinas (Seymour e cols, 1979) sdo capazes de sensibilizar células do aparelho
justaglomerular dos rins que respondem com aumento na secrecdo de renina.

A angiotensina II (ANG II) é um peptideo que tem um importante papel no
controle da ingestdo/excrecdo de dgua e s6dio, bem como na regulacdo da pressdao
arterial, tanto por suas acdes periféricas (vasoconstricdo, controle da secrecdo de
aldosterona, acdo tubular renal), como pela acdo em algumas dreas do SNC. A
aldosterona é o principal mineralocorticéide secretado pela zona glomerulosa das
adrenais atuando tanto nos rins quanto no célon e nas glandulas salivares induzindo o
aumento da reabsorcdo de sddio, excrecdo/secrecdao de potdssio e ions hidrogénio. A
concentracdo plasmatica de aldosterona varia inversamente com a quantidade de sodio
da dieta e com a osmolalidade plasmatica, o que estd de acordo com a sua fungdo
fisiolégica. A aldosterona age, nas células principais do ductos coletores, ativando os
canais de s6dio da membrana luminal e aumentando a sintese de Na'/K*ATPase da
membrana basolateral, a qual € ativada pela entrada de sédio na célula através dos
canais de sodio. Ela ativa também algumas enzimas mitocondriais, aumentando o teor
de ATP necessdrio para o transporte ativo de sédio para fora da célula através da
membrana basolateral (O'Neill, 1990). Estas acdes induzem ao aumento da reabsorc¢ao
de sddio.

A vasopressina (AVP) também conhecida como hormodnio antidiurético (ADH)
desempenha importante funcdo na homeostase hidrica, uma vez que atua diretamente no
controle da absorcdo ou excre¢do renal de dgua. O principal fator regulador da secrecdao
de AVP ¢ a osmolalidade do liquido extracelular. Pequenas elevacdes na osmolalidade
plasmética (em torno de 1%) sao capazes de alterar em até 1 pg/ml as concentragdes
plasmaéticas de AVP. Além da secre¢ao de AVP, elevagdes da osmolalidade plasmatica
também desencadeiam sede. O limiar osmético que desencadeia a sede é muito proximo
ao que induz a secre¢do da AVP e, dessa forma, em situacdes de hiperosmolalidade os
mecanismos que induzem a sede e a liberacdo de vasopressina agirdo sinergicamente
para diminuir a tonicidade plasmatica. A hipovolemia é um outro importante estimulo
que induz liberacdo de AVP dos neur6nios magnocelulares hipotalamicos, aumentando
a reabsorcao de dgua livre nos ductos distais do néfron através da aquaporina 2 (canais
de 4dgua presentes na membrana luminal). Na hipovolemia, o limiar para a liberagcao de

AVP estd em torno de 10 a 20% de reducdo do volume sanguineo (Share, 1988). Dessa
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forma, a secrecdo de vasopressina pela neuro-hipéfise induzida pela queda da PA
também ¢ regulada por barorreceptores periféricos, receptores de volume
cardiopulmonares e variacdes na concentracdo plasmatica de ANG II. Em situacdes de
aumento da pressdo arterial, a secrecdo da AVP € inibida, através da sinalizagdo dos
barorreceptores ao SNC (Bisset and Choedrey, 1988). Os receptores Vla da
vasopressina estdo relacionados ao controle da pressdo arterial e estdo presentes em
estruturas do sistema nervoso central como nucleo supraquiasmadtico, tibero dorsal,
amigdala, OVLT, eminéncia mediana, sugerindo que este receptores tém funcdo
importante como mediadores das acdes fisiologicas centrais da AVP (Hernando e cols,
2001). Os receptores V2 sdo os responsdveis pelo efeito antidiurético da AVP, sendo
expressos nos ductos coletores renais e tem como segundo mensageiro o AMP ciclico
(Thibonnier e cols, 1994; Lolait e cols, 1995).

H4 vérias décadas ja se sabia que os midcitos dos étrios cardiacos continham
granulos (Kisch, 1956; Palade, 1961) e que alteracdes do equilibrio hidroeletrolitico tais
como a sobrecarga de sédio ou privacdo hidrica e deplecdo de sédio eram capazes de
promover alteragao no nimero de granulos no atrio (Marie e cols, 1976; De Bold, 1979;
Atlas e Maak, 1992). A confirmacgdo destes resultados, e a determinagdo dos efeitos
fisiologicos do produto armazenado nos granulos secretdrios cardiacos, o ANP foi feita
por De Bold e cols (1981). Estes autores mostraram que a administragao de extratos dos
atrios em ratos, mas ndo dos ventriculos, promovia uma potente resposta natriurética.
Uma vez demonstrado o papel fisiol6gico do ANP nos étrios cardiacos, posteriormente,
foi verificado que a expansdo de volume era um dos estimulos fisiolégicos que
promovia a liberagdo de ANP (Lang e cols, 1985; Petersson e cols, 1986). Samson
(1985), demonstrou a presenca de ANP em extratos provenientes de vdrias regides
hipotalamicas. Phillips (1987), publicou uma revisdo mostrando a presenca de
receptores para o ANP no hipotdlamo e evidenciou a presenca de neur6nios ANPérgicos
no cérebro. Estes neurdnios ANPérgicos estavam localizados nas mesmas regides do
SNC que continham neurdnios angiotensinérgicos e estavam associados a regulacdo da
pressao arterial e do balango hidroeletrolitico.

Neurdnios ANPérgicos cerebrais sdo essenciais em condi¢des de repouso e para
a liberacdo de ANP induzida pela expansdo de volume sanguineo, uma vez que foi
demonstrado que a lesdo de corpos celulares ou axonios destes neurdnios reduzem os
niveis plasmaticos de ANP e bloqueiam a liberacio de ANP induzida pela EVEC

(Antunes-Rodrigues e cols, 1991). O ANP tem um importante papel no controle da
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homeostase dos liquidos corporais atuando diretamente no cérebro reduzindo a ingestao
de 4gua e sodio (Masotto e Negro-Villar, 1985; Nakamura e cols, 1985; Antunes-
Rodrigues e cols, 1985; 1986). Além disso, o ANP apresenta efeitos natriuréticos e
diuréticos (Gutkowska e cols, 1984; Adams 1987; Genest e Cantin, 1988). Este peptideo
¢ liberado na circulacdo depois da expansdo de volume sanguineo e produz natriurese,
em parte, por acdo renal direta (Huang e cols, 1985; Cogan, 1986). O ANP atua também
inibindo a liberacdo de renina das células justaglomerulares dos rins (Phillips, 1987;
Atlas e Maak, 1992), a producdo de ANG II, bem como a liberacdo de aldosterona das
glandulas adrenais, o que promove excrecao de sédio (Genest e Cantin, 1988).

A regido AV3V e o NPV sdo duas estruturas profundamente envolvidas na
regulacdo da pressdo arterial e do equilibrio hidroeletrolitico (Badoer, 1966; Brody e
Johnson, 1980; Saper e cols, 1985; Palkovits e cols, 1987), e parecem estar intimamente
relacionadas a secre¢cdo de ANP. Microinjecio de ANP no terceiro ventriculo (3V)
pode inibir rapidamente a ingestdo de dgua e sddio (Antunes-Rodrigues e cols, 1985;
1986). A estimulacdo colinérgica da regido AV3V determina elevacdo acentuada da
concentracdo plasmdtica e do conteido de ANP em vdrias estruturas neurais
(hipotdlamo médio basal, eminéncia mediana, neuro e adenohipdfise), sugerindo que a
natriurese resultante dessa estimulacdo seja, em parte, devida a liberacio do ANP de
origem central (Antunes-Rodrigues e cols, 1996). Baldissera e cols (1989), observaram
uma reducdo nas concentragdes plasmaticas de ANP até 5 dias apds a lesdo da regido
AV3V. A lesdo eletrolitica da regido AV3V, assim como lesdes localizadas em partes
mais caudais do sistema neuronal contendo ANP, como a eminéncia mediana € a
neurohipofise, reduzem de forma acentuada a secrecdo de ANP apds a expansdo de
volume.

Baldissera e cols (1989), demonstraram ainda que a quantidade de ANP
encontrada na neurohipéfise € cerca de 1000 vezes menor do que a encontrada no
coragdo, esses dados levaram alguns autores como, por exemplo, Haanwinkel e cols
(1995), a proporem a hipdtese de que axdnios dos neurdnios contendo ANP na
neurohipdfise liberariam outro peptideo (a ocitocina), a qual uma vez na circulagdo
promoveria a secre¢cdo de ANP pelos midcitos cardiacos. Haanwinkel e cols (1995),
observaram ainda que, concomitante com a natriurese, a ocitocina também promovia
um aumento nas concentragdes plasmaticas de ANP.

Ja estd bem estabelecido que a OT aumenta a excrec¢do renal de eletrélitos em

vérias espécies, sendo que seus efeitos natriuréticos e caliuréticos sdo independentes da
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AVP. Ocitocina e vasopressina sdo secretadas, simultineamente, em resposta a
hiperosmolalidade e hipovolemia (Balment e cols, 1980; Stricker e Verbalis, 1987;
Haanwinckel e cols, 1995). A OT € um hormdnio natriurético mais potente que a AVP.
Esses efeitos podem ser explicados por uma acdo direta de ambos os peptideos sobre
receptores especificos presentes nas células tubulares renais (Stoeckel e cols, 1987;
Tribollet e cols, 1988). A ocitocina liga-se ao receptor V2 da AVP por causa de sua
semelhanca com a AVP. A excrecdo urindria de soédio induzida pela OT ¢é
completamente bloqueada pelo pré-tratamento com um antagonista da OT, mas nao é
afetada por antagonistas de receptores V1 da AVP. No entanto, esse efeito foi
parcialmente bloqueado pela combinac¢do de tratamentos com antagonistas de receptores
V1e V2 (Verbalis e cols, 1991). As ag¢des renais agudas da OT incluem aumento da taxa
de filtracdo glomerular e da excrecdo de sédio sem afetar a excrecdo de potdssio
(Conrad e cols, 1993; Soares e cols, 1999). A administracdo sistémica de doses
elevadas de OT aumenta acentuadamente as concentracdes de ANP no plasma. Esses
dados sugerem que o efeito natriurético da OT ocorre através de um mecanismo dual: a
geragdo de 6xido nitrico conduz a um aumento de cGMP e, em doses elevadas, induz
liberacao de ANP, que por sua vez, também aumenta a produ¢do de cGMP. A natriurese
induzida por OT ocorre principalmente através da diminuicdo da reabsor¢cdo de sdédio
tubular mediada por cGMP (Soareas e cosl, 1999).

Estudos mostraram que ocitocina injetada por via intraperitoneal ou endovenosa
induz aumento, relacionado com a dose aplicada, de ANP plasmético e este é
acompanhado por aumento na excrecdo de sédio e potdssio (Haanwinckel e cols, 1995).
Resultados de Blackburn e cols, 1992, demonstraram que a inibi¢cdo do apetite ao sédio
induzido pelo antagonista opidide, naloxone foi mediada pela OT. Esses resultados
demonstram que a OT apresenta uma modulacdo inibitéria sobre o comportamento
ingestivo. Blackburn e cols, 1995, também demonstraram que a acdo central da OT
produzindo a inibicdo do apetite o apetite especifico para o sddio parece ser regulada
por osmorreceptores centrais. Em primatas, humanos e ratos a administracdo de
ocitocina € freqlientemente associada com diminuicdo da pressdo arterial (Petersson e
cols, 1996; 1998). Em resposta ao estimulo fisiolégico apropriado como por exemplo a
queda da pressdo arterial e do volume sanguineo, ocorre ativacao seletiva de neur6nios
vasopressinérgicos que induzem a liberacio de AVP com pequenas alteracdes na
concentracdo plasmética de OT. Por outro lado, a EVEC provocada por injecoes intra-

atriais de solugdo salina isotdnica induz um rdpido aumento da concentracdo de OT e
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ANP no plasma e concomitante diminui¢do na concentracdo plasmdtica de AVP
(Haanwinckel e cols, 1995). Quando se realiza expansdo de volume hipertonica através
da injecdo endovenosa de NaCl 0,3 M hd ativacdo de osmorreceptores ou Na+-
receptores e somando-se a ativagdo de barorreceptores, ocorre aumento na liberacao de

OT e ANP semelhante aquela produzida pela EVEC isotonica.

Distribuicdo e conexdes dos neurdonios magnocelulares e parvocelulares do
niicleo paraventricular e supradptico do hipotdlamo envolvidos na secrecdo de

vasopressina e ocitocina.

Estudos da literatura mostraram que 0s neurOnios ocitocinérgicos e
vasopressinérgicos dos NPV e NSO podem apresentar diferencas na sensibilidade de
resposta frente aos mesmos estimulos (Rhodes e cols, 1981; Robert e cols, 1991;
Roberts e cols, 1993). Diante disto, propuseram a existéncia de uma heterogeneidade
funcional entre eles. Os hormdnios neurohipofisiarios AVP e OT sao sintetizados em
neurdnios magnocelulares dos NPV e NSO do hipotdlamo e transportados através de
axOnios para a neurohipéfise onde sdo armazenados ou liberados para a circulagdo
periférica (Bargmann e Scharrer, 1951). Vérios estimulos podem ativar a liberacdo de
AVP ou OT a partir da neurohipéfise: lactagdo, parto e ndusea/distensdao gastrica
(seletivos para a OT), além de perturbacdes no equilibrio hidrico e pressdo arterial
(envolvem tanto a AVP quanto a OT), (Poulain e Wakerley, 1982; Renaud e Bourque,
1991; Armstrong, 1995). Em relacdo a distribuicdo dos neur6nios magnocelulares no
NPV, podemos considerar que a maioria dos axonios desses neurdnios se projetam para
a neuro-hipdfise e se organizam em dois grupos adjacentes: um grupo medial
magnocelular (PaMM) que apresenta predominio de neur6nios ocitocinérgicos e
localiza-se na por¢do antero-medial do NPV e um outro grupo lateral magnocelular
(PaLM), primariamente vasopressinérgico com formato globular, localizado posterior e
dorso-lateral ao PaMM (Hatton e cols, 1976). Além disso, na por¢ao externa do PaLM
(ao redor dos neurdnios vasopressinérgicos), tem sido descrita a presenga de neuronios
ocitocinérgicos densamente distribuidos. Dois grupos acessérios de neurdnios
ocitocinérgicos que também se projetam para a neurohipdfise estdo incluidos como
parte do NPV: um grupo magnocelular periventricular (PeM) e o nicleo acessorio
comissural anterior (AC), (Swanson e Kuypers, 1980; Swanson e cols, 1986). Os

neurdnios do PeM estdo intimamente associados com a AC, iniciando ao mesmo nivel
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mas extendendo-se mais caudalmente (Armstrong e cols, 1980; Ju e cols, 1986). Todas
essas subdivisdes do NPV estdo descritas na Fig. 1.

Um terceiro grupo de neurdnios presentes no NPV apresentam projecdes nao
enddcrinas e suas projecdes se estendem para o tronco cerebral (Hosoya e Matsushita,
1979; Armstrong e cols, 1980; Swanson e Kuypers, 1980). Esse grupo inclui a por¢ao
dorsomedial cap (PaDC) que apresenta projecdes para o sistema nervoso simpdatico, uma
subdivisdo parvocelular ventral (PaV) e uma subdivisdo parvocelular posterior (PaPo),
descritos na Fig. 1. Estas estruturas enviam projecdes para regides do sistema nervoso
central como o nucleo motor dorsal do vago, nicleo do trato solitdario (NTS), 4rea
postrema (AP), substancia cinzenta periaquedutal, NDR, LC, NPBL e niticleo reticular
ventrolateral (neurdnios noradrenérgicos da regido Al) (Saper e cols, 1976; Luiten e
cols, 1985; Shapiro e Miselis, 1985; Hosoya e cols, 1991; Shafton e cols, 1998 e Pyner
e Coote, 2000).

Os neur6nios ocitocinérgicos e vasopressinérgico do NSO se projetam para a
neurohipofise. Dentro do NSO, os neurdnios ocitocinérgicos estdo dispostos na por¢ao
antero-dorsal e os vasopressinérgicos na por¢ao postero-ventral (Fig. 1) Porém, existe a
possibilidade de colocalizacio (15 a 20%) dos neurdnios magnocelulares da
vasopressina € ocitocina em ratas lactantes (Mezey e Kiss, 1991) sugerindo que a
distribuicao desses peptideos pode ser estimulo-dependente.

Virios estudos tem demonstrado que neurdnios gabaérgicos podem modular a
atividade dos neurdnios vasopressinérgicos na hipertensdo (Nissen e cols, 1993;
Grindstaff e Cunningham, 2001a; 2001b). Dentre as regides prosencefdlicas que se
conectam com o NSO podemos destacar o OSF, MnPO, nicleo da estria terminal
(BST), zona perinuclear (PZN) e a banda diagonal de broca (DBB) (Camacho e
Phillips, 1981; Sawchenko e Swanson, 1983; Oldfield cols, 1985; Tribollet e cols, 1985;
Jhamandas e cols, 1989). Dentre algumas dreas do tronco cerebral que se projetam para
o NSO, destacam-se o nucleo dorsal da rafe (projeta-se para a porcdo dorsal
ocitocinérgica) e o NPBL se projeta para a PZN, podendo modular a por¢ao
ocitocinérgica e vasopressinérgica do NSO (Jhamandas e cols, 1992).

Neur6nios provenientes de varios nucleos hipotalamicos formam o sistema
neurosecretorio parvocelular, também chamado sistema tibero-hipofisirio, porque
apresenta o envolvimento do nicleo arqueado e estd localizado no assoalho do
hipotdlamo. Ao contrdrio do sistema magnocelular, os axonios do sistema parvocelular

neurosecretorio se projetam para a camada externa da eminéncia mediana (Lechan e
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cols, 1982; Wiegand e Price, 1980). Além do nucleo arqueado (responsdvel pela maior
parte da dopamina presente na eminéncia mediana), a principal origem dos neurdnios
parvocelulares € proveniente da porcao medial do NPV (PaMP). Na porcao medial do
NPV sao encontrados neurdnios parvocelulares secretores de AVP e OT (Vandesande e
cols, 1977). Outros neurdnios parvocelulares neurosecretdrios sdo encontrados na regiao
predptica periventricular (contendo dopamina e somatostatina), niicleo medial septal e
banda diagonal de broca (contendo hormdnio liberador do hormoénio luteinizante,
LHRH). Neurdnios parvocelulares também influenciam a secrecdo dos hormdnios da
hipdéfise anterior (como o hormdnio de crescimento, adrenocorticotréfico, luteinizante e
tireo-estimulante), sendo liberados através dos terminais dos ax6nios na zona externa da
eminéncia mediana por fatores hipotalamicos estimulatérios ou inibitérios.

Dentre as regides do tronco cerebral, uma que apresenta projecao significativa
para o NPV é o NDR (Sawchenko e cols, 1983) e, na ponte, podemos destacar o NPBL
(Saper e Loewy, 1980). Quanto as regides prosencefélicas que se conectam com o PVN
podemos destacar o MnPO, niicleo arqueado, hipotdlamo lateral, BST, amigdala central
(ACe) e medial. Além disso, outras proje¢des neuronais partem da PaMP para os 6érgaos
circunventriculares, como o OSF e OVLT, bem como para a glandula pineal (Larsen e

cols, 1991).
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Fig. 1. Distribuicio de neurdnios magnocelulares e parvocelulares neurosecretérios em diferentes
subdivisdes do nicleo paraventricular (Pa) e nicleo supra-dptico (SO) contendo vasopressina (AVP) e
ocitocina (OT). Areas solidas representam neurénios reativos. Linhas horizontais indicam predominio de
neurdnios ocitocinérgicos e linhas verticais representam predominio de neurdnios vasopressinérgicos nas
diferentes subdivisdes do Pa e SO. A foto (A) evidencia o niicleo comissural anterior (AC), a por¢ao
periventricular (PeM) e o SO em sua por¢ao anterior . A foto (B) mostra a subdivisdo magnocelular medial
(PaMM), parvocelular medial (PaMP), a subdivisdo dorsal cap (PaDC) e o SO medial. A foto (C) mostra a
subdivisdo magnocelular lateral (PalLM), parvocelular lateral (PaV), e o SO posterior. Em (D)
visualizamos a subdivisdo parvocelular posterior do Pa. 3V, terceiro ventriculo; ox, quiasma ptico; opt,
trato Optico; f, férnix. Fotomicrografias de sec¢des coronais do Pa e SO adaptadas do capitulo 15 (Figura
3) do livro: PAXINOS, G. The Rat Nervous System. Third edition, Elsevier Academic Press, 2004.

Vias serotoninérgicas envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), é derivada do aminoécido triptofano da dieta,
sendo seu principal metabdlito o 4cido 5-hidroxiindolacético. No ser humano, 90% da SHT
encontra-se distribuida na mucosa do trato gastrintestinal, sendo a maioria das células
enterocromafins do intestino, 8% encontra-se nas plaquetas sanguineas € 2% no sistema nervoso
central. A SHT € distribuida em pericirios da linha mediana (rafe) do tronco encefdlico —
mesencéfalo, ponte e bulbo - concentrando-se em maior densidade nos nicleos mediano e dorsal

(NDR e NMR) (Azmitia e Segal, 1978; Steinbusch, 1981; Garrison, 1991; Feldman e cols, 1996).
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Reis e cols (1991) mostraram que a injecdo intraperitoneal de triptofano em ratos
induziu natriurese, caliurese e aumento no volume urinario. Estes dados evidenciam
uma forte participacdo do sistema serotoninérgico no controle do volume urindrio e
excrecdo de eletrdlitos, uma vez que o aumento da disponibilidade central de triptofano
sugere que as respostas excretdrias estdo associadas com um aumento na sintese ou
liberacdo de serotonina e, consequentemente, com aumento na transmissdo central de
serotonina. Estes resultados sugerem ainda que estas vias serotoninérgicas centrais
seriam responsaveis pela inducdo da excrecdo de eletrdlitos estdo associadas a um
sistema neural envolvendo o NDR responsdvel pela liberacio de ANP. Uma via
serotoninérgica proveniente do NDR com projecdes para a regido AV3V foi
identificada (Bosler e Descarries, 1987) sugerindo que essa via serotoninérgica
apresenta atividade tonico-estimulatdria sobre a liberacio de ANP. O NDRpodem ser
estimulados por aferéncias neurais de barorreceptores via NTS e pode contribuir para a
estimulacdo da liberagdo de ANP em resposta a EVEC (Reis e cols, 1991 e 1994).

Entre as areas cerebrais envolvidas no controle do equilibrio hidroeletrolitico
uma que tem se destacado € o NPBL (Ohman e Johnson, 1986; 1989; Johnson e
Edwards, 1990; Edwards e Johnson, 1991; Ohman e Johnson, 1995). O NPBL é um
nucleo localizado dorsalmente ao pedinculo cerebelar superior, na ponte. O NPBL foi
inicialmente identificado como uma importante estrutura do tronco cerebral envolvida
no controle da ingestdo de dgua (Edwards e Johnson, 1991; Menani e Johnson, 1995;
Ohman e Johnson, 1995). Estudos de Lanca e Van der Kooy (1985) utilizando técnicas
de imunofluorescéncia combinadas a inje¢cdes no NPBL de marcadores retrogrados
identificaram neurdnios serotoninérgicos da drea postrema (AP) que apresentavam
conexOes diretas com o NPBL. Nesse sentido, a serotonina tem sido identificada como
um componente neuroquimico de uma via ascendente da AP para o NPBL .

Estudos em ratos e hamsters sobre o papel nicleo parabraquial medial
(NPBm) mostraram que esta subdivisdo do nucleo parabraquial apresenta funcdes
relacionadas as respostas comportamentais para sensacdes gustativas e outras sensagcoes
viscerais. O NPBm prové informacdes relacionadas as vias gustatorias para o
hipotdlamo, substancia cinzenta periaquedutal, complexo amigdaléide, tilamo sensoério
visceral e o cortex. Por sua vez, o NPBm recebe conexdes descendentes dessas regides

(Bernard e cols, 1993). Dentre as diferentes regides do NPB procuramos estudar neste
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trabalho o NPBL pois vérios estudos da literatura tem destacado sua participa¢do no
controle do equilibrio hidroeletrolitico (Ohman e Johnson, 1986, 1989; Colombari e
cols, 1996; Johnson e Thunhorst , 1997; Menani e cols, 2000).

O NPBL recebe muitas fibras provenientes da drea postrema e por¢ao sub-
postremal do nucleo do trato solitdrio medial (AP/NTSm), (Norgren, 1981; Shapiro e
Miselis, 1985) e envia projecOes para as dreas prosencefdlicas envolvidas no controle
hidroeletrolitico como ntcleos hipotalamicos, 6rgao subfornical e amigdala (Ciriello e
cols, 1984; Jhamandas e cols, 1992; Krukoff e cols, 1993). Estudos sugerem que o
NPBL desempenha um importante papel numa variedade de fungles viscerais
participando também do controle dos mecanismos da sede (Norgren, 1973; 1976),
respiracdo (Bertrand e Hugelin, 1971), controle cardiovascular (Wang e Ranson, 1939;
Coote e cols, 1973), sono (Saito e cols, 1977), bem como na regulagdo de algumas
funcdes neuroenddcrinas (Ward e cols, 1976). Ratos com lesdo eletrolitica do NPBL ou
lesdo neurotdxica (com inje¢do de dcido iboténico) aumentaram a ingestdo de dgua
induzida pela administragcao central ou periférica de ANG II ou isoproterenol periférico
(Ohman e Johnson, 1986; 1989; Johnson e Edwards, 1990; Edwards e Johnson, 1991;
Ohman e Johnson, 1995). Aumentos similares tem sido descritos na ingestao de dgua
em resposta aos tratamentos com isoproterenol e ANG II em ratos com lesdo AP/NTSm
(Edwards e Ritter, 1982; Ohman e Johnson, 1989). Estudos demonstraram que a
distensdo atrial reduziu a ingestdo de dgua em resposta a privagcao hidrica de 24 h ou
pelas agdes de polietilenoglicol ou isoproterenol (Kaufman, 1990). No entanto, a
ingestdo de dgua em ratos submetidos a distensdo atrial permaneceu inalterada em ratos
apresentando lesdo eletrolitica bilateral da porcdo ventrolateral do NPBL (Ohman e
Johnson, 1995).

Estudos de Menani e Johnson (1995), relataram a participacdo dos mecanismos
serotoninérgicos ao nivel do NPBL no controle da ingestdo de dgua. Neste estudo, o
aumento da ingestdo de dgua em ratos foi induzido pela injecdo intracerebroventricular
(icv) de ANG II associada a injecoes bilaterais do antagonista inespecifico de receptores
serotoninérgicos metisergida no NPBL. Esse resultado foi muito importante para
esclarecer de que modo os mecanismos excitatorios de dreas prosencefdlicas respondem
ao bloqueio dos mecanismos serotoninérgicos inibitérios do NPBL. Foi verificado que
na auséncia do mecanismo serotoninérgico inibitério do NPBL a a¢do dipsogénica da
ANG 1I é potenciada. E possivel que a metisergida microinjetada no NPBL module as

vias centrais relacionadas as informacgdes aferentes de receptores cardiopulmonares e/ou
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barorreceptores que tém um papel inibitério no controle da ingestdo de sal (Toth e cols,
1987; Thunhorst e Johnson, 1994a). A modulagdo do processo da integracdo central
destas informacgdes pela injecao de metisergida no NPBL pode facilitar a ingestdo de
sddio induzida nao s6 pela acdo da ANG II central, mas também pela deplecao de sédio
de 24 h (Menani e cols, 1996). Por outro lado, a injecdo do agonista serotoninérgico
DOI (hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina) ou serotonina no NPBL reduz a
ingestdo de dgua induzida por ANG II icv em ratos (Menani e Johnson, 1995). Esses
resultados sugerem que a serotonina tem um papel inibitério ao nivel do NPBL sobre a
ingestdao de dgua induzida pela ANG IL

Estudos de Ohman e Johnson (1995), mostraram que a lesdo eletrolitica da
por¢ao ventrolateral do NPBL (VLNPBL) abole a inibi¢ao da ingestao de dgua durante
a distensao de um baldao no atrio direito. Dessa forma, ratos com lesdo do NPBL ndo
respondem adequadamente a ativacdo de um sistema de deteccio do aumento do
volume sanguineo (Kaufman, 1984). A natureza do estimulo que sinaliza ao SNC a
resposta a expansao de volume sanguineo nao esta clara, mas o efeito antidipsogé€nico
da distensdao do baldo atrial ou da expansao isotdnica do volume sanguineo poderia ser
ocasionado pela ativagdo de mecanismos neurais ou humorais que envolvam o NPBL. A
inibicdo da ingestdo de 4gua pela distensdo do baldo atrial, possivelmente se deve a
ativacdo dos receptores atriais que enviam informagdes para AP/NTSm que enviariam
projecdes para o NPBL. Portanto, o NPBL receberia aferéncias da AP/NTSm que
conduziriam informagdes da atividade de pressorreceptores arteriais e/ou
cardiopulmonares que poderiam modular a ingestdo de dgua e de sddio (Johnson e
Edwards, 1990; Thunhorst e Johnson, 1994a; Thunhorst e cols, 1994b). Por outro lado,
mecanismos humorais podem estar associados a liberacio do ANP induzida pela
distensdo atrial. E isto pode ser evidenciado pelos dados da literatura que mostram que
administracio central ou periférica de ANP reduz as respostas dipsogénicas (Antunes-
Rodrigues e cols, 1985; Kaufman e Monckton, 1988).

Estudos utilizando o emprego de técnicas de imunocitoquimica através da
expressao da proteina c-Fos em ratos tratados com dexafenfluramina, um liberador de
serotonina, identificaram o NPBL como um dos sitios de a¢do para esta droga (Li e
Rowland, 1994). Esse estudo também mostrou que a lesio do NPBL com d&cido
iboténico atenua a imunorreatividade para c-Fos induzida por dexafenfluramina em
regides como o BST e a ACe, sugerindo a participacdo do NPBL na ativacdo destas

areas (Li e Rowland, 1994). Também foi relatado que a injecdo periférica de
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dexafenfluramina é capaz de reduzir a ingestdao de NaCl hipertonico em ratos (Neill e
Cooper, 1989; Rouah-Rosilio e cols, 1994), e que injecdes periféricas de metergolina,
antagonista nao especifico da SHT, aumentam esta ingestao (Rouah-Rosilio e cols,
1994).
Nesse sentido, torna-se importante avaliar a participacio do NPBL, como via
inibitdria serotoninérgica, no controle da liberacao de ANP, OT e AVP e na excre¢ado de

agua e eletrolitos, em resposta as alteracdes do volume do liquido extracelular.

24



OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo geral avaliar a participacdo do NPBL na

regulacdo neuroenddcrina da homeostase dos liquidos corporais.

Especificamente, nos propusemos a avaliar:

1) Os efeitos das microinjecdes bilaterais do antagonista metisergida e do agonista
hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI) serotoninérgicos no NPBL sobre
a excre¢do cumulativa de sédio, potdssio, volume urindrio e osmolalidade urinéria
em animais submetidos a sobrecarga hidrica oral (SHO) ou em resposta a expansao

isotdnica do volume do liquido extracelular (EVEC - NaCl 0,15 M);

2) Os efeitos das microinjecdes bilaterais do antagonista metisergida e do agonista
DOI serotoninérgicos no NPBL sobre a liberagdo do ANP, AVP e OT em animais
submetidos a SHO ou em resposta a EVEC (NaCl 0,15 M);

3) Avaliar os efeitos das microinjecdes bilaterais do antagonista metisergida e do
agonista DOI serotoninérgicos no NPBL sobre a ativacdo de neurdnios do sistema
nervoso central envolvidos no controle da homeostase hidromineral por meio de
técnicas imunohistoquimica de marcacdo dupla em resposta a EVEC (NaCl 0,15
M): a) proteina c-Fos/ocitocina (OT), b) proteina c-Fos/vasopressina (AVP) c)
proteina c-Fos/tirosina hidroxilase (TH) e d) proteina c-Fos/serotonina (SHT) em

animais submetidos a SHO ou em resposta a EVEC (NaCl 0,15 M);

4) Identificar os grupos neuronais de dreas prosencefdlicas e do tronco cerebral
imunorreativos a proteina c-Fos em resposta ao estimulo agudo da EVEC e que se
conectam ao NPBL. Para isso utilizamos técnicas de imunomarcagdo dupla: proteina
c-Fos/marcador retrogrado de vias (Fluorogold) em animais previamente
microinjetados com Fluorogold no NPBL e submetidos a EVEC isotonica (NaCl
0,15 M). Além disso, propomos investigar se os neurdnios serotoninérgicos do
nicleo dorsal da rafe enviam projecoes ao NPBL e sdo ativados em resposta a

EVEC isotbnica.
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MATERIAIS E METODOS
1- Animais

Foram utilizados ratos Wistar pesando entre 250 a 330 g, mantidos no Biotério do
Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, aclimatados a
temperatura ambiental controlada (23 £ 2°C), em regime de luz com ciclo claro-escuro
de 12h (luz 7:00-19:00 h). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com
racdo normal e dgua "ad libitum". Todos os experimentos foram realizados entre 8:00 e
13:00 h. Os procedimentos experimentais aos quais os ratos foram submetidos foram
aprovados na reunidio de 05/09/2005 pela COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, USP (Processo nimero: 052/2005).

2- Habituacio dos animais aos procedimentos experimentais

Para diminuir a influéncia de fatores que promovam o estresse no momento dos
experimentos, os ratos foram manipulados e treinados, diariamente, com as manobras
utilizadas no procedimento experimental, tais como: sondagem orogdstrica, leve

massagem na regido supra-pubica, por pelo menos uma semana antes do experimento.

3- Canulas no NPBL

Os ratos foram anestesiados com tribromoetanol (200 mg/kg de peso corporal) e
adaptados a um aparelho esterotdaxico (modelo Kopf 900). O lambda e o bregma foram
utilizados como referéncias para nivelar a cabeca dos animais no plano horizontal.
Utilizando-se o bregma foram determinados os pontos de introducdo das canulas no
NPBL dos ratos. Nesses pontos foram feitas trepanacdes dos ossos do cranio com uma
broca esférica, abrindo-se dois orificios de aproximadamente 1,5 mm de diametro. No
NPBL, canulas de ago inoxidavel (12 x 0.6 mm d.i) foram posicionadas bilateralmente
no cérebro conforme as coordenadas: 9,4 mm caudal ao bregma, 2,0 mm lateral a linha
mediana e 4,4 mm abaixo da dura-mater de acordo com as coordenadas do Atlas de
Paxinos e Watson (1986). As canulas foram posicionadas 2 mm acima do NPBL e
fixadas ao cranio através de parafusos e resina acrilica dental. Mandris metalicos (0.3
mm d.i) foram utilizados para obliteracdo das canulas. Os ratos receberam injecoes

profilaticas de penicilina (20.000 unidades, intramuscular). Na semana seguinte a
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realizacdo das cirurgias, os ratos foram manipulados e treinados diariamente para os
procedimentos de sondagem orogastrica e limpeza do mandril. Essas manipulagdes
animais visam diminuir as influéncias de fatores de estresse no momento do
experimento. Os experimentos foram realizados 5-7 dias ap0s a cirurgia para o implante

de canulas no NPBL.

4 - Injecoes de farmacos no cérebro

Os farmacos utilizados foram dissolvidos em solvente adequado conforme o
caso (solucdo salina fisiolégica ou uma mistura de propilenoglicol/dgua) e foram
injetados no NPBL dos ratos utilizando-se uma seringa Hamilton (5 pl), conectada por
um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi introduzida no cérebro pela
canula guia previamente fixada no cérebro. A canula injetora (0,3 mm d.i.) foi 2,0 mm
mais longa do que a canula guia. No NPBL, o volume de injecdo foi 0,2 pl

bilateralmente.

5 — Analise histolégica

Terminados os experimentos, os ratos foram profundamente anestesiados com
tribromoetanol injetando-se, a seguir, corante azul de Evans (2 mg/200 nl) no NPBL.
Posteriormente, foram submetidos a uma perfusdo cerebral por meio de injecdo
intracardiaca (com a aorta tordxica clampada) de solug¢do salina tamponada (50 ml),
seguida de solucdo de formalina 10%. Imediatamente apds, os cérebros foram retirados
e fixados em formalina 10% por alguns dias. Cortes transversais (40 um de espessura)
foram feitos nos pontos de inje¢do do NPBL com o auxilio de um micrétomo de
congelamento (MICROM, modelo HM 5000M). Os cortes histologicos, montados em
laminas, foram corados pelo Método Nissl e analizados para se localizar os pontos das

injecdes no NPBL de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1986).

6- Canula na veia jugular

No dia anterior ao experimento, os animais foram anestesiados e submetidos a
dissecc¢do da veia jugular externa direita e a colocacdo de uma canula de silastic (Dow
Corning Corp. Med. Prod. 0,20 mm x 0,37 mm), segundo técnica descrita por Harms e
Ojeda (1974). A canula foi introduzida 2,3 cm em dire¢do ao atrio direito posicionada
na regido dorsal ao pescoco através de um tdinel subcutineo. Para evitar a obstru¢do da

canula, logo apds a cirurgia e 4 e 5 horas antes do experimento, a canula foi lavada com
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0,2 ml de salina heparinizada (125 Ul/ml). Por meio desta cédnula, foi realizada a

expansao aguda do volume do LEC.

7- Expansao do volume do liquido extracelular (EVEC)

Inicialmente, para testar o funcionamento das canulas jugulares, estas foram lavadas
com 0,2 ml de solucdo de salina heparinizada (1:40). Sessenta minutos apds, 0s animais
foram submetidos ou nao a expansdao do volume sanguineo (EVEC). A EVEC foi
realizada por meio da infusdo intravenosa (veia jugular) de uma solu¢do de NaCl

isotonica (0,15 M), em volume de 2 ml/100 g de peso corporal, durante 60 segundos.

8 - Anadlise urinaria

Os animais foram transferidos das caixas individuais para gaiolas metabdlicas
apos a realizacdo da segunda SHO (ver protocolo experimental) e foram mantidos sem
acesso a dgua ou racdo. As amostras de urina foram coletadas para andlise do volume
urindrio e dosagem fotométrica de sddio e potdssio (Fotdmetro de Chama, Micronal —
Modelo b 262). A osmolalidade urindria foi medida por um osmometro (The Fiske®
Osmometer - OS 5SM OSA.G60), baseando-se no método do ponto de congelagdo. Para
uniformizar os resultados, para efeito de comparacdo entre médias dos diferentes
grupos, os dados obtidos foram expressos em ml/100 g de peso corporal para volume

urindrio e em WEQ/100 g de peso corporal para excre¢do cumulativa de Na* e K*.

9- Coleta de sangue

Para as dosagens de ANP, os animais foram sacrificados por decapitacdo e, logo em
seguida, o sangue do tronco foi coletado em tubos de polipropileno, mantidos sob gelo,
contendo EDTA e inibidores de enzimas proteoliticas [EDTA 10% (10 ul/ml de
sangue), Pepstatin A 500 uM (10 pl/ml de sangue), (PMSF) (fenil-metil-sulfonil-
fluoreto), 1 mM (10 ul/ml de sangue)]. O plasma foi separado por centrifugacdo
(centrifuga Hitachi) a 1940 g, a 4°C, durante 20 min, e em seguida estocado a — 70°C,
em aliquotas de 1 ml, apropriadas para a extracdo do peptideo. Para as dosagens de
AVP ou OT, as amostras de sangue foram colhidas apenas com anticoagulante (EDTA),

sem inibidores de enzimas proteoliticas.
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10- Extracao e dosagem do peptideo natriurético atrial

A- Extracdo do ANP plasmdtico

A extracdo do ANP plasmético foi realizada utilizando-se vycor {Corning glass
Works, NY, 140 mesh (NO 7930)} de acordo com a técnica descrita anteriormente por
Gutkowska e cols (1984).

Controle da extragdo

Para determinar a eficiéncia da extracdo do peptideo pelo método utilizado, uma
quantidade de (+ 25.000 cpm) do peptideo marcado ( 125I—ANP) foi adicionada a 1ml de

plasma, o qual foi submetido a extracdo, como descrito acima. Os sobrenadantes e os
precipitados, gerados em cada uma das etapas da extracdo, foram analisados no
contador gama e, a partir dos valores de suas radioatividades, a propor¢ao do peptideo

recuperado no final do processo de extracao foi calculada.

B- Radioimunoensaio do ANP

A determinagdo da concentracdo plasmatica do ANP foi realizada através de RIE de
duplo-anticorpo, segundo a técnica descrita por Gutkowska e cols (1984) e padronizada
no Laboratério de Neuroendocrinologia do Departamento de Fisiologia da Faculdade de

Medicina de Ribeirdao Preto da USP.

11- Extracao e dosagem da vasopressina e da ocitocina
A extracdo da vasopressina e da ocitocina em amostras de plasma foi realizada

com éter de petréleo e acetona. A determinacdo da concentracdo plasmdtica foi
realizada através de radioimunoensaio especifico, segundo técnica implantada em nosso
laboratério, modificada de Husain e cols (1973). Todas as amostras de um determinado
experimento foram dosadas em um mesmo ensaio.
A- Radioimunoensaio da vasopressina

Para o radioimunoensaio da vasopressina foram utilizados: a) primeiro anticorpo,

anti-soro de coelho anti-AVP (RAS 8103), obtido do Peninsula Laboratories, INC.
(Belmont, California, USA); b) hormoénio marcado, 125I—[Arg 8]-vasopressina; e c)

segundo anticorpo, anti-soro de cabra anti-IgG de coelho, desenvolvido no Laboratério

de Neuroendocrinologia do Departamento de Fisiologia-FMRP.
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B- Radioimunoensaio da ocitocina

A concentracdo plasmdtica de ocitocina foi determinada segundo metodologia
corrente implantada no Laboratério de Neuroendocrinologia do Departamento de
Fisiologia - FMRP: o primeiro anticorpo foi gentilmente cedido por M. Morris (Wright
State University, Dayton, Ohio); o peptideo utilizado para marca¢do e como padrdao (OT
# 8152) fornecido por Peninsula Laboratories, INC. (Belmont, California, USA). A
especificidade do método para a ocitocina € alta, com uma reacdo cruzada de 100% para
a ocitocina, menos de 0,01% para [Lis8] vasopressina ¢ de 0% para a [Arg8]
vaspressina e para o -ANP. Todas as amostras de um determinado experimento foram

analisadas em um dnico ensaio.

12-Procedimento imunohistoquimico

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (200 mg/Kg de peso
corporal) e perfundidos intracardiacamente com salina e fixador (4% paraformaldeido).
Ap0s a extragdo dos cérebros dos ratos, este foram mantidos em fixador durante 4 horas
e logo ap6s em uma solucdo de sacarose a 30% em tampao fosfato a 4°C um a dois
dias. Posteriormente, os cérebros foram seccionados em cortes de 30 pm de espessura
por meio de um micrétomo de congelamento. Imediatamente depois foi realizado o
bloqueio da peroxidase enddgena (solucio 10% metanol e HO;) e das unides
inespecificas com albumina a 5%. Os cortes foram incubados a temperatura ambiente,
durante toda a noite com os anticorpos primadrios: anti c-Fos (Oncogen Science), anti-
Fluorogold (Chemicon International). Para o procedimento de imunomarca¢do nuclear
de c-Fos, a reacdo foi amplificada pela utilizacdo do Complexo Avidina-Biotina-
Peroxidase (Vector), empregando Diaminobenzidina (DAB) intensificada através da
adicicdo de cloreto de cobalto e sulfato de niquel ao meio. A imunomarcacdo nuclear
para a proteina c-Fos resultou em um produto de reagdo nuclear de cor violeta escuro.

Na seqiiéncia, para a imunocolocalizacdo citoplasmética foi utilizada uma
solucdo de anticorpo primdrio para serotonina (Diasorin), ocitocina ou vasopressina
(Peninsula laboratories) e tirosina hidroxilase (Chemicon International Inc) e as sec¢des
cerebrais foram incubadas overnight. No dia seguinte, os tecidos cerebrais foram
incubados por 1 h a temperatura ambiente em solucdo contendo anticorpo secundério
biotinilado anti-rabbit (Vector) para AVP, OT e SHT ou anti-mouse (Vector) para TH.
A reacgdo foi amplificada com a utilizacdo do Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase

(Vector), empregando Diaminobenzidina (DAB) ndo intensificado como cromdgeno
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(sem a adicdo de cloreto de cobalto e sulfato de niquel ao meio) produzindo uma
coloragdo marron, caracteristica da peroxidase citoplasmatica. O terceiro anticorpo
(serotonina) revelou-se utilizando um anticorpo secundario (FITC) complexado com
fluoresceina. Por ultimo, as seccdes flutuantes foram montadas utilizando Gelatina de
Albrecht (1,5% gelatina/dlcool 80%), secadas a temperatura ambiente, submergidas em
xileno por 1 h e cobertas com meio de montagem.

A selecao dos tecidos cerebrais para o NPV e NSO, NDR e NTS (em que os
animais foram submetidos a microinje¢des de metisergida, DOI, veiculo no NPBL) e
para o FG injetado NPBL que foram utilizados nos procedimentos imunohistoquimicos
foram selecionados a partir da andlise histolégica de cortes transversais (40 um de
espessura) do NPBL de cada rato. A partir da andlise histolégica, foram selecionados 4
animais de cada tratamento apresentando os pontos das inje¢des bilateralmente no
NPBL de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1986). Portanto, animais que

apresentaram injecdes fora do NPBL foram descartados.

Andlise das imagens

As anélises das imunomarcagdes ir-c- Fos ou duplas (ir-c-Fos-AVP ou ir-c-Fos-
OT) no NPV e NSO do hipotdlamo de animais que receberam injecdes de veiculo,
metisergida ou DOI no NPBL e submetidos a EVEC nos permitiram identificar a quais
subdivisdes do NPV esses grupos neuronais pertencem: a) em neurdnios
magnocelulares: subdivisdao medial (PaMM), lateral (PaLM), nicleo comissural anterior
(AC) e no NSO do hipotdlamo; b) em neurdnios parvocelulares: subdivisao medial
(PaMP) e ventral (PaV). Para maiores detalhes destas subdivisdes do NPV ver Paxinos
(2004). Fora do hipotdlamo os gupos neuronais serotoninérgicos do NDR, subdivisdao
dorsal foram ir-c-Fos ou ir-c-Fos-SHT e os grupos e catecolaminérgicos do NTS
(adjacente a drea postrema) foram ir-c-Fos ou ir-c-Fos-TH.

As éareas cerebrais foram selecionadas de acordo com o Atlas de Paxinos e
Watson (1997) e adquiridas em niveis semelhantes para animais experimentais €
controles. Para o PVN, na porcdo AC (-0.92 atrds do bregma), lateral e medial (-1.8
mm); NSO (-1,3 mm), NDR (-7,64 mm) e NTS (-13,68 mm) contando para isto com um
sistema computadorizado (sistema de microscopia Axioskop 35M (Zeiss), acoplado a
uma camara digital para comparar as imagens).

Para cada subdivisao do NPV, NSO, NDR e NTS a contagem de c-Fos foi

realizada utilizando o programa Scion Image PC, baseado na versao do NIH, 1997. A
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contagem de c-Fos foi também realizada manualmente para confirmar a similaridade
das contagens. A quantificacdo dos neur6nios duplamente marcados foi feita
manualmente empregando o sistema de microscopia Axioskop 35M (Zeiss), provido de
Optica para campo claro e para fluorescéncia. A contagem manual das duplas marcacdes
nos permitiu obter uma comparagdo relativa (e nao absoluta) das imunomarcas, tendo
em vista que foram considerados (contados) os objetos (nucleos) de coloragdo negra
intensa para os grupos controles e experimentais. Fotomicrografias das seccoes
representativas dos grupos controles e experimentais foram adquiridas em niveis
semelhantes, com auxilio do programa Abobe Photoshop Image Analysis Program,

versao 5.5, onde apenas o balanco das cores, brilho e o contraste foram ajustados.

13- Injecao do marcador retrégado de vias (Flurogold) no NPBL

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (200 mg/kg de peso
corporal) e adaptados a um aparelho esterotdxico (modelo Kopf 900). Utilizando-se o
bregma foram determinados os pontos de introducdo de uma pipeta de vidro cuja
extremidade apresentou o didmetro de 10-20 um bilateralmente no NPBL dos ratos. A
administracdo iontoforética do marcador retrégado de vias, Fluorogold (FG,
Fluorochrome, Inc. Englewood, CO) foi realizada utilizando-se as seguintes
coordenadas: 9,6 mm caudal ao bregma, 2,0 mm lateral a linha mediana e 7,5 mm
abaixo da dura-mater. Nesses pontos foram feitas trepanacdes do osso do cranio com
uma broca esférica, abrindo-se dois orificios de aproximadamente 1,5 mm de didmetro.
Ap6s a colocacgado da pipeta no local desejado foi aplicada uma corrente positiva pulsatil
de 10 nA (0.5 s on e 0.5 s off) por 5 minutos para a administragdo iontoforética do
marcador. A pipeta de vidro foi mantida no sitio da injecdo por 10 minutos adicionais
para evitar a dispersdo do marcador. Apds um periodo de 7-10 dias de recuperagdo
cirdrgica dos animais e para a migracdo do marcador, os animais foram submetidos a
expansdo isotonica do volume do LEC. Uma vez realizada a injecdo do FG, este é
captado pelas terminagdes dos axonios e caminha por via retrégrada até o corpo celular
do neurdnio. Desta forma, em nossos experimentos, quando a drea mantém conexdes
com o NPBL verifica-se o FG no seu corpo celular, bem como nos axénios e dendritos.
Esta marcacdo € citoplasmatica. Na dupla marcag¢do (c-Fos-FG) nota-se marcacdes
tanto no nudcleo (c-Fos) quanto no citoplasma (FG). O procedimento

imunohistoquimico esta descrito no item anterior.
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Andlise das imagens

A andlise das imunomarcacdes duplas nos permitiram identificar os diferentes
grupos neuronais que se projetam anterogradamente para o NPBL. As dreas cerebrais
que se apresentaram imunorreativas a proteina c-Fos (ir-c-Fos) e FG foram
selecionadas de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1997), e adquiridas em
niveis semelhantes para animais experimentais e controles. Para o nicleo da estria
terminal (BST, -0,26 mm caudal ao bregma); PVN (-2,12 mm); amigdala central (ACe,
-1,80mm); NDR (-7,64 mm); locus coeruleus (LC, -9,16 mm) e NTS (-13,68 mm). As
seccoes foram analisadas através de um sistema computadorizado (sistema de
microscopia Axioskop 35M, Zeiss), acoplado a uma camara digital para comparar as
imagens. Para a quantificagdo dos neurdnios ir-c-Fos foi utilizado o programa Scion
Image. Para as imunomarcagdes duplas ir-c-Fos-FG a contagem foi feita manualmente
empregando o mesmo sistema de microscopia citado acima. Fotomicrografias das
seccoes representativas dos grupos controles e experimentais foram adquiridas em
niveis semelhantes com auxilio do programa Abobe Photoshop Image Analysis
Program, versdo 5.5, onde apenas o balango das cores, brilho e o contraste foram
ajustados. Os animais controles foram submetidos a inje¢do de FG no NPBL, porém,

sem a EVEC.

14- Farmacos utilizados

Maleato de metisergida, antagonista inespecifico de receptores serotoninérgicos
(2,0 ou 8,2 nmol/0,2 ul), foi injetada no NPBL, durante 1 minuto. Para a dissolucdo da
metisergida foi utilizada uma mistura de propilenoglicol/agua 2:1 (veiculo). Maleato de
metisergida foi adquirido do laboratério Tocris, Elisville, MO, USA. Agonista
serotoninérgico (hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina, DOI — 2,8 ou 14,0 nmol
/0,2 ul) foi adquirido do laboratério Research Biochemicals International, Natick, MA,
USA. Os animais controles receberam injecdes do mesmo volume de salina isotdnica ou
veiculo em todos os experimentos.

Tribromoetanol (Aldrich, Chem, Company, Inc.) foi injetado
intraperitonealmente e pentabidtico veterindrio (Fort Dodge) foi injetado
subcutaneamente; liquemine foi utilizado como anticoagulante (Heparina, 5000 Ul/ml,
Roche). Fluorogold (Fluorochrome, Inc. Englewood, CO) foi diluido a 1% em salina
isotonica (0,85 %) e injetado no NPBL iontoforeticamente por meio de pipeta de vidro.

Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase (Vector Laboratories); anticorpo primario anti-
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tirosina hidroxilase produzido em rato (Chemicon International Inc); kit padrao ABC
(Vector Laboratories); fluoresceina avidina (Vector Laboratories); anticorpo primério
anti-ocitocina produzido em coelho (Peninsula Laboratories, Inc); anticorpo primario
anti-ARG8 vasopressina produzido em coelho (Peninsula Laboratories, Inc); albumina
Bovina (Sigma); anticorpo primdrio anti-serotonina produzido em coelho (Diasorin
1990 Industrial Boulevar, MN 55082 USA); anticorpo secunddrio conjugado com

peroxidase (Vector Laboratories); paraformaldeido (Sigma).

15- Analise estatistica

Os resultados obtidos estdo apresentados como média £ erro padrao da média.
Para comparacdo entre duas médias foi aplicado o teste “t”” de student. Para comparagao
de trés ou mais médias foi aplicada a analise de variancia (ANOVA de uma via e alguns
casos mereceram duas vias) seguida do teste de Newman Keuls para as comparacdes
entre diferentes tratamentos. O nivel de significancia para rejeicio da hipdtese de

nulidade foi fixado em 5% (p < 0,05).
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PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

A) Efeitos das microinjecoes do antagonista metisergida e do agonista DOI
serotoninérgicos no NPBL sobre a excrecio cumulativa de sédio, potassio, agua e
osmolalidade urinaria em animais submetidos a SHO ou em resposta a EVEC
isotonica (NaCl 0.15 M).

Os animais foram treinados e manipulados uma semana antes dos experimentos,
para os procedimentos que envolvem a intubagdo orogdstrica. No dia anterior ao
experimento, foi realizada a canulagdo da veia jugular dos ratos e posteriormente foram
privados de alimento, porém, foi permitido o acesso livre a d4gua durante toda a noite.
Os ratos foram mantidos em jejum (14 horas) para assegurar um estdmago vazio e
diminuir a contaminagdo da urina com as fezes e para obter valores de volume e
excrecdo urindria de sédio e potdssio mais uniformes.

No dia do experimento os animais foram pesados e receberam, através de sonda
orogastrica, duas sobrecargas hidricas (SHO) equivalentes a 5% do peso corporal, cada
uma, com um intervalo de 1 h entre elas. Em seguida, foram colocados em gaiolas
metabodlicas sem acesso a dgua ou alimento. Dez minutos antes da segunda SHO, os
animais receberam, no NPBL, microinje¢des de 0,2 ul de metisergida (2,0 ou 8,2 nmol),
DOI (2,8 ou 14,0 nmol) ou os respectivos veiculos (propilenoglicol/dgua) ou salina
isotOnica. As injecdes foram feitas num periodo de 60 segundos. Trinta minutos apds
terem sido realizadas as microinjecdes, os animais foram submetidos a EVEC (NaCl
0,15 M). A seguir, foram coletadas amostras de urina em tubos graduados, em

intervalos de 20 min, por um periodo de 60 min, para a determinac¢do da concentragao
. + + . o .
urindria de Na', K', volume e osmolalidade urindria. Um completo esvaziamento da

bexiga foi induzido manualmente, através de suave massagem na regido supra-pubica
no final de cada intervalo de coleta. Os animais controles foram submetidos aos

mesmos procedimentos experimentais, porém, sem a EVEC.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Metisergida (2,0 e 8,2 nmol/0,2 ul)
DOI (2,8 e 14,0 nmol/0,2 ul)
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B) Efeitos das microinjecoes bilaterais do antagonista metisergida e do agonista DOI
serotoninérgicos no NPBL sobre as liberacoes plasmaticas de ANP, AVP e OT em

animais submetidos a SHO ou em resposta a EVEC isotonica (NaCl 0.15 M).

O esquema deste experimento foi semelhante ao descrito anteriormente. Em
resumo, no dia do experimento, os animais receberam, através de sonda orogdstrica, duas
sobrecargas hidricas (SHO) equivalentes a 5% do peso corporal, cada uma, com um intervalo
de 1 h entre elas. Dez minutos antes da realizacdo da segunda sobrecarga hidrica (SHO) os
ratos receberam injecOes bilaterais do antagonista serotoninérgico, metisergida, (8,2 nmol),
DOI (14,0 nmol) ou veiculo no NPBL. Vinte minutos apds a segunda SHO os animais foram
submetidos a EVEC (NaCl 0,15 M). Cinco minutos apés a EVEC os animais foram
sacrificados por decapitacdo e, logo em seguida, o sangue do tronco foi coletado em tubos de
polipropileno, mantidos sob gelo, contendo EDTA e inibidores de enzimas proteoliticas. Os
animais controles foram submetidos aos mesmos procedimentos experimentais, porém, sem

EVEC.
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C) Efeitos das microinjecoes bilaterais do antagonista metisergida e do agonista
DOI serotoninérgicos no NPBL sobre a ativacao neuronal avaliada pela expressao
da proteina c-Fos em neurdnios ocitocinérgicos (ir-c-Fos-OT), vasopressinérgicos
(ir-c-Fos-AVP) do NSO e NPV, neuronios serotoninérgicos (ir-c-Fos-5HT) do NDR
e catecolaminérgicos (ir-c-Fos-TH) do NTS em animais submetidos a SHO ou em

resposta a EVEC isotonica (NaCl 0,15M).

>~ conexdes sindpticas

EVEC isotbnica

l Baroreceptors/receptores de volume

NTS/AP/LC

L

NPBL —< NDR

"'NPV /NSO

Neur6nios magnocelulares

g N

Respostas renais e hormonais

Para se estudar a participagdo dos mecanismos serotoninérgicos do NPBL sobre
a ativacdo da proteina c-Fos em neurdnios ocitocinérgicos e vasopressinérgicos do NPV
e NSO; catecolaminérgicos do NTS e serotoninérgicos do NDR em resposta a EVEC,
os animais foram submetidos aos procedimentos imunohistoquimicos de marcagdo
dupla (ver materiais € métodos - item 12).

O esquema deste experimento obedece ao protocolo experimental descrito
anteriormente. Em resumo, no dia do experimento os animais receberam, através de
sonda orogdstrica, duas sobrecargas hidricas (SHO) equivalentes a 5% do peso corporal,
cada uma, com um intervalo de 1 h entre elas. Dez minutos antes da segunda SHO os
animais receberam inje¢des bilaterais do antagonista serotoninérgico metisergida (8,2
nmol), DOI (14,0 nmol) ou veiculo ou no NPBL. Quinze minutos ap6s a realizacdo da

segunda SHO, os ratos foram submetidos a EVEC (NaCl 0,15M). Noventa minutos
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ap6s a EVEC, os animais foram anestesiados com tribromoetanol (200 mg/kg de peso
corporal) e, os cérebros perfundidos por via intracardiaca com salina e fixador (4%

paraformaldeido) para, em seguida, serem sujeitos ao procedimento imunohistoquimico.

D) Identificar os grupos neuronais de areas prosencefalicas e do tronco cerebral
imunorreativos a proteina c-Fos em resposta ao estimulo agudo da EVEC e que se
conectam ao NPBL.

Os animais foram submetidos, como descrito anteriormente (no item 13 dos
Materiais e Métodos), a administragdo iontoforética do marcador retrégado de vias,
Fluorogold (Fluorochrome, Inc. Englewood, CO), por meio de pipeta de vidro cuja
extremidade apresentou o diametro de 10-20 pm, bilateralmente, no NPBL. Apés um
periodo de 7-10 dias de recuperacdo e para permitir a migracdo do marcador (Flurogold),
os animais foram submetidos a EVEC (NaCl 0,15M). Os animais controles foram
submetidos aos mesmos procedimentos experimentais, porém, sem EVEC. Noventa
minutos apds a EVEC, os animais foram anestesiados com tribromoetanol e os cérebros
dos mesmos foram perfundidos por via intracardiaca com salina e fixador (4%
paraformaldeido) para, em seguida, serem sujeitos aos procedimentos
imunohistoquimicos (item 12 dos Materiais e Meétodos). O procedimento
imunohistoquimico caracterizou os grupos neuronais de algumas dreas do SNC (que
estdo envolvidas no controle da homeostase hidromineral e conectam-se ao NPBL) por
meio da técnica de imunolocalizacdo nuclear da proteina c-Fos em combinacdo com a
técnica de imunolocalizagdo citoplasmdtica de FG. Os animais também foram
submetidos aos procedimentos imunohistoquimicos de marcacao tripla no NDR (proteina
c-Fos-FG-5HT) para investigar se os neurOnios serotoninérgicos do NDR estdo

envolvidos nos mecanismos de controle da EVEC.
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RESULTADOS

A) Localizacao histolégica das canulas no NPBL

As injecdes foram feitas principalmente nas por¢des central e dorso-lateral do
NPBL (Fulwiler e Saper, 1984). Em alguns animais as inje¢des alcancaram as porcdes
ventro lateral e externo lateral, assim como o nicleo Kolliker-Fuse (KF). Os resultados
destes ratos foram incluidos na andlise. As difusdes das injecdes foram geralmente
confinadas acima do pedunculo cerebelar superior (pcs). Em alguns animais, porém, o
limite da difusdo esteve dentro do pcs, ou mesmo um pouco abaixo. A Fig. 2A mostra a
representacdo esquemadtica (unilateral) da localizacio do NPBL, retirada de Swanson
(1992) e as Figs. 2B (unilateral) e C (bilateral) representam seccdes coronais mostrando

um ponto de injecdo tipico no NPBL e o trajeto das canulas, respectivamente, em ratos

representativos dos animais estudados.

Fig 2. A: Representacdo esquematica da localizacdo do nicleo parabraquial lateral (NPBL), retirado de
Swanson (1992). A: Em (a) estd representado o nucleo parabraquial lateral (NPBL); (b) representa o
pedunculo cerebelar superior (pcs); (c) Kolliker-Fuse (KF), considerado funcionalmente parte do NPBL
e (d) representa o nucleo parabraquial medial (NPBM). B: corte histolégico mostrando um ponto de
injec@o unilateral no NPBL e C: corte histolégico mostrando os pontos das inje¢des, bilateralmente, no

NPBL em ratos representativos dos animais estudados.
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B) Efeitos das microinjecoes bilaterais do antagonista metisergida e do agonista
DOI serotoninérgicos no NPBL em animais submetidos a SHO ou em resposta a
EVEC sobre a excreciao cumulativa de Na®, K*, volume e osmolalidade urindria

em ratos.

Em ratos submetidos apenas a sobrecargas hidricas orais (¢ ndo submetidos a
EVEC), as injecOes bilaterais de metisergida (2,0 ou 8,2 nmol) ou DOI (2,8 ou 14,0
nmol) no NPBL nao modificaram a UNa'V, UK' Ve o volume urindrio (Figs. 3 A e B;
4 A) e (Figs. 5 Ae B; 6A).

Em ratos tratados com veiculo no NPBL, a EVEC aumentou a UNa® (112,3 +
11,6 uEq. 100 g pc. 60 min vs. controle: 9,2 + 1,2 uEq. 100 g pc. 60 min), UK™V (43,3
+ 3,0 uEq. 100g pc. 60 min vs. controle: 4,1 £ 0,6 uEq. 100 g pc. 60 min) e volume
urinario (4,0 £ 0,5 ml. 100 g pc. 60 min vs. controle: 2,6 + 0,3 ml. 100 g pc. 60 min),
(Figs. 3 A e B; 4A).

As injecOes bilaterais de metisergida (2,0 ou 8,2 nmol/0,2 pul) no NPBL
atenuaram significativamente o aumento da UNa® (79,0 £ 8,7 € 53,9 + 6,0 pnEq. 100 g
pc. 60 min, respectivamente), [F(5,36) = 40,9; p < 0,001]; UK'V (28,9 +3,0 ¢ 20,2 +
1,5 uEq. 100 g pc. 60 min, respectivamente), [F(5,36) = 57,6; p < 0,001] e volume
urindrio (2,8 £ 0,3 ¢ 2,1 £0,3 ml. 100 g pc. 60 min, respectivamente), [F(5,36) = 3,5; p
< 0,05] normalmente observado em resposta a EVEC nos primeiros 20 min do inicio da
coleta de urina retornando posteriormente aos valores basais (Figs. 3 A e B; 4A).

Por outro lado, as microinjecoes de DOI no NPBL (2,8 ou 14,0 nmol/0,2 ul),
produziram, em resposta a EVEC, um incremento adicional na UNa' (208,5+ 173 ¢
306,0 £ 24,0 LEq. 100 g pc. 60 min, respectivamente vs. salina: 112,5 £ 11,7 uEq. 100
g pc. 60 min), [F(5,36) = 87.1; p < 0,001]; UKV (101,0 + 18,8 ¢ 157,1 + 20,7 uEq.
100 g pc. 60 min, respectivamente vs. salina: 43,8 + 4,3 uEq. 100 g pc. 60 min),
[F(5,36) = 25,9; p < 0,001] e volume urinério (7,0 £ 0,5 ¢ 9,0 £ 0,6 ml. 100 g pc. 60
min, respectivamente vs. salina: 4,0 £ 0,5 ml. 100 g pc. 60 min), [F(5,36) = 30,0; p <
0,05] no periodo de 20 min (Figs. 5 A e B; 6A).

Os ratos que foram pré-tratados com DOI (2,8 nmol) no NPBL, quando
submetidos a EVEC, apresentram reducdo significativa na osmolalidade urindria no
periodo de 20-60 min quando comparado ao ratos submetidos a EVEC e que receberam

injecdes de veiculo no NPBL (Fig. 6 C).
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Fig 3. Excrecdo urindria cumulativa de sédio e potdssio em ratos submetidos ou nao a
expansdo isotdnica do volume do liquido extracelular (EVEC, NaCl 0,15 M) e que
receberam injecOes no nicleo parabraquial lateral (NPBL) de veiculo ou metisergida
(Meti, 2,0 ou 8,2 nmol/0,2 ul). Os gréaficos (A) e (B) representam a excrecao urindria de
s6dio e potéssio, respectivamente. Os resultados estdo representados como média +
EPM. * p < 0,05 vs. Controle + Veiculo; # p < 0,05 vs. EVEC + Veiculo; T p < 0,05
EVEC + Meti 2,0 (ANOVA de duas vias seguido do teste de Newman-Keuls para
comparacoes multiplas); n=6 para os grupos sem EVEC e n = 8§ para os grupos com
EVEC. Notar que as escalas da ordenada para a excrecao de sddio e potdssio em A e B

sdo diferentes. pc, peso corporal.
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Volume urinario cumulativo
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Fig. 4. Volume urindrio cumulativo e osmolalidade urindria (Osm) em ratos submetidos
ou ndo a expansao isotdnica do volume do liquido extracelular (EVEC, NaCl 0,15 M) e
que receberam injecdes no nucleo parabraquial lateral (NPBL) de veiculo ou metisergida
(Meti, 2,0 ou 8,2 nmol/0,2 ul). O grafico (A) representa o volume urindrio. O grafico (B)
representam a osmolalidade urindria de ratos ndao submetidos a EVEC e o grafico (C) a
osmolalidade urindria dos ratos submetidos a EVEC. Os resultados estdo representados
como média £+ EPM. * p < 0,05 vs. Controle + Veiculo; # p < 0,05 vs. EVEC + Veiculo;
T p <0,05 EVEC + Meti 2,0 (ANOVA de duas vias seguido do teste de Newman-Keuls
para comparacdes multiplas); n=6 para os grupos sem EVEC e n = 8 para os grupos com

EVEC. pc, peso corporal.
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Fig.5. Excrecdo urindria cumulativa de sodio e potdssio em ratos submetidos ou nio a
expansao isotdnica do volume do liquido extracelular (EVEC, NaCl 0,15 M) e que receberam
injecdes no nucleo parabraquial lateral (NPBL) de veiculo ou hidrocloreto de dimetoxi-4-
iodoanfetamina (DOI, 2,8 ou 14,0 nmol/0,2 ul). Os gréficos (A) e (B) representam a excre¢ao
urindria de sédio e potéssio, respectivamente. Os resultados estdo representados como média
+ EPM. * p < 0,05 vs. Controle + Salina; # p < 0,05 vs. EVEC + Salina; T p < 0,05 EVEC +
DOI 2,8 (ANOVA de duas vias seguido do teste de Newman-Keuls para comparacdes
multiplas); n=6 para os grupos sem EVEC e n = 8 para os grupos com EVEC. Notar que as
escalas da ordenada para a excrecdo de sédio e potdssio em A e B sdo diferentes. pc, peso

corporal.
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Fig. 6. Volume urindrio cumulativo e osmolalidade urindria (Osm) em ratos submetidos
ou nao a expansao isotdnica do volume do liquido extracelular (EVEC, NaCl 0,15 M) e
que receberam injecdes no nucleo parabraquial lateral (NPBL) de veiculo ou
hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI, 2,8 ou 14,0 nmol/0,2 ul). O gréfico
(A) representa o volume urindrio. O grafico (B) representam a osmolalidade urinaria de
ratos ndo submetidos a EVEC e o grifico (C) a osmolalidade urindria dos ratos
submetidos a EVEC. Os resultados estio representados como média + EPM. * p < 0,05
vs. Controle + Salina; # p < 0,05 vs. EVEC + Salina; ¥ p < 0,05 EVEC + DOI 2,8
(ANOVA de duas vias seguido do teste de Newman-Keuls para comparagoes
multiplas); n=6 para os grupos sem EVEC e n = 8 para os grupos com EVEC. pc, peso

corporal.
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C) Efeitos das microinjecoes bilaterais do antagonista metisergida e do agonista
DOI serotoninérgicos no NPBL sobre a liberacao plasmatica do ANP, AVP e OT

em animais submetidos a SHO ou em resposta a EVEC isotonica (NaCl 0,15M)..

Os animais ndo submetidos a EVEC e que receberam injecdes de metisergida
(8,2 nmol) ou DOI (14,0 nmol) no NPBL ndo apresentaram alteracdes nas
concentracdes plasmaticas de OT, AVP e ANP em comparacao aos ratos que receberam
veiculo no NPBL (Figs. 7 A, Be C).

Os animais que receberam inje¢des de veiculo no NPBL apresentaram, em
resposta a EVEC, um aumento significativo na concentracdo plasmética de OT (55,1 +
3,7 pg/ml vs. sem EVEC + veiculo: 8,7 £ 0,9 pg/ml), [F(5,36) = 57,3; p < 0,0001] e
ANP (258,3 + 28,1 pg/ml vs. sem EVEC + veiculo: 65,0 £ 22,0 pg/ml), [F(5,36) =
18,7; p < 0,0001] sem alteracdes na concentracdo plasmdtica de AVP (1,1 = 0,1 pg/ml,
vs. control: 1,0 £ 0,1 pg/ml), (Figs. 7 A, B e C).

Animais que receberam injecdes de DOI (14,0 nmol) no NPBL apresentaram um
incremento na concentragdo plasmatica de OT (78,6 + 6,7 pg/ml) e ANP (348,3 + 54,7
pg/ml) quando submetidos a EVEC em comparacdo aos valores obtidos nos animais que
receberam veiculo no NPBL (Figs.7 A e B).

Injecdes bilaterais de metisergida (8,2 nmol) no NPBL, atenuaram o aumento da
concentracdo plasmdtica de OT (29,2 = 2,3 pg/ml) e aboliram o aumento da
concentracdo de ANP (80,1 £+ 5,3 pg/ml), normalmente observado em resposta a EVEC
(Figs. 7 A e B). Nos animais submetidos a EVEC e que receberam injecdes de
metisergida no NPBL ocorreu um aumento na concentragao plasmatica da AVP (2,2 +
0,2 pg/ml) em comparac@o aos ratos tratados com veiculo no NPBL (1,1 £ 0,1 pg/ml),

[F(5,36) = 8.,9; p < 0,0001] (Fig. 7 C).
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Fig 7. (A): Concentragdo plasmadtica do peptideo natriurético atrial (ANP) (B): ocitocina (OT) e (C)
vasopressina (AVP) em ratos submetidos ou ndo a expansdo isotdnica do volume do liquido
extracelular (EVEC) que receberam microinjecdes de hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina
(DOI, 14,0 nmol/0,2 ul), metisergida (Meti, 8,2 nmol/0,2 pl) ou veiculo no nicleo parabraquial
lateral (NPBL). Os resultados estao representados como média + EPM. * p < 0,05 vs. Veiculo em
ratos sem EVEC, # p < 0,05 vs. Veiculo em ratos com EVEC (ANOVA de uma via seguido do
teste de Newman-Keuls para comparacdes multiplas); n = 6 para o grupo sem EVEC e n = 8 para o

grupo com EVEC . 46



D) Efeitos das microinjecoes bilaterais do antagonista metisergida e do agonista
DOI serotoninérgicos no NPBL sobre a ativacao neuronal avaliada pela expressao
da proteina c-Fos em neuronios serotoninérgicos (ir-c-Fos-5HT) do NDR e
catecolaminérgicos (ir-c-Fos-TH) do NTS em animais submetidos a SHO ou em

resposta a EVEC isotonica (NaCl 0,15M).

Microinjecdes bilaterais de metisergida (8,2 nmol) no NPBL aumentaram o
nimero de neurdnios ir-c-Fos (31,5 + 7,7 vs. veiculo: 22,0 + 4,0), [F(2,9) = 7,7; p <
0,01] e ir-c-Fos-TH (tirosina hidroxilase, marcador da atividade de neur6nios
catecolaminérgicos), (8,2 = 1,6 vs. veiculo: 3,0 £ 0,5), [F(2,9) = 8,0; p < 0,001] no NTS
adjacente a AP em ratos submetidos a EVEC (Fig. 8 A, B e 10). A Fig. 10 apresenta
fotomicrografias de seccdes representativas do NTS, evidenciando os neurdnios ir-c-
Fos-TH em animais que receberam injecdes de veiculo, metisergida e DOI no NPBL em
resposta a EVEC.

Em ratos submetidos a EVEC, as microinjecdes de DOI (14,0 nmol) no NPBL
reduziram o nimero de neur6nios ir-c-Fos (10,2 + 1,6 vs. veiculo: 21,8 +2,4) ), [F(2,9)
= 8,0; p < 0,01] e ir-c-Fos-5HT (1,6 = 0,7 vs. veiculo: 4,3 £ 0,4), [F(2,9) = 10,0; p <
0,005 na subdivisdao dorsal do NDR (Fig. 9 A, B e 11). A Fig. 11 apresenta
fotomicrografias de sec¢des representativas do NDR, evidenciando os neurdnios ir-c-
Fos-5HT em animais microinjetados com veiculo, metisergida e DOI no NPBL em

resposta a EVEC.
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Fig. 8. (A): Numero de neurdnios imunorreativos (ir-) a proteina c-Fos e
(B): nuimero de neurdnios ir-c-Fos-TH (tirosina hidroxilase) no nicleo do
trato solitario (NTS, adjacente a drea postrema) em ratos submetidos a
expansdo isotonica do volume do liquido extracelular (EVEC) e que
receberam injecdes de metisergida (Meti, 8,2 nmol), hidrocloreto de
dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI, 14,0 nmol) ou veiculo no nucleo
parabraquial lateral (NPBL). Os resultados estdo representados como

média = EPM. * p < 0,05 vs. Veiculo; n =4 por grupo.
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Fig. 9. (A): Nimero de neurdnios imunorreativos (ir-) a proteina c-Fos e (B):
numero de neur6nios ir-c-Fos-5SHT (serotonina) no nuicleo dorsal da rafe (NDR) em
ratos submetidos a expansao isotonica do volume do liquido extracelular (EVEC) e
que receberam micorinje¢cdes de metisergida (Meti, 8,2 nmol), hidrocloreto de
dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI, 14,0 nmol) ou veiculo no nicleo parabraquial
lateral (NPBL). Os resultados estdo representados como média + EPM. * p < 0,05

vs. Veiculo; n =4 por grupo.
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Fig. 10. Fotomicrografias de seccdes coronais representativas dos animais estudados

mostrando imunorreatividade dupla c-Fos e tirosina hidroxilase (TH) no nicleo do
trato solitdrio (NTS) adjacente a area postrema (AP) em ratos que receberam injecdes
no nicleo parabraquial lateral (NPBL) de veiculo (A e D); metisergida, 8,2 nmol (B e
E) e DOI, 14,0 nmol (C e F) e submetidos a expansdo isotonica do volume do liquido
extracelular (EVEC). As fotomicrografias dos painéis A, B e C estdo em aumento
10X. Em D, E e F as fotomicrografias estdo ampliadas 20X. As fotos g, h e i
(aumento 40X) sdo detalhes dos neur6nios indicados pelas setas. Escala da barra =

100 pm.
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Fig. 11. Fotomicrografias de sec¢des coronais representativas dos animais estudados mostrando
imunorreatividade dupla c-Fos e serotonina (SHT) no niicleo dorsal da rafe (NDR) em ratos que receberam
inje¢des no nucleo parabraquial lateral (NPBL) de veiculo (A e D); metisergida, 8,2 nmol (B e E) e DOI,
14,0 nmol (C e F) e submetidos a expansio isotonica do volume do liquido extracelular (EVEC). As
fotomicrografias dos painéis A, B e C estdo em aumento de 10X. Em D, E e F as fotomicrografias estdo
ampliadas 20X. As fotos g, h e i (aumento 40X) sdo detalhes dos neurdnios indicados pelas setas. Escala da

barra = 100 pm.
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E) Efeitos das microinjecoes bilaterais do antagonista metisergida e do agonista
DOI serotoninérgicos no NPBL sobre a ativacao neuronal avaliada pela expressao
da proteina c-Fos em neurdnios ocitocinérgicos (ir-c-Fos-OT), vasopressinérgicos
(ir-c-Fos-AVP) do NSO e NPV do hipotalamo em animais submetidos a SHO ou
em resposta a EVEC isotonica (NaCl 0,15M).

Microinjecdes bilaterais de DOI (14,0 nmol) no NPBL em ratos submetidos a
EVEC produziram aumento do ndmero de neurdnios ir-c-Fos nas subdivisoes
parvocelular ventral (PaV) do NPV (43,4 + 3,6 vs. veiculo: 26,6 £+ 3,1), [F(2,12) = 80,0;
p < 0,0001] (Fig. 12 A), sendo que o nimero de animais considerados para a andlise
estatistica nesta subdivisdo do NPV foi igual a 5. Em ratos que receberam DOI no
NPBL também houve aumento no nimero de neurdnios ir-c-Fos na subdivisdo medial
magnocelular (PaMM) do NPV (55,5 £ 3,6 vs. veiculo: 28,8 £ 3,2) ), [F(2,9) =55,2; p<
0,0001] (Fig. 12A). Microinje¢des de DOI no NPBL em ratos submetidos a EVEC
aumentaram o ndmero de neurdnios ir-c-Fos-OT no nucleo acessorio comissural
anterior (AC) (10,3 £ 1,4 vs. veiculo: 6,3 £ 0,5), [F(2,9) = 5,4; p < 0,02] (Figs. 12B e
17) e na subdivisao PaMM (24,3 £ 1,8 vs. veiculo: 10,0 £ 1,7), [F(2,9) = 14,8; p <
0,001] do NPV (Figs. 12 B e 16).

Os ratos submetidos a EVEC e que receberam microinjecdes de metisergida (8,2
nmol) no NPBL apresentaram redu¢do do niimero de neurdnios ir-c-Fos nas subdivisdes
medial parvocelular (PaMP), (28,5 + 0,6 vs. veiculo: 45,8 + 3,5), [F(2,9) = 9,3; p <
0,005]; PaV (9,5 £ 1,3) e PaMM (9,0 £ 2,3) do NPV (Fig. 12A). Ainda, os ratos
submetidos a EVEC e que receberam microinjecOes de metisergida no NPBL
apresentaram redu¢do do nimero de neurdnios ir-c-Fos-OT na PaMM (5,2 + 0,8) e na
PalLM (2,9 + 0,6 vs. veiculo: 6,2 £ 1,8), [F(2,9) = 4,7; p < 0,03] do NPV (Figs. 12B, 15
e 16). As Figs. 15 a 17 s@o fotomicrografias representativas das subdivisdes do NPV e
NSO (Fig. 14) evidenciando os neur6nios ir-c-Fos-OT em animais microinjetados com
veiculo, metisergida e DOI no NPBL em resposta a EVEC.

Os ratos submetidos a EVEC que receberam injecdes de metisergida no NPBL
apresentaram aumento no nimero de neurdnios ir-c-Fos-AVP na subdivisao PaLM (9,6
+ 1,2 vs. veiculo: 2,8 + 0,4), [F(2,9) = 30,3; p < 0,0001] do NPV (Fig. 13 e 19) e
também no NSO (13,0 £ 1,2 vs. veiculo: 5,7 £ 0,9), [F(2,9) = 31,4; p < 0,0001] em
comparacao aos animais tratados com veiculo (Fig. 13 e 18). Microinje¢des de DOI no
NPBL em ratos submetidos a EVEC reduziram o ndmero de neurdnios ir-c-Fos-AVP no

ntcleo supradptico (NSO) (3,7 £ 0,3 vs. veiculo: 5,7 £0,9) (Fig. 13 e 19).
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As Figs. 18 e 19 sao fotomicrografias representativas da subdivisdo LM do NPV
e do NSO evidenciando os neurdnios ir-c-Fos-AVP em animais microinjetados com
veiculo, metisergida e DOI no NPBL em resposta a EVEC.

O nucleo AC, a subdivisdao PalLM do NPV e o NSO nio apresentaram alteragdes
significativas no nuimero de neurdnios ir-c-Fos em animais que receberam
microinjecoes de metisergida, DOI ou veiculo no NPBL em resposta a EVEC. Além
disso, nao foram observadas alteracdes significativas no nimero de neurdnios ir-c-Fos-
OT no NSO de animais que receberam microinje¢des de metisergida, DOI ou veiculo no

NPBL em resposta a EVEC.

Grupos controles para os procedimentos imunohistoquimicos

Foram utilizados como controles para os procedimentos imunohistoquimicos
seccoes cerebrais ao nivel do NPV e NSO de ratos submetidos aos seguintes
tratamentos: a) somente a anestesia (tribromoetanol, 200 mg/kg de peso corporal); b)
apoés cirurgia para implante de canulas no NPBL; c¢) animais portadores de canulas de
silastico na veia jugular (e nao submetidos a EVEC), (representados na Fig. 21) e d)
animais submetidos  as duas sobrecargas hidricas orais (5% peso corporal),
(representados na Fig. 20). Os cérebros destes animais foram perfundidos e
processados imunohistoquimicamente (para avaliar a imunorreatividade a proteina c-
Fos dos neurdnios ocitocinérgicos e vasopressinérgicos do NPV e NSO). A andlise
qualitativa da expressdo de neurdnios imunorreativos a proteina c-Fos e ir-c-Fos-
OT/AVP mostrou um baixo nimeros de neuronios ir-c-Fos e semelhante ao encontrado
nas imunomarcacdes para c-Fos obtidas em animais intactos. Além disso, as
imunomarcagdes duplas ir-c-Fos-OT/AVP foram inferiores ou praticamente nulas em
relacdo aos animais submetidos as manipula¢des farmacolégicas do NPBL em resposta

a EVEC.
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Fig. 12. (A): Nuamero de neurdnios imunorreativos (ir-) a proteina c-Fos e (B):
nimero de neur6nios ir-c-Fos-OT (ocitocina) nas diferentes subdivisdes do niicleo
paraventricular (Pa): nudcleo comissural anterior (AC), subdivisao medial
magnocelular (PaMM), subdivisao lateral magnocelular (PaLM), subdivisdo
medial parvocelular (PaMP), subdivisdo parvocelular ventral (PaV) e nucleo
supradptico (NSO) do hipotdlamo em ratos submetidos a expansdo isotonica do
volume do liquido extracelular (EVEC) que receberam inje¢des bilaterais de
metisergida (Meti, 8,2 nmol), hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI,
14,0 nmol) ou veiculo no nucleo parabraquial lateral (NPBL). Os resultados estdo

representados como média + EPM. * p < 0,05 vs. Veiculo; n = 4 por grupo.
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Fig. 13. Nimero de neurdnios imunorreativos (ir-) a proteina c-Fos-AVP
(vasopressina) na subdivisdo lateral magnocelular (PaLM) do nicleo
paraventricular (Pa) e nticleo supra-6ptico (NSO) do hipotdlamo em ratos
submetidos a expansdo isotdnica do volume do liquido extracelular
(EVEC) e que receberam injecdes bilaterais de metisergida (Meti, 8,2
nmol), hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI, 14,0 nmol) ou
veiculo no nucleo parabraquial lateral (NPBL). Os resultados estdo

representados como média + EPM. * p < 0,05 vs. Veiculo; n = 4 por

grupo.
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Fig. 14. Fotomicrografias de secgdes coronais representativas dos animais estudados mostrando
imunorreatividade dupla c-Fos e ocitocina (OT) no nicleo supra-6ptico (NSO) em ratos que receberam
inje¢des no nucleo parabraquial lateral (NPBL) de veiculo (A e D); metisergida, 8,2 nmol (B e E) e DOI,
14,0 nmol (C e F) e submetidos a expansdo isotdnica do volume do liquido extracelular (EVEC). As
fotomicrografias dos painéis A, B e C estdo em aumento del0X. Em D, E e F as fotomicrografias estdo
ampliadas 20X. As fotos g, h e i (aumento 40X) sdo detalhes das duplas marca¢Ges indicadas pelas setas.

OX, quiasma 6ptico. Escala da barra = 100 pm.

56



il '._ - ¢ - -
- = - - ’
ay -4 >
3 ;' ¥ ” * 4
X it - i
. - it
-
.
e . -~
1 T sk e : -
-
& - -
] -
5 * -
8 Pl vl -
. L
: -
. x - - » -
* . - -
: - = E
B § = h &
- R e " —
= ” z
- w - o - -
o o - = - i
% i s e = ux - _ -‘Pn-l - e ~
) . : Taat S e S o
L4 - e e i B~ pl . s £ 2
. - ) SR g AT
- e = - T STe - s
5 . z 7 E X R '--. - - _,"
3 » o - ey - 3 i
. (SR et . S T ey ] - » p*
& 3 A - ;
» - Cud o - - -
. 5 g e . 2 - A - > .' -
ey, R " = ; r -t : = —
o 0 E . - i . = -
= - . [ “ B . s . F
s b -3 T
cEe Fret e <L
» ‘._"’ =i o

Fig. 15. Fotomicrografias de seccdes coronais representativas dos animais estudados mostrando
imunorreatividade dupla c-Fos e ocitocina (OT) na subdivisdo lateral magnocelular (PaLM) do
ndcleo paraventricular (NPV) em ratos que receberam inje¢des no nucleo parabraquial lateral
(NPBL) de veiculo (A e D); metisergida, 8,2 nmol (B e E) e DOI, 14,0 nmol (C e F) e submetidos a
expansdo isotonica do volume do liquido extracelular (EVEC). As fotomicrografias dos painéis A,
B e C estdo em aumento de 10X. Em D, E e F as fotomicrografias estio ampliadas 20X. As fotos g,

h e i (aumento 40X) sdo detalhes das duplas marca¢des indicadas pelas setas. 3V, terceiro

ventriculo. Escala da barra = 100 um.
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Fig. 16. Fotomicrografias de sec¢des coronais representativas dos animais estudados mostrando
imunorreatividade dupla c-Fos e ocitocina (OT) na subdivisdo medial magnocelular (PaMM) do nicleo
paraventricular (NPV) em ratos que receberam inje¢des no nucleo parabraquial lateral (NPBL) de
veiculo (A e D); metisergida, 8,2 nmol (B e E) e DOI, 14,0 nmol (C e F) e submetidos a expansio
isotdnica do volume do liquido extracelular (EVEC). As fotomicrografias dos painéis A, B e C estdo
em aumento de 10X. Em D, E e F as fotomicrografias estio ampliadas 20X. As fotos g, h e i (aumento

40X) sao detalhes das duplas marcagdes indicadas pelas setas. 3V, terceiro ventriculo. Escala da barra

=100 pm.
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Fig. 17. Fotomicrografias de sec¢des coronais representativas dos animais estudados mostrando
imunorreatividade dupla c-Fos e ocitocina (OT) no nicleo acessério comissural anterior (AC) do nicleo
paraventricular (NPV) em ratos que receberam injecdes no nicleo parabraquial lateral (NPBL) de veiculo (A
e D); metisergida, 8,2 nmol (B e E) e DOI, 14,0 nmol (C e F) e submetidos a expansdo isotonica do volume
do liquido extracelular (EVEC). As fotomicrografias dos painéis A, B e C estdo em aumento de 10X. Em D,
E e F as fotomicrografias estdo ampliadas 20X. As fotos g, h e i (aumento 40X) s@o detalhes das duplas

marcagdes indicadas pelas setas. 3V, terceiro ventriculo. Escala da barra = 100 pm.
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Fig. 18. Fotomicrografias de secg¢bes coronais representativas dos animais estudados mostrando
imunorreatividade dupla c-Fos e vasopressina (AVP) no niicleo supra-6ptico (NSO) em ratos que
receberam injec¢des no nicleo parabraquial lateral (NPBL) de veiculo (A e D); metisergida, 8,2 nmol (B e
E) e DOI, 14,0 nmol (C e F) e submetidos a expansdo isotdnica do volume do liquido extracelular
(EVEC). As fotomicrografias dos painéis A, B e C estdo em aumento de 10X. Em D, E e F as
fotomicrografias estdo ampliadas 20X. As fotos g, h e i (aumento 40X) sdo detalhes das duplas

marcagdes indicadas pelas setas. OX, quiasma 6ptico. Escala da barra = 100 um.
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Fig. 19. Fotomicrografias de secgdes coronais representativas dos animais estudados mostrando

imunorreatividade dupla c-Fos e vasopressina (AVP) na subdivisdo lateral magnocelular (PaLM) do

nicleo paraventricular (NPV) em ratos que receberam inje¢des no nucleo parabraquial lateral (NPBL)

de veiculo (A e D); metisergida, 8,2 nmol (B e E) e DOI, 14,0 nmol (C e F) e submetidos a expansao

isotdnica do volume do liquido extracelular (EVEC). As fotomicrografias dos painéis A, B e C estdo

em aumento de 10X. Em D, E e F as fotomicrografias estdo ampliadas 20X. As fotos g, h e i (aumento

40X) sdo detalhes das duplas marcacdes indicadas pelas setas. 3V, terceiro ventriculo. Escala da barra =

100 pm.
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Fig. 20. Fotomicrografias de seccdes coronais mostrando a imunorreatividade a proteina c-Fos dos
neuronios vasopressinérgicos (A e C) e ocitocinérgicos (B e D) da subdivisao lateral magnocelular
(LM) do nucleo paraventricular (NPV, A e B) e nicleo supradptico (NSO, C e D) em ratos que
receberam duas sobrecargas hidricas orais (5% peso corporal) com intervalo de 1 hora entre elas. As
fotomicrografias A e B tem aumento de 10X; C e D tem aumento de 20X. Escala da barra = 100 pum.

3V, terceiro ventriculo; OX, quiasma Optico.
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Fig. 21. Fotomicrografias de sec¢des coronais mostrando a imunorreatividade a proteina c-Fos dos neurdnios
vasopressinérgicos (A e C) e ocitocinérgicos (B e D) da subdivisdo lateral magnocelular (LM) do nicleo
paraventricular (NPV, A e B) e nicleo supraéptico (NSO, C e D) em ratos apresentando apenas a canula de sildstico
na veia jugular e ndo submetidos a expansdo isotonica do volume do liquido extracelular (EVEC). As
fotomicrografias A e B tem aumento de 10X; C e D tem aumento de 20X. Escala da barra = 100 um. 3V, terceiro

ventriculo; OX, quiasma 6ptico.
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F) Identificar os grupos neuronais de areas prosencefalicas e do tronco cerebral
imunorreativos a proteina c-Fos em resposta ao estimulo agudo da EVEC e que se
conectam ao NPBL.

Uma vez realizada a injecao do fluorogold (FG) no NPBL, este é captado pelas
terminacdes dos axdnios e caminha por via retrograda até o corpo celular do neur6nio.
Desta forma, em nossos experimentos, quando a drea mantém conexdes com o NPBL
verifica-se o0 FG no seu corpo celular, bem como nos axo6nios e dendritos. Esta
marcacgdo € citoplasmadtica. Na dupla marcagao (c-Fos-FG) nota-se marcagdes tanto no
ntcleo (Fos) quanto no citoplasma (FG). As injecdes iontoforéticas de FG, como a que
se observa na Fig. 24 foram feitas principalmente nas por¢des central e dorso-lateral do
NPBL (Fulwiler e Saper, 1984).

Em ratos submetidos a EVEC isotdnica e previamente microinjetados com FG no
NPBL ocorreu um aumento do nimero de neurdnios imunorreativos (ir-) a protefna-c-
Fos no NTS (29,0 + 4,8 vs. sem EVEC: 12,6 + 3,2) e no nimero de neurdnios ir-c-Fos-
FG (5,3 £ 1,2 vs. sem EVEC: 0,5 £ 0,5), (Figs. 22 A e B e 25). No NDR houve aumento
do nimero de neurdnios ir-c-Fos (17,0 = 1,9 vs. sem EVEC: 6,6 + 1,2) e no nimero
neuronios ir-c-Fos-FG (4,7 £ 0,5 vs. sem EVEC: 0,5 + 0,3) em resposta a EVEC (Figs.
22 A e B e 26). No locus coeruleus (LC) houve aumento apenas no nimero de neurdnios
ir-c-Fos-FG (2,6 + 0,3 vs. sem EVEC: 0,3 + 0,3) (Figs. 22 B e 27) sem alteracdes no
nimero de neurdnios ir-c-Fos entre os ratos submetidos ou nao a EVEC (Fig 22 A).

Em dareas prosencefilicas, os ratos previamente microinjetados com FG no NPBL
e submetidos a EVEC isotOnica, apresentaram aumento no nimero de neurdnios ir-c-Fos
no NPV (subdivisdo ventral - que € caracterizada por apresentar neurdnios de projecdes
ndo enddcrinas) (30,6 = 1,8 vs. sem EVEC: 13,2 + 1,6) e no nimero de neurdnios ir-c-
Fos-FG (4,8 = 0,5 vs. sem EVEC: 0,7 + 0,3) (Figs. 23 A, B e 31). Além disso, houve
aumento no nimero de neurdnios ir-c-Fos na divisdo dorsal do niicleo da estria terminal
(BST) (21,5 £ 1,6 vs. sem EVEC: 7,5 + 0,3) e no niimero de neurdnios ir-Fos-FG (3,2 +
0,3 vs. sem EVEC: 0,3 £ 0,3) em resposta a EVEC (Figs. 23 A, B e 30). O nicleo central
da amigdala (ACe) também apresentou aumento no nimero de neuronios ir-c-Fos (25,0
+ 2,0 vs. sem EVEC: 7,5 = 0,3) e no nimero de neurdnios ir-c-Fos-FG (5,2 + 0,2 vs.
sem EVEC: 0,3 + 0,3) em resposta a EVEC (Figs. 23 A e B e 29).

A Fig. 32 mostra um neurdnio ocitocinérgico marcado com fluoresceina e que se
apresenta co-localiza¢do de ocitocina (marcagdo citoplasmética) com a proteina c-Fos

(nuclear) (revelado com DAB) e visualizado em campo claro. Qualitativamente, esta
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imunomarcac¢do confirma os resultados anteriormente obtidos, mostrando que os
neurOnios ocitocinérgicos sdo ativados e participam dos mecanismos de controle em
resposta a EVEC. A Fig. 28 também evidencia, qualitativamente, um neurdnio que
apresenta o padrdao de imunorreatividade tripla: proteina c-Fos-FG-SHT no NDR. Este
padrdao de marcacdo sugere que os neurdnios serotoninérgicos do NDR foram ativados

em reposta a EVEC e se conectam diretamente ao NPBL.
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Fig. 22. (A): Numero de neurdnios imunorreativos (ir-) a proteina c-Fos
e (B): neur6nios duplamente marcados com a proteina c-Fos-FG
(Fluorogold) em édreas do tronco cerebral: nicleo do trato solitdrio
(NTS, por¢ao adjacente a area postrema), locus coeruleus (LC) e o
nucleo dorsal da rafe (NDR). Os animais foram previamente (7 dias
antes) injetados com FG no nudcleo parabraquial lateral (NPBL) e
submetidos ou ndo a expansdo isotonica do volume do liquido
extracelular (EVEC) (NaCl 0,15 M). Os resultados estdo representados
como média + EPM. * p < 0,05 vs. sem EVEC.
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Fig. 23. (A): Numero de neur6nios imunorreativos (ir-) a proteina c-Fos e (B):
neuronios duplamente marcados com a proteina c-Fos-FG (Fluorogold) em éreas
prosencefélicas: niicleo paraventricular (NPV, porcdo ventral), o nticleo central da
amigdala (ACe) e o nucleo da estria terminal (BST, parte dorsal). Os animais foram
previamente (7 dias antes) microinjetados com FG no nicleo parabraquial lateral
(NPBL) e submetidos ou nao a expansdo isotonica do volume do liquido
extracelular (EVEC) (NaCl 0,15 M). Os resultados estdo representados como média

+ EPM. * p < 0,05 vs. sem EVEC.
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Fig. 24. A seta indica o sitio de injecdo de
fluorogold no NPBL. A deposi¢do iontoforética
limitou-se a por¢do acima do pedinculo cerebelar
superior (pcs)
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Fig. 25. Fotomicrografias de seccdes coronais representativas dos animais estudados
mostrando o padrio de imunorreatividade a proteina c-Fos e ao Fluorogold (FG) dos
neur6nios do niucleo do trato solitario (NTS), por¢do adjacente a drea postrema (AP), apds 7
dias da injecdo iontoforética deste marcador retrégrado aplicado no nucleo parabraquial
lateral (NPBL) em animais submetidos ou ndo a expansao do volume do liquido extracelular
(EVEC). As fotomicrografias dos painéis A e B sdo representativas dos animais sem a
EVEC (controles) (aumentos 10 e 40X, respectivamente). As fotomicrografias dos painéis C
e D sdo representativos dos animais submetidos a EVEC (aumentos 10 e 40X,
respectivamente). As fotos e e f (ampliadas 60X) sdo detalhes do neurdnios indicados pelas
setas apresentando somente FG (e) ou colocalizados com c-Fos-FG (f). Escala da barra =

100 pm.
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Fig. 26. Fotomicrografias de seccdes coronais representativas dos animais estudados

N

mostrando o padrio de imunorreatividade a proteina c-Fos e ao Fluorogold (FG) dos
neur6énios do locus coeruleus (LC) apds 7 dias da injecdo iontoforética deste marcador
retrogrado aplicado no nucleo parabraquial lateral (NPBL) em animais submetidos ou nédo a
expansao do volume do liquido extracelular (EVEC). As fotomicrografias dos painéis A ¢ B
sdo representativas dos animais sem a EVEC (controles) (aumentos 10 e 40X,
respectivamente). As fotomicrografias dos painéis C e D sdo representativos dos animais
submetidos a EVEC (aumentos 10 e 40X, respectivamente). As fotos e e f (ampliadas 60X)
sao detalhes dos neurdnios indicados pelas setas apresentando somente FG (e) ou

colocalizadas com c-Fos-FG (f). Escala da barra = 100 um.
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Fig. 27. Fotomicrografias de sec¢des coronais representativas dos animais estudados mostrando o

padrao de imunorreatividade a proteina c-Fos e ao Fluorogold (FG) dos neur6nios do nicleo dorsal

da rafe (NDR) mostrando o padrdo de imunorreatividade dos neurdnios a proteina c-Fos e ao

Fluorogold (FG) ap6s 7 dias da injec@o iontoforética deste marcador retrogrado aplicado no nucleo

parabraquial lateral (NPBL) em animais submetidos ou ndo a expansdao do volume do liquido

extracelular (EVEC). As fotomicrografias dos painéis A e B sdo representativas dos animais sem a

EVEC (controles) (aumentos 10 e 40X, respectivamente). As fotomicrografias dos painéis C e D sdo

representativos dos animais submetidos a8 EVEC (aumentos 10 e 40X, respectivamente). As fotos e e

f (ampliadas 60X) sdo detalhes do neurdnios indicados pelas setas apresentando somente FG (e) ou

colocalizadas com c-Fos-FG (f). Escala da barra = 100 um.
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Fig. 28. Fotomicrografias de seccdes coronais ao nivel do nicleo dorsal da rafe (NDR) mostrando o
padrao de imunorreatividade tripla a proteina c-Fos-Fluorogold (FG)-serotonina (SHT) apds 7 dias da
injecdo iontoforética deste marcador retrogrado aplicado no nucleo parabraquial lateral (NPBL) em
animais submetidos a expansdo de volume do liquido extracelular (EVEC). Em A, o neurdnio
evidenciado pelo circulo branco representa a marcagao citoplasmatica da SHT observada com o filtro
de fluoresceina (aumento de 40X). Em B visualizamos o mesmo neurdnio evidenciado pelo circulo

negro mostrando o padrdo de imunorreatividade da dupla c-Fos-FG observado em campo claro

(aumento de 40X). Escala da barra = 400 pm.
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Fig. 29. Fotomicrografias de seccOes coronais representativas dos animais estudados

mostrando o padrdo de imunorreatividade a proteina c-Fos e ao Fluorogold (FG) dos

neurdnios da amigdala central (ACe) apés 7 dias da inje¢do iontoforética deste marcador

retrogrado aplicado no nucleo parabraquial lateral (NPBL) em animais submetidos ou ndo a

expansdo do volume do liquido extracelular (EVEC). As fotomicrografias dos painéis A e B

sdo representativas dos animais

sem a EVEC (controles) (aumentos

10 e 40X,

respectivamente). As fotomicrografias dos painéis C e D sdo representativos dos animais

submetidos a EVEC (aumentos 10 e 40X, respectivamente). As fotos e e f (ampliadas 60X)

sdo detalhes dos neurdnios indicados pelas setas apresentando somente FG (e) ou

colocalizadas com c-Fos-FG (f). Escala da barra = 100 um.
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Fig. 30. Fotomicrografias de secgdes coronais seccdes coronais representativas dos
animais estudados mostrando o padrdo de imunorreatividade a proteina c-Fos e ao
Fluorogold (FG) dos neur6nios do ntcleo da estria terminal (BST) apds 7 dias da inje¢do
1ontoforética deste marcador retrogrado aplicado no nucleo parabraquial lateral (NPBL)
em animais submetidos ou ndo a expansao isotdnica do volume do liquido extracelular
(EVEC). As fotomicrografias dos painéis A e B s@o representativas dos animais sem a
EVEC (controles) (aumentos 10 e 40X, respectivamente). As fotomicrografias dos
painéis C e D sdo representativos dos animais submetidos a EVEC (aumentos 10 e 40X,
respectivamente). As fotos e e f (ampliadas 60X) sdo detalhes dos neurdnios indicados
pelas setas apresentando somente FG (e) ou colocalizadas Fos-FG (f). Escala da barra =

100 pm.
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DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a participacdo do mecanismo serotoninérgico do
NPBL sobre a excre¢do cumulativa de dgua e eletrdlitos, respostas hormonais (AVP,
OT e ANP) e a caracterizagdo imunohistoquimica (através da expressdo da proteina-c-
Fos em neurdnios ocitocinérgicos, vasopressinérgicos, catecolaminérgicos e
serotoninérgicos) de estruturas do SNC em resposta a EVEC. Os resultados do presente
estudo mostram que microinje¢des bilaterais do antagonista ndo seletivo de receptores
serotoninérgicos metisergida no NPBL foram capazes de atenuar o aumento da excre¢ao
de sddio, potdssio e volume urindrio normalmente observado em resposta ao estimulo
agudo induzido pela EVEC isotonica.

Por outro lado, o pré-tratamento com o agonista de receptores serotoninérgicos
SHT2.0. DOI no NPBL produziu um incremento significativo na excrecdo de sddio,
potdssio e volume urindrio no periodo de 20 a 40 min em resposta a EVEC em
comparacdo aos ratos pré-tratados com salina no NPBL e submetidos a EVEC. No
presente trabalho, animais pré-tratados com salina no NPBL apresentaram uma
evolucdo temporal (ver o apéndice) da excrecdo urindria de dgua, sédio e potdssio em
resposta a EVEC isotonica semelhante aquela descrita por Haanwinckel e cols, (1995).

As duas doses testadas de DOI (2,8 ou 14,0 nmol) ou metisergida (2,0 ou 8,2
nmol) no NPBL foram escolhidas baseadas em estudos anteriores de Menani e Johnson
(1995) e Menani e cols (1996), mostrando que a metisergida na dose de (8,2 nmol) é
capaz de induzir ingestdo de sédio quando realizada microinjecao no NPBL, sendo que
o agonista DOI na dose de (14,0 nmol), quando injetado nesta mesma estrutura, induziu
efeitos opostos (reducdo) na ingestao de sddio. O pré-tratamento com doses menores de
metisergida (2,0 nmol) ou DOI (2,8 nmol) no NPBL permitiu comparar a sensibilidade
(efeito dose-dependente da metisergida ou DOI) no NPBL na mediagcdo das respostas
renais induzidas pela EVEC isotdnica.

Nao foram observadas alteragdes significativas na excrecao de dgua e eletrélitos
em animais que foram apenas pré-tratados com metisergida ou DOI no NPBL e ndo
submetidos a EVEC. Portanto, estes resultados sugerem que em situacdes normais os
mecanismos serotoninérgicos do NPBL nao estdo envolvidos no controle da secre¢io de
AVP, OT e ANP e que estes estariam sob o controle de outro (s) mecanismo (s). Além
disso, estes resultados sugerem que o sistema serotoninérgico pode atuar no NPBL

modulando o aumento da excrecdo de 4gua e eletrétitos em resposta as variacdes de
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volume do liquido extracelular.

Ainda, neste trabalho, o0s experimentos envolvendo manipulacdes
farmacoldgicas no NPBL, mostraram resultados semelhantes aqueles descritos por Reis
e cols (1994). Estes pesquisadores demonstraram que lesdes eletroliticas do nucleo
dorsal da rafe (NDR) diminuiram a excrecdo de s6dio, e aumentaram temporariamente
(3-5 dias) a ingestdo e excrecdo urindria de dgua, além de reduzir a liberacao plasmatica
do ANP induzido pela EVEC. Os mesmos pesquisadores mostrararam que a deplecao
de neurOnios serotoninérgicos com o emprego de paraclorofenilalanina (PCPA),
inibidor da sintese de serotonina, também diminuiu a excre¢do de sodio e potdssio em
ratos submetidos a EVEC. Resultados semelhantes a estes foram obtidos no presente
estudo, uma vez que o antagonista serotoninérgico metisergida no NPBL foi eficaz em
atenuar o aumento da diurese e excrecao de eletrdlitos induzida pela EVEC. As doses de
metisergida, no entanto, ndo demonstraram efeitos significativos sobre a osmolalidade
urindria.

Reis e cols, 1991, também mostraram que inje¢des intracerebroventriculares
(icv) de agonistas serotoninérgicos (DOI ou serotonina) produziram aumento
significativo na excre¢do urindria de sédio. Igualmente, a excre¢do de sdédio induzida
pela administrag@o central de paracloroanfetamina (PCA), um composto que aumenta a
concentracdo sindptica de serotonina, em ratos hidratados, também produziu aumento
significativo na excre¢do renal de sédio e potéssio (Stein e cols, 1987). Podemos sugerir
que estes efeitos foram devidos a acdo deste agente serotoninérgico uma vez que a sua
administracdo periférica ndo alterou a excrecdo de sédio (Stein e cols, 1987). Nesse
mesmo estudo (Stein e cols, 1987), mostraram que a administracdo intraperitoneal de
PCPA, um inibidor da triptofano hidroxilase, aboliu a natriurese induzida pela
administracao intracerebroventricular de PCA.

Quanto a ingestao, estudos de Menani e cols (1996; 1998) demonstraram que a
metisergida microinjetada no NPBL apresenta efeitos facilitatorios sobre a ingestdo de
s6dio em ratos submetidos a injecdes centrais de ANG II ou em animais previamente
depletados de s6dio ou submetidos a injecdes subcutaneas de furosemida associado ao
captopril. Os efeitos produzidos pelas microinje¢des de DOI no NPBL nos estudos de
Menani e cols (1996; 1998), mostraram inibi¢ao da ingestdo de sdédio, sugerindo que a
serotonina no NPBL poderia exercer um efeito inibitério sobre a ingestao de sédio. Os
resultados obtidos no presente trabalho demonstram que o DOI potenciou a excrecdo de

N

s6dio em resposta a EVEC, o que sugere uma funcdo reguladora das vias
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serotoninérgicas do NPBL no controle do volume dos liquidos corporais. Além disso,
foram realizados estudos para avaliar a participac@o da via serotoninérgica do NPBL na
modulacdo da liberagdo dos hormonios plasmaticos (AVP, OT e ANP), bem como, a
presenca de grupos neuronais serotoninérgicos, catecolaminérgicos, ocitocinérgicos e
vasopressinérgicos imunorreativos a proteina c-Fos, em resposta a EVEC.

Os resultados obtidos demonstraram que os animais que receberam injecdes de
metisergida no NPBL apresentaram uma atenuacdo do aumento da concentragdo
plasmética de ANP e OT, normalmente observado em resposta a EVEC. Os resultados
obtidos a partir da quantificacdo das imunomarcagdes duplas, nos quais, 0s animais que
receberm injecdoes de metisergida no NPBL apresentaram redu¢do no nimero de
neurdnios ir-c-Fos e ir-c-Fos-OT nas subdivisdes PaMM e PalLM do NPV. Estas
observacdes podem ser correlacionados aos resultados em que obtivemos uma
atenuacdo no aumento da concentracdo plasmatica de OT normalmente observada em
resposta a EVEC.

Os resultados mostraram também um aumento na concentracdo plasmaética de
AVP em ratos que receberam injecdes de metisergida no NPBL em resposta 8 EVEC
isotOnica. Os resultados obtidos a partir da quantificagdo das imunomarcacdes duplas,
mostraram que os animais pré-tratados com metisergida no NPBL apresentaram
aumento significativo no nimero de neurdnios ir-c-Fos-AVP na subdivisao LM do NPV
(que caracteriza-se pelo predominio de neur6nios vasopressinérgicos) € no NSO em
resposta a0 mesmo paradigma experimental. Nesse sentido, estas observacdes podem
ser correlacionados aos resultados em que obtivemos um aumento na concentracdo
plasmética de AVP em ratos que receberam injecdes de metisergida no NPBL em
resposta a EVEC.

Menani e cols (1995; 1996) mostraram o que inje¢des bilaterais de metisergida
(4 pg/ 200 nl) no NPBL foram capazes de induzir aumento na pressao arterial de ratos.
Estes mesmo autores demonstraram que injecdes de metisergida no NPBL potenciam a
ingestdo de dgua e de s6dio em animais submetidos a estimulos de desidratagcdo
extracelular. Estes resultados, em conjunto aos que estdo sendo apresentados neste
estudo mostraram que os animais submetidos a injecdes de metisergida no NPBL em
resposta 2 EVEC apresentaram anti-diurese e anti-natriurese. Essa resposta sinalizaria
para um mecanismo renal de protecdo evitando a perda de liquidos e eletrdlitos.
Levando-se em consideragao que o bloqueio do mecanismo serotoninérgico do NPBL

(pela injecao de metisergida) induz aumento da PA poderiamos sugerir que os sistemas
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de controle responsidveis pela manutencdo da PA deixariam de responder
adequadamente, estimulando o aumento da secre¢do de AVP, tanto no plasma, quanto
nos neurdnios magnocelulares vasopressinérgicos do NPV. A retirada do mecanismo
inibitério do NPBL poderia ser comparada aos efeitos produzidos pelas lesdes
eletroliticas do NPBL. Animais apresentando lesdes eletroliticas do NPBL aboliram a
inibicdo da ingestdo de dgua observada durante a distensdo de um baldo inserido no
atrio direito (Ohman e Johnson, 1989). Nesses animais a lesdo do NPBL prejudicaria a
ativacdo de sistemas de controle sensiveis a expansao de volume (Kaufman, 1984), o
que também pode ser observado nos estudos de (Ohman e Johnson, 1986)
demonstrando que lesdes do NPBL potenciam o efeito dipsogénico da ANGII
administrada intracerebroventricularmente.

Andrade e cols (1998) demonstraram que a serotonina pode apresentar
modulagdo excitatéria ou inibitéria nos ciruitos neurais, estando esta modulacio
relacionada a diferentes tipos de receptores e canais i0nicos. A modulagdo da liberacao
de vasopressina tem sido demonstrada estar sob o controle inibitério do GABA (Knepel
e cols, 1980; Iovino e cols, 1982; Brennan e cols, 1984a, 1984b; Jhamandas e cols,
1987). Feng e cols (2001) demonstraram que os receptores serotoninérgicos SHT2
podem promover uma reducdo da inibicdo gabaérgica (receptores GABA A) em
circuitos do cortex pré-frontal relacionados a emogao e cognicgao.

Estudos da literatura (Grindstaff e Cunningham, 2001), sugeriram a existéncia
de uma via neural em que o NPBL enviaria projecdes a banda diagonal de broca
(DBB) e esta, por sua vez, seria responsdvel por enviar projecdes excitatérias a zona
perinuclear (PZN) do NSO que através de uma via gabaérgica inibiria a secrecao de
vasopressina (Tribollet e cols, 1985; Renaud e cols, 1996; Jhamandas e cols, 1999).
Além disso, estudos de Jhamandas e cols (1991), sugeriram que aferéncias
provenientes do NPBL poderiam enviar projecoes para a PZN e influenciar neur6nios
ocitocinérgicos e vasopressinérgicos deste circuito. A ativacdo da PZN, uma regido
gabaérgica do hipotdlamo lateral que se projeta para neurdnios vasopressinérgicos do
NSO tem sido implicada na inibi¢do da AVP em resposta a alteragdes de volume,
Além disso, estudos demonstraram que a PZN apresentou aumento significativo de
neurdnios imunorreativos a proteina c-Fos em resposta a expansdo isotdonica de
volume (Grindstaff e Cunningham, 2001a; 2001b). Godino e cols, 2005 também
demonstraram aumento no nimero de neurdnios imunorrativos a proteina c-Fos na

DBB em reposta a EVEC isotonica. Nesse sentido, os resultados da literatura
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sugerem que o NPBL faria parte de um circuito integrando a DBB e a PZN, que
ativaria os neurdnios gabaérgicos do NSO modular a secrecdo de vasopressina em
reposta 2 EVEC (Grindstaff e Cunningham, 2001a; 2001b; Tribollet e cols, 1985;
Jhamandas e cols, 1989; Renaud e cols, 1996).

O pré-tratamento com DOI no NPBL induziu um incremento significativo na
concentracdo plasmatica de OT e ANP, sem alterar os niveis plasmaticos de AVP em
resposta a EVEC. Haanwinckel e cols (1995) e mais recentemente, Godino e cols
(2005) mostraram que a EVEC isotonica induz aumento das concentragdes plasmaticas
de OT e ANP e reducdo da AVP. Resultados da literatura mostraram que a OT é um
potente peptideo natriurético e caliurético e que esses efeitos podem ser independentes
da vasopressina (Balment e cols, 1980; Stricker e cols, 1987; Haanwinckel e cols,
1995). A partir da quantificacdo das imunomarcacdes duplas, os resultados obtidos
mostraram que os ratos que receberam inje¢des de DOI no NPBL apresentaram um
aumento no nimero de neurdnios ir-c-Fos-OT nas subdivisdes AC e MM do NPV em
resposta a EVEC. Dessa forma, estas observagdes morfo-funcionais podem ser
correlacionadas aos resultados em que obtivemos um incremento na concentragao
plasmdtica de OT em resposta a EVEC.

Por outor lado, os ratos pré-tratados com DOI no NPBL apresentaram redugdo
no nimero de neurdnios ir-c-Fos-AVP no NSO, mas nao foram observadas alteracoes
na concentragdo plasmaética deste hormdnio em resposta a EVEC. Resultados de Godino
e cols, 2005, mostraram que apds a realizacdo da EVEC isotdnica existe um aumento no
nimero de neurdnios ir-c-Fos-OT em diferentes subniicleos do NPV (LM e MM) e
NSO, porém, mostraram também auséncia de alteracdes na imunomarcagao ir-c-Fos-
AVP nas subdivisdes magnocelulares do NPV e do NSO.

No presente trabalho também foram realizados estudos neuroanatdmicos através
das injecdes iontoforéticas do marcador retrogrado de vias fluorogold no NPBL e
identificados os grupos neuronais imunorreativos a proteina c-Fos em resposta a EVEC
isotonica. Dentre as dreas prosencefdlicas que foram ativadas pela EVEC e que
apresentaram projecoes diretas ou monossindpticas para o NPBL encontram-se: o NPV
(por¢do ventral), que apresenta neurdnios com projecdes ndo enddcrinas para o tronco
cerebral e vias autondmicas; ACe e BST. Estes resultados sdo de grande importancia,
pois evidenciam quais areas prosencefalicas que se conectam diretamente com o NPBL,
e fazem parte de um circuito neural que recebe e integra informagdes especificas

envolvidas com o balanco do equilibrio hidrossalino em resposta a EVEC. Estudos
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adicionais necessitam ser realizados no sentido de esclarecer qual o significado destas
aferéncias do NPV, BST e ACe ao NPBL.

Virios estudos tém demonstrado que a modulacdo execida pela serotonina sobre
os neurdnios vasopressinérgicos e ocitocinérgicos do NPV € mediada primariamente
por receptores SHT2 (Levy e cols, 1992; Uvnas-Moberg e cols, 1996). Além disso,
estudos prévios demonstraram que os neurénios do NPV, mas ndo do NSO podem ser
ativados por terminacgdes serotoninérgicas para aumentar a secrecao de ocitocina (Van
der Kar e cols, 1995). Resultados de (Zhang, 2002) demonstraram que a administracao
subcutanea de DOI foi capaz de induzir ativacdo dos receptores SHT2A do NPV
levando a liberagdo de ocitocina, prolactina e renina para a circulagao.

Os resultados de Andrade e cols (1998) demonstraram que a serotonina pode
apresentar modulagao excitatéria ou inibitéria dependendo do subtipo de receptor sobre
os ciruitos neurais. Os presentes resultados indicam que o mecanismo serotoninérgico
do NPBL exibe efeitos dissociados no que diz respeito a liberagdo de ocitocina e
vasopressina pelos neurdnios magnocelulares do NPV e NSO em resposta a EVEC.
Esses resultados sdo importantes porque sugerem que o mecanismo serotoninérgico do
NPBL influenciaria de forma distinta a secrecdo dos hormonios neurohipofisarios AVP
e OT: por um lado facilitando as respostas natriuréticas, caliuréticas e diuréticas em
virtude do incremento dos niveis plasmaticos de OT e ANP, sem alterar os niveis
plasméticos da AVP em resposta a EVEC. Por outro lado, efeitos opostos (a esses
facilitatorios) puderam ser observados sobre a secrecdo dos hormonios
neurohipofisdrios, concentracdo plasmdtica desses hormonios e excre¢do de dgua e
eletrélitos, quando a metisergida foi administrada no NPBL em resposta a EVEC.

Os resultados de Godino e cols (2005) demonstraram aumento no nimero de
neurdnios ir-c-Fos-SHT no NDR em resposta a EVEC isotonica, sugerindo a
participacdo da via serotoninérgica do NDR nos mecanismos de controle da
hipervolemia induzida pela EVEC. Nossos resultados mostram que o pré-tratamento
com DOI no NPBL induziu uma reducao significativa no nimero de neuronios ir-c-Fos-
SHT no NDR em resposta a EVEC. Tanto o NPBL como o0 NDR mantém uma conexao
neural bidirecional. Estudos utilizando tragadores anterégrados (Saper e Loewy, 1980;
Lee e cols, 2003), mostraram que o NDR recebe projecdes do NPBL. E também, os
resultados que estao sendo apresentados aqui, pela utilizacdo do tragcador retrégrado de
vias Fluorogold, demonstram que os neurdnios serotoninérgicos do NDR foram

ativados em resposta a EVEC e se projetam para o NPBL. Portanto, nossa proposta é
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que a serotonina presente no NPBL seja originada a partir do NDR, que além de
apresentar corpos celulares produtores de serotonina, caracteriza-se como a maior
projecao ascendente serotoninérgica para as dreas prosencefélicas. A ativacdo dos
mecanismos inibitérios do NPBL reduzindo o nimero de neurdnios ir-c-Fos-SHT no
NDR precisam ser melhor elucidados no sentido investigar a importancia desta via
modulatdria.

O pré-tratamento com metisergida no NPBL induziu um aumento no nimero de
neurdnios ir-c-Fos e ir-c-Fos-TH no NTS em resposta a EVEC. Nossa sugestdo é que o
NTS recebe aferéncias de barorreceptores que sinalizariam para uma situacdo de
aumento da PA, uma vez que a microinjecdo de metisergida no NPBL induz este
aumento (Menani e cols, 1995) e, nesse sentido, os resultados sugerem que a ativagao
da via catecolaminérgica, presente nesta estrutura do tronco cerebral, estd associada a
regulacdo de situagdes de hipervolemia induzida pela EVEC. Os resultados obtidos no
presente estudo a partir das inje¢des iontoforéticas de fluorogold no NPBL mostraram
que o NTS e o LC apresentam conexdes com este nucleo pontino e foram ativados
(através da expressao da proteina c-Fos) em resposta a EVEC.

Na Fig. 33 apresentamos um diagrama esquemdtico mostrando o possivel
circuito neural envolvido no controle do volume dos liquidos corporais em resposta a
EVEC isotonica. Esta via neural envolveria primeiramente a ativacdo de
barorreceptores e receptores de volume cardiopulmonares que enviariam impulsos
aferentes para estruturas do tronco cerebral (NTS, AP e LC) em resposta as variagdes
de volume do liquido extracelular ou alteragdes na pressdo arterial. Uma via
serotoninérgica proveniente dessas duas estruturas foi descrita por Langa e Van der
Kooy (1985). Tanto o NTS, como a AP poderiam enviar projecdes ao LC e este, por
sua vez, enviaria projecoes a nucleos de integragdo como o NPBL, NDR e ACe que
apresentariam conexdes com o NPV e NSO do hipotdlamo (Saper e Loewy, 1980;
Sawchenko e cols, 1983; Larsen e cols, 1991; Petrov e cols, 1992). O DRN, uma vez
ativado, poderia, através de projecdes diretas ou por conexdes via ACe ativar a
liberag@o de OT pelos neurdnios magnocelulares do NPV e NSO (Moore e cols, 1978;
Cecheto e Saper, 1988; Ma e cols, 1991; Petrov e cols, 1994; Palkovits, 1999). No
caso especifico do NPBL (que envia projecOes diretas ao NPV), estd sendo proposta a
existéncia de uma via serotoninérgica modulatdria para a secrecdo de OT no NPV e
indiretamente via DBB e PZN (através da modulacdo gabaérgica) que sinalizaria ao

NSO para o controle da liberacdo de AVP (Grindstaff e Cunningham, 2001, 2001b;
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Tribollet e cols, 1985; Jhamandas e cols, 1989; Renaud e cols, 1996). Em adicao,
resultados da literatura (Antunes-Rodrigues e cols, 1993; Haanwinckel e cols, 1995;
Antunes-Rodrigues e cols, 1997; Chriguer e cols, 2001) mostraram que a via
estimulatéria da secrecio de OT poderia ser através da ativacdo de terminais
ANPérgicos intrahipotalamicos que por sua vez induziriam a sintese e liberacdo de
ANP central, que ativaria a liberacdo neurohipofisaria de OT. Esta, uma vez liberada
para a circulacdo sanguinea, induziria a liberacdo cardiaca de ANP responsavel pela
diurese, natriurese e vasodilatacio necessdrias para restabelecer o equilibrio
hemodinamico e a homeostase dos liquidos corporais. Além disso, a OT apresentaria
um potente efeito natriurético por suas acdes diretas ou indiretas sobre os tubulos
renais.

Os resultados obtidos no presente trabalho revelam grupos neuronais especificos
ativados no SNC em resposta a EVEC isotonica e que se projetam ao NPBL. Estes
grupos neuronais fazem parte de um cicuito neural que recebe e integra informacdes
provenientes dos sistemas de controle dos liquidos corporais. Em suma, os resultados
obtidos sugerem que o sistema serotoninérgico presente no NPBL constitui um dos
responsdveis pela regulacdo neuroenddcrina do volume dos liquidos orgéanicos
modulando a excre¢do de dgua e eletrdlitos, bem como a liberagdao de AVP, OT e ANP

sabidamente envolvidos nesta regulacao homeostatica.
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Fig. 33. Diagrama esquematico mostrando o possivel mecanismo neural ativado em resposta a
expansdo de volume do liquido extracelular (EVEC). Este inclui o mecanismo serotoninérgico
(SHT) presente no nucleo parabraquial lateral (NPBL) modulando a liberagdo de hormonios
neurohipofisarios (vasopressina - AVP e ocitocina - OT) e também o peptideo natriurético atrial
(ANP), além da excrecdao de 4gua e eletrdlitos. O painel da esquerda (A) estd mostrando o
mecanismo cerebral hipotético quando DOI € microinjetado no NPBL e o da direita (B) esta
mostrando o mecanismo cerebral hipotético quando Meti € microinjetada no NPBL.
Metisergida (Meti — antagonista de receptores serotoninérgicos SHT,,; 2,5-dimetoxi-4-
iodoamphetamine hydrobromide (DOI — agonista de receptores serotoninérgicos SHTuc).
NTS, nucleo do trato solitario; AP, area postrema; LC, locus coeruleus; NDR, niicleo dorsal da
rafe; ACe nucleo central da amigdala; AV3V, regido anteroventral do terceiro ventriculo; DBB,
banda diagonal de broca,; NPV, nicleo paraventricular do hipotdlamo; NSO, ntcleo supra-

optico do hipotdlamo.
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SUMARIO

\ Os resultados sugerem que 0 mecanismo serotoninérgico presente no NPBL participa

modulando a excre¢do de dgua e eletrélitos urindrios em resposta a8 EVEC isotonica.

V' O sistema serotoninérgico presente no NPBL participa modulando as vias centrais

envolvidas na liberacdo de AVP, OT e ANP em resposta a EVEC isotonica.

\ Os resultados obtidos a partir das inje¢Oes iontoforéticas de FG revelaram grupos
neuronais especificos dentro do sistema nervoso central que se projetam ao NPBL e sao
ativados em resposta a EVEC isotonica. O NPBL recebe varias projecdes aferentes de
estruturas do tronco cerebral NTS, LC, NDR e aferéncias prosencefélicas como ACe,
BST e NPV formando um circuito neural que integra informacdes provenientes dos

sistemas de controle envolvidos na regulacao dos liquidos corporais.
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Fig 3. Excrecao de sédio e potdssio em ratos submetidos a expansdo isotonica do volume do

liquido extracelular (EVEC, NaCl 0,15 M) e microinjetados no nucleo parabraquial lateral

(NPBL) com veiculo ou metisergida (Meti, 2,0 ou 8,2 nmol/0,2 ul). Os gréificos (A) e (B)

representam a excre¢do urindria de s6dio (UNa+V); (C) e (D) representam a excre¢ao urindria de

potassio (UK+V). Os resultados estdo representados como média + EPM. * p < 0,05 vs. Veiculo

(ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls para comparagdes multiplas). Notar que as escalas

da ordenada para a excrecdo de sddio e potassio em (A e B) e (C e D) s@o diferentes; n = 8.
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Fig. 4. Volume urindrio e osmolalidade urindria em ratos submetidos ou ndo a expansao
isotonica do volume do liquido extracelular (EVEC, NaCl 0,15 M) e microinjetados no nicleo
parabraquial lateral (NPBL) com veiculo ou metisergida (Meti, 2,0 ou 8,2 nmol/0,2 ul). Os
graficos (E) e (F) representam volume urindrio (UV); (G) e (H) representam osmolalidade
urindria (Osm). Os resultados estdo representados como média + EPM. * p < 0,05 vs. Veiculo

(ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls para comparacdes multiplas); n = 8.

108



5 min apoés EVEC

Sem EVEC
—o— Veiculo
0.30+ 10- . -1 DOl 1
-8 DOI 5
'.E "-:: 8
£ ‘E
% %7 e
o -
£ o 0.151 - 2 g
5 9 S e,
g g
a el
2
0.00 . . . . 0 : . . .
0 20 40 60 0 20 40 60
Tempo (min) Tempo (min)
0.12- °7
— 4
‘= £
= £
] d
d > v i
> + 5 3
£ 2 0.06- X g
> 8" 2 2-
& o
2 2 1
0.00 . : ; . 0
0 20 40 60
Tempo (min) Tempo (min)

Fig.5. Excrecdo de sédio e potdssio em ratos submetidos ou ndo a expansao isotonica do volume do
liquido extracelular (EVEC, NaCl 0,15 M) e microinjetados no ntucleo parabraquial lateral (NPBL)
com veiculo ou hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI, 2,8 ou 14,0 nmol/0,2 ul). Os
graficos (A) e (B) representam a excrecdo urindria de s6dio (UNa+V); (C) e (D) representam a
excrecdo urindria de potassio (UK+V). Os resultados estdo representados como média + EPM. * p <
0,05 vs. Veiculo; ¥ p < 0,05 vs. DOI 1. (ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls para
comparacdes multiplas). Notar que as escalas da ordenada para a excre¢do de sddio e potdssio em

(A e B) e (CeD)sio diferentes; n = 8.

109



uv
(1/100g/min)

Osm
(mOsm.Kg H,0)

Sem EVEC 5 min ap6s EVEC

—o— Veiculo
80 *
3207 - DO 1
- DOI 5
T 2404
£
) > D
40 D 8 160-
T
2
80
0 T T T T
0 20 40 60 0 : - " o
Tempo (min)
Tempo (min)
150~ 300-
)
N
100- e T, 2001
o X
O E
o]
50+ 5 100
O T T T T 0 T T T T
0 20 40 60 0 20 40 60

Fig. 6. Volume urindrio e osmolalidade urindria em ratos submetidos ou ndo a expansao isotdnica
do volume do liquido extracelular (EVEC, NaCl 0,15 M) e apresentam microinje¢do no nucleo
parabraquial lateral (NPBL) de veiculo ou hidrocloreto de dimetoxi-4-iodoanfetamina (DOI, 2,8 ou
14,0 nmol/0,2 ul). Os graficos (E) e (F) representam volume urindrio (UV); (G) e (H) representam
osmolalidade urindria (Osm). Os resultados estao representados como média £ EPM. * p < 0,05 vs.

Veiculo (ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls para compara¢des multiplas); n = 8.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Quimica
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Baixar livros de Servico Social
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