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BRITO, Daniele Osério Meira. Papel dos receptores histaminérgicos Hi e Hy ndcleo da
amigdala central (CeA) sobre o controle do apetite por sodio. 70 f. il. Dissertacdo (Mestrado
em Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo
Moniz, Salvador, 2017.

RESUMO

INTRODUGCAO: Existem varias areas cerebrais envolvidas no controle do apetite por sodio,
dentre elas podemos citar a amigdala. No complexo amigdal6ide, encontramos diversos
receptores de neurotransmissores e/ou neuromoduladores que controlam o apetite por sodio,
incluindo as vias histaminérgicas. Porém, mesmo sabendo que esse complexo é uma das
principais regides cerebrais no controle do apetite especifico por sddio, e que os receptores
histaminérgicos, em especial o os receptores do Hi e Hy, estdo presentes nos subnucleos da
amigdala, incluindo o nucleo central da amigdala (CeA), ndo se conhece papel destes
receptores no controle do apetite por sodio nesta area, reforcando, dessa forma, a necessidade
da realizagdo de mais estudos sobre as vias histaminérgicas. OBJETIVO: Investigar o
envolvimento dos receptores histaminérgicos dos tipos Hi e Hz, no CeA sobre a apetite por sal
em ratos sodio-depletados. MATERIAL E METODOS: Foram utilizados nesse estudo, ratos
Wistar machos adultos, pesando entre 250g e 270g, submetidos a cirurgia estereotaxica para
implante de canula guia no ndcleo central da amigdala (CeA). No protocolo de deplecdo de
sodio, os animais foram submetidos a injecdo subcutanea de furosemida combinada com dieta
hipossodica quatro dias apds a cirurgia. Neste modelo de estudo os animais receberam
injecdes bilaterais dos antagonistas dos receptores histaminérgicos dos tipos Hi e Hz no
quinto dia pos-cirdrgico, nas concentracdes de 50, 100 e 200 nmol/2 puL. Bebedouros de agua
destilada e de salina foram introduzidos nas caixas 15 minutos apds a injecdo central e
tiveram seus volumes monitorados por 120 minutos. Para verificar a especificidade de agdo
dos antagonistas histaminérgicos, os animais foram submetidos aos testes de sobremesa e
campo aberto. Ao final das sessGes experimentais, os animais foram submetidos a perfusdo
transcardiaca e os seus encéfalos foram removidos para o processamento histologico. A
andlise estatistica utilizada foi ANOVA two-way modelo misto para medidas repetidas
seguida do pos-teste de Bonferroni, ANOVA one-way seguida do pos-teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni e teste "t" de Student ndo pareado, realizada através do programa
GraphPad Prism 6.0. RESULTADOS: As microinjecdes de mepiramina, antagonista dos
receptores histaminérgicos do tipo Hi, e cimetidina, antagonista dos receptores do tipo Hz no
CeA inibe de maneira significativa o apetite por sodio e ndo estd associada a qualquer
impedimento locomotor ou a alteracdo inespecifica da palatabilidade, dado que a locomogéo e
a ingestao de sacarina 0,1% dos animais ndo foram alteradas. Entretanto, vale salientar que no
CeA, os antagonistas dos receptores do tipo H: promovem uma inibig¢do na ingestdo de salina
hipertbnica mais acentuada, enquanto que os antagonistas dos receptores do tipo Hz induzem
uma inibicdo menos intensa. Além disso, os resultados obtidos também demonstram que 0s
animais depletados de sdédio deste estudo, tanto os que receberam as microinjecdes de
mepiramina ou cimetidina, assim como 0s seus respectivos controles ndo ingeriram agua
destilada durante as sessbes experimentais. CONCLUSAO: Os resultados apresentados
nesse estudo confirmam a nossa hipétese de que durante a deplecdo de sddio, as vias
histaminérgicas, através dos seus receptores dos tipos H1 e H, podem ser ativadas e, dessa
forma, modular o apetite por sddio corrigindo o equilibrio homeostéatico.

Palavras-chave: Ndcleo central da amigdala; Sédio; Apetite; Agentes Histaminérgicos.



BRITO, Daniele Osério Meira. Role of histaminergic receptors H1 and H2 nucleus of the
central amygdala (CeA) on the control of sodium appetite. 70 f. il. Dissertacdo (Mestrado em
Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo
Moniz, Salvador, 2017.

ABSTRACT

INTRODUCTION: There are several brain areas involved in the control of sodium appetite,
among them we can mention the amygdala. In the amygdaloid complex we can find several
receptors of neurotransmitters and / or neuromodulators that control the appetite for sodium,
including the histaminergic pathways. However, even though this complex is one of the major
brain regions in the control of the specific appetite for sodium, and that the histaminergic
receptors, especially the Hi and Ha receptors, are present in the subnuclei of the amygdala,
including the central nucleus of the (CeA), it is not known the role of these receptors in the
control of sodium appetite in this area, thus reinforcing the need for further studies on the
histaminergic pathways. AIM: To investigate the involvement of histaminergic receptors
types Hi and H, in CeA on salt appetite in sodium-depleted rats. MATERIALS AND
METHODS: Adult male Wistar rats, weighing between 250g and 270g, underwent
stereotactic surgery to guide cannula implantation in the central nucleus of the amygdala
(CeA). In the sodium depletion protocol, the animals were submitted to subcutaneous
injection of furosemide combined with a hyposodic diet four days after surgery. In this study
model, the animals received bilateral injections of histaminergic Hi and Hx receptor
antagonists on the fifth postoperative day at concentrations of 50, 100 and 200 nmol / 2 pl.
Distilled water and saline drinking troughs were introduced into the boxes 15 minutes after
the central injection and had their volumes monitored for 120 minutes. To verify the
specificity of action of the histaminergic antagonists, the animals were submitted to the
dessert and open field tests. At the end of the experimental sessions, the animals were
submitted to transcardiac perfusion and their brains were removed for histological processing.
The statistical analysis used was a two-way mixed-mode ANOVA for repeated measures
followed by the Bonferroni post-test, one-way ANOVA followed by Bonferroni's multiple
comparisons post-test and unpaired Student's t-test, performed through the program GraphPad
Prism 6.0. RESULTS: Microinjections of mepyramine, a histaminergic Hi-receptor
antagonist, and cimetidine, a Hz-receptor antagonist in CeA significantly inhibit sodium
appetite and is not associated with any locomotor impairment or nonspecific palatability
alteration, since locomotion and 0.1% saccharin intake of the animals were not altered.
However, it is noteworthy that in CeA, Hi-type receptor antagonists promote an inhibition in
the intake of more marked hypertonic saline, whereas Ha-type receptor antagonists induce less
intense inhibition. In addition, the results obtained also demonstrate that the sodium-depleted
animals of this study, both those receiving microinjections of mepyramine or cimetidine, as
well as their respective controls did not ingest distilled water during the experimental
sessions. CONCLUSION: The results presented in this study confirm our hypothesis that
during sodium depletion, the histaminergic pathways through their H1 and H2 type receptors
can be activated and, in this way, modulate the sodium appetite by correcting the homeostatic
balance.

Keywords: Central nucleus of the amygdala; Sodium; Appetite; Histaminergic Agents.
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1. INTRODUCAO

Existem varias areas cerebrais envolvidas no controle do apetite por sédio, dentre elas
podemos citar a amigdala, a qual recebe e envia projecGes para uma variedade de outras
estruturas encefélicas relacionadas com o controle do equilibrio hidroeletrolitico tais como
nucleos hipotalamicos, nucleo parabraquial, nucleo do trato solitario, area postrema, 6rgao
subfornical, area septal entre outras. Estas comunicacdes reciprocas da amigdala e nucleos
encefalicos sugerem o papel dos nucleos amigdaloides na regulacdo do equilibrio
hidroeletrolitico (PRICE, et al., 1987; JOHNSON; THUNHORST, 1997; JOHNSON, et al.,
1999). No complexo amigdaldide, podemos encontrar diversos receptores de
neurotransmissores e/ou neuromoduladores que controlam o apetite por sodio, incluindo as
vias histaminérgicas. Em estudos anteriores do Laboratério, verificou-se que a administracdo
intracerebroventricular (ICV) e no nucleo ventromedial do hipotdlamo (VMH) de
antagonistas dos receptores histaminérgicos dos tipos Hi e H: inibe a ingestdo hidrica
induzida por diferentes estimulos, assim como inibe o apetite por sédio em ratos depletados
deste ion (MAGRANI, et al., 2004, 2005, 2006).

Dessa forma, dado que o sistema histaminergico apresenta ampla distribuicao encefalica
e ocupa posicdo chave na regulacdo de diversas fungdes basicas que inclui ciclo sono/vigilia,
aprendizagem, consolidacdo da memoria, humor, ritmos bioldgicos, comportamento
alimentar, metabolismo energético, termorregulacdo, balango hidrico, controle cardiovascular,
respostas ao estresse, controle neuroenddécrino (BANANEJ, et al.,, 2011; BRISTOW,;
BENNETT, 1988; HAAS; SERGEEVA; SEBACH, 2008; KOHLER, et al., 2011; PHILIPPU:;
PRAST, 2001) e que drogas anti-histaminicas sdo utilizadas na clinica como antialérgicos e
no tratamento de distarbios do sistema digestivo, como Ulceras gastroesofagicas, e ainda,
Vvisto que novos compostos histaminérgicos com acéo no sistema nervoso central tem sido
desenvolvidos com indicacdo terapéutica variada, sendo o foco principal o tratamento de
disturbios do sono e alimentar, alteracGes cognitivas e dependéncia de drogas, é de suma
importancia o melhor conhecimento do papel funcional das vias histaminérgicas centrais,
tendo em vista a vasta aplicacdo terapéutica de compostos histaminérgicos. Assim sendo, no
presente trabalho, decidimos investigar o envolvimento da amigdala central no controle do

comportamento de apetite por sodio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HOMEOSTASIA HIDROSSALINA

A homeostasia ¢ um conceito fundamental na fisiologia, o qual foi proposto por
Walter Cannon (1871-1945) como o processo responsavel pela manutencéo da constancia da
matriz do liquido interno. Esse termo foi uma extensdo da definicdo do ambiente interno de
um organismo sugerido pelo fisiologista francés Claude Bernard (1813-1878), o qual
acreditava: “na existéncia de certa constancia do ambiente interno das criaturas vivas, e que
essa constancia se dava pela capacidade que os organismos apresentavam em estabilizar o
ambiente celular, mesmo diante de forcas entrOpicas que ameacavam perturbar a ordem
bioldgica essencial para a vida” (BERNARD, 1878; BERNTSON; CACIOPPO, 2007;
AGNATI, et al., 2017).

Essa osmoregulagdo homeostatica é indispensavel a sobrevivéncia dos seres vivos,
dado que mudancas no volume celular causadas por hipertonicidade grave ou hipotonicidade
podem levar a danos irreversiveis aos 0rgaos e causar trauma neurolégico letal (ARIEFF,
1993). Desta feita, os mamiferos exibem uma variedade de mecanismos homeostaticos que
funcionam em conjunto, a fim de manter a osmolalidade do liquido corporal em
aproximadamente 300 mOsm / kg (ANDERSSON, 1977).

Os principais mecanismos responsaveis pela manutencdo da homeostase hidrossalina
ocorrem através da regulacdo da ingestao e excrecdo da agua e do sal, assim como pelas suas
distribuicGes adequadas nos compartimentos liquidos intracelulares (LIC) e dos
compartimentos liquidos extracelulares (LEC) do corpo (JOHNSON, 2007).

Contudo, por mais que a agua exerca uma funcdo importante para manter a
homeostase liquida, uma vez que as alteracdes na osmolalidade destes compartimentos fazem
com que a agua se movimente através das membranas celulares para equilibrar a osmolalidade
do citoplasma bem como do LEC (STRANGE, 2004; JOHNSON, 2007), o s6dio, por sua vez,
exerce um papel fundamental na manutencdo do volume e composi¢do dos compartimentos
liquidos corporais, tanto do LIC quanto do LEC sendo considerado, dessa maneira, o principal
determinante da osmolalidade (DANIELS; FLUHARTY, 2004; MASAHARU, et al., 2013).
E importante salientar que os ions de sodio ndo transitam facilmente pelas membranas
celulares, constituindo-se, portanto, em elemento primordial na determinacdo da passagem da
agua entre o LIC e o LEC. Dessa forma, a concentracdo de sodio do LEC, na maioria das

vezes, origina os gradientes osmoticos promovendo forga osmotica que movem a agua para



16

dentro e fora das células (JOHNSON, 2007). Assim, a quantidade de sodio no LEC precisa
ser estritamente regulada, a fim de que o funcionamento ideal de numerosos processos
fisioldgicos, tais como a condutancia ionica através das membranas celulares, excitabilidade
neural, filtracdo glomerular, excrecdo renal de residuos aquosos, e a estabilidade da presséo
sanguinea, das trocas capilares e do débito cardiaco, ocorra de maneira satisfatoria
(DANIELS; FLUHARTY, 2004).

Vale ressaltar que os disturbios da homeostase de sdédio podem ocasionar
consequéncias extremamente graves, haja vista que quantidades reduzidas deste ion podem
levar ao colapso circulatério, assim como complica¢cdes neuroldgicas, que podem originar
sintomas como dor de cabega, letargia, confusdo mental e, em uma condi¢do hiponatremica
mais grave, pode levar a convulsdes, ao coma e a morte (HARRING; DEAL; KUO, 2014),
engquanto que quantidades aumentadas deste eletrolito tém sido associadas a reatividade
vascular exagerada e hipertensdo (HALL, et al.,1986).

Em mamiferos, apesar dos mecanismos regulatdrios tentarem manter a osmolalidade
do LEC constante, os seus valores podem variar em torno de seu ponto de ajuste. Esses
desvios da homeostase dos liquidos podem decorrer de mudancas nas taxas de ingestdo e
perda de agua (por evaporacao ou diurese) e de variacfes nas taxas de ingestao e excrecao de
Na* (natriurese). Quando isso ocorre, as diferencas entre a osmolalidade do LEC e o ponto de
ajuste desejado induzem respostas homeostaticas proporcionais de acordo com o principio do
feedback negativo e positivo. Se, por exemplo, houver hiperosmolaridade do LEC, os
osmorreceptores sensoriais geram ativamente sinais para reestabelecer o ponto de ajuste, para
isso a ingestdo de &gua seria estimulada e sua excrecdo urindria inibida, enquanto a ingestao
de sddio seria inibida e a excre¢do urinéria seria estimulada (BOURQUE, 2008).

Assim sendo, é possivel perceber que o equilibrio do liquido corporal é determinado
por mecanismos comportamentais que incluem a ingestdo de sodio e agua e pela interagéo de
sistemas efetores fisiologicos que incluem sintese e secrecdo de mediadores hormonais e
atividade autondémica que ditam a taxa de perda de &gua e sodio principalmente pelos rins. No
rim, o horménio antidiurético (também denominado de vasopressina), atua sobre ductos
coletores renais para aumentar a permeabilidade da &gua e a reabsorcdo de &gua. Ja a
aldosterona, um mineralocorticoide, atua sobre tibulos renais para promover a reabsorcao de
sodio. As acdes destes horménios sdo complementadas por inervagdo simpatica nos tabulos
renais que, quando ativada, aumentam a reabsorcdo de sédio e 4gua. Entretanto, é importante
salientar que, apesar da relevancia que os mediadores hormonais e autonémicos possuem na

homeostase hidrossalina, é somente por meio do envolvimento de mecanismos motivacionais
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para a ingestdo de agua (sede) e de sodio (apetite de sodio ou sal) que a restauracao de sédio e
agua excretada no meio ambiente pode ser obtida (JOHNSON, 2007).

2.2 CONTROLE CENTRAL DO APETITE POR SODIO

Como j& foi mencionado anteriormente, o sodio é ion chave na manutengdo da
homeostase do liquido corporal, com isso, o seu déficit ou excesso originam reflexos e
respostas comportamentais, as quais buscam restaurar o equilibrio do liquido corporal, e a sua
recomposicdo ao estado normal. Dessa maneira, 0 excesso de consumo de sddio leva a um
aumento de sua excrecdo urinaria, enquanto que um déficit de sddio leva a sua retencdo renal
e aumento da ingestdo. Nesta condicdo, o padréo de respostas comportamentais observadas
sdo conjuntamente conhecidas como apetite por sodio (NA, et al., 2007), o qual se caracteriza
por ser um estado motivacional, atrelado a perda organica deste ion, tendo como
particularidade a ingestdo seletiva de sodio, bem como a aceitacdo de solucdes hipertdnicas
(na maioria dos casos, NaCl de 0,3 ou 0,5 M) em concentrag0es que geralmente sdo aversivas
(FITZSIMONS, 1998; ANTUNES-RODRIGUES, et al., 2004). O apetite por sédio é
controlado pela ativacdo de mecanismos facilitatorios ou inibitorios, que determinam
quantidade ingerida a fim de que seja mantida uma distribuicdo adequada nos liquidos
corporais (JOHNSON, 2007). Este mecanismo de controle, por sua vez, requer integragcdo no
sistema nervoso central (SNC), o qual recebe varios sinais sensoriais e hormonais da periferia,
permitindo, assim, que o cérebro processe as informagdes, “calcule decisdes” e conduza as
devidas correcOes atraves de mudancas autondmicas, endocrinas e comportamentais
(JOHNSON, et al, 1999).

O apetite por sodio pode ser modulado por neurotransmissores e/ou neuromoduladores
do SNC, a partir dos receptores existentes em diferentes areas (MCKINLEY; JOHNSON,
2004). Algumas areas encefalicas tém sido consideradas criticas nestes processos, dentre estas
inclui-se: os 6rgaos circunventriculares (6rgao subfornical (SFO), 6rgdo vasculoso da lamina
terminal (OVLT), a &rea postrema (AP), o nucleo do trato solitario (NTS), a medula caudal e
rostral ventromedial, o nucleo parabraquial (LPBN), o ndcleo pré-éptico medial, o ndcleo
parvocelular paraventricular do hipotdlamo, o nucleo paraventricular magnocelular, o nicleo
supra-éptico, a amigdala (particularmente os nucleos central (CeA) e medial da amigdala
(MeA), o nucleo da estria terminal e o hipotadlamo lateral (JOHNSON, 2007).
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As informacdes viscerais, a partir das alteracBes na pressdo sanguinea, detectadas
pelos barorreceptores carotideos e adrticos, e as variagdes no volume sanguineo, detectados
pelos receptores cardiopulmonares presentes nas grandes veias e nos atrios chegam ao cérebro
e ativam vias que se projetam principalmente do ndcleo do trato solitario (NTS) para o ndcleo
parabranquial (PBN) de onde partem varios ax6nios para estruturas prosencefalicas que
participam dos mecanismos regulatérios do apetite por sédio (ANTUNES-RODRIGUES,
2004, DANIELS; FLUHARTY, 2004; KRAUSE; SAKAI, 2007). A angiotensina (ANG)
circulante, por sua vez, atua sob a forma de angiotensina Il no érgdo subfornical (SFO). Esses
neurotransmissores conseguem agir nessas areas, porque esses Orgaos circunventriculares
(CVOs) possuem, em particular, uma barreira encefalica diferenciada, constituida por um
endotélio com capilares fenestrados (MCKINLEY, et al., 2003), 0s quais, por sua vez,
permitem a passagem de substancias de elevado peso molecular do plasma para o parénquima
cerebral (ENGELHARDT, 2003) e expdem receptores para renina e angiotensina.

Além disso, as mudangas na osmolaridade extracelular, a partir das alteracdes da
concentracdo de sodio sdo detectadas através dos receptores especificos para sodio e/ou
osmorreceptores localizados na cavidade orofaringea, no trato gastrointestinal, no figado,
proximo ao espaco portal, e nos rins. Essas alteragdes também sdo detectadas pelas estruturas
periventriculares, como o 6rgdo subfornical (SFO) e o 6rgdo vasculoso da Iamina terminal
(OVLT), as quais ativam projecdes para o nucleo pré-optico (MPO) com o intuito de que
essas mudancas sejam contornadas (ANTUNES-RODRIGUES, 2004; JOHNSON, 2007;
BOURQUE, 2008). Uma caracteristica fundamental do SFO para a deteccdo das alteracdes
das concentracdes de sodio plasmético € a presenca dos canais de sodio (Nax) nas células
ependimarias eastrdcitos (HIYAMA, et al., 2002; WATANABE, et al., 2006).

Vale ainda ressaltar as vias inibitérias dos mecanismos da sede e da ingestdo de sodio,
as quais sdo originadas na area postrema (AP) e nucleo do trato solitario (NTS) que ascende
do nacleo parabranquial lateral (LPBN) para regifes prosencefalicas, que utilizam a
serotonina (5-HT) como neurotransmissor. Esta via é importante, pois ela limita a ingestéo
excessiva de agua e sodio, dessa forma impedindo a expansdo do volume de sangue ou a
hiperosmolaridade (JOHNSON, 2007). O complexo amigdaldide tem importante contribuicdo
neste circuito especialmente no controle dos comportamentos associados ao apetite por sal
(JOHNSON, 2007). A natureza das informacOes de entradas hormonais e neuronais, assim
como a suas vias de integracGes responsaveis pela geragdo do apetite por sdédio sdo
apresentados na figura 01 abaixo, a qual enfatiza, como ja visto acima, que as informacdes

das entradas inibitorias e excitatérias advindas da periferia derivadas dos barorreceptores
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arteriais e cardiopulmonares e outros receptores viscerais sdo transportados por nervos
aferentes e se projetam até o NTS e ascende para o LPBN, bem como as informacGes dos
niveis de Angiotensina Il e os niveis plasmaticos de sddio sdo detectados por sua vez pelo
SFO, e essas informacOes hormonais sdo posteriormente passadas para estruturas ao longo do
OVLT e MPO e as entradas vindas da justaglomerular (JG), sistema nervoso simpatico (SNS)

expandem-se para o nucleo da estria terminal (BTS) e a amigdala.
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Figura 01: Natureza das informagdes de entradas hormonais e neuronais no cérebro derivadas
da periferia visceral e as vias neurais centrais que medeiam & integracdo de sinais sensoriais
para a geracdo do apetite por sal. Legendas: OVLT, Orgdo vasculoso da lamina terminal;
SFO, Orgdo subfornical; ANG, Angiotensina; MePO, Nucleo pré-6tico; AMYG, Amigdala;
BST, Nucleo da estria terminal; LPBN, Nucleo parabraquial lateral; 5-HT, Serotonina; AP,
Area postrema; NTS, Ndcleo do trato solitario (Johnson, 2007).

Uma série de estudos com lesdes e estimulacdo elétrica de nucleos amigdaldides foi
pioneira em mostrar o envolvimento do complexo amigdaloide no controle hidrossalino.
Gentil et al., (1968) mostrou que lesdes bilaterais do nucleo corticomedial da amigdala
aumentam a ingestao de solucdo salina hiperténica e de agua, enquanto que lesdes envolvendo
as areas laterais e mediais diminuem. Indicando, desta forma, que os nlcleos corticomediais

parecem exercer um papel inibitorio, enquanto que os nucleos laterais e mediais exercem
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papel estimulatério no controle da ingestdo de dgua e sal. Saad et al., (1994) revelou que
lesGes quimicas de corpos celulares localizados na area corticomedial da amigdala aumentam
a ingestdo de agua e sal. Isso indica que, além das fibras de passagens, corpos celulares desta

regido amigdalodide participam do controle da ingestéo de agua e sal.

2.3.0 COMPLEXO AMIGDALOIDE E O NUCLEO CENTRAL DA AMIGDALA (CeA)

O complexo amigdaldide, comumente conhecido como amigdala, é uma estrutura
subcortical composta por mais de 12 sub-nucleos interconectados e alinhados no lobo
temporal, com diferentes padrGes de conexdes de entrada e saida com outras partes cerebrais
(WHALEN; PHELPS, 2009; JANAK; TYE, 2015). Ele é formado por trés regides principais:
a amigdala basolateral, que engloba os nicleos basal, lateral e basal acessorio; a amigdala
cortical, a qual se constitui do nucleo cortical e do trato olfatério lateral; e a amigdala
centromedial, é formada dos ndcleos medial e central, como pode ser observado na figura 02
abaixo. Além desses ndcleos, existem outros que ndo se adequam em nenhuma dessas
classificagBes, sendo eles: os nucleos intercalados; a area amigdalohipocampal; a area
amigdaldide anterior; e a amigdala extendida (integracdo da amigdala centromedial com o
nucleo do leito da estria terminal (BST)) (SAH, et al., 2003; McDONALD, 2003).

O nucleo medial da amigdala (CeA), por sua vez, fica situado na porcdo dorsomedial
do complexo amigdaloide, limitado lateralmente pelo complexo basolateral, dorsalmente pelo
globo palido e medialmente pela estria terminal (SAH, et al., 2003). Esse ndcleo apresenta
quatro divisGes: a subdivisdo capsular, subdivisdo lateral, subdivisdo intermediaria e
subdivisdo medial, essa arquitetura organizacional também pode ser notada na figura 02
(MCDONALD, 1982).

O CeA é a principal regido de saida do complexo amigdaldide (FUDGE, et al., 2009)
e, embora ele seja dividido em quatro regifes, 0 mesmo apresenta duas regiGes principais: a
subdivisdo lateral e a subdivisdo medial, as quais tém interconexdes especificas (PRICE, et
al., 1987, DEOLMOS, 1990, MARTIN, et al., 1991). A subdivisdo lateral do nucleo envia
projecdes unidirecionais para a subdivisdo medial do nucleo, e, portanto, a subdiviséo lateral é
considerada um modulador intrinseco da subdivisdo medial (PASCOE; KAPP, 1985,
JOLKKONEN; PITKANEN, 1998, CASSELL, et al., 1999, DUMONT, et al., 2002, HUBER,
et al., 2005). Ademais, a subdivisdo lateral também envia projecdes restritas para o nacleo
parabraquial lateral e ao nucleo do leito da estria terminal. A subdivisdo medial, por sua vez,

envia amplas projecdes para fora da amigdala, abrangendo as regiGes do tdlamo da linha
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medial, hipotdlamo lateral e tronco cerebral (HOPKINS, 1975, PRICE; AMARAL, 1981,
KITA; OOMURA, 1982, CASSELL, et al., 1986, GRAY; MAGNUSON, 1987, 1992,
FUDGE; HABER, 2000).

Contical nucled

Centmmeanial nunls

Figura 02: Nucleos do complexo amigdaldide do rato. Se¢des coronais desenhadas da regido
Rostral. Os diferentes nacleos sdo divididos em trés grupos como descrito no texto. As areas
em azul correspondem ao grupo basolateral, dreas em amarelo correspondem ao grupo
cortical e areas em verde correspondem ao grupo centromedial. Legendas: E.c., capsula
externa; Ladl, subdivisdo medial da amigdala lateral; Sr., subdivisdo rostral da amigdala
medial; Pir, cortex piriforme; S.t. stria terminalis (Figura adaptada de SAH, et al., 2003).

Esse complexo apresenta mdltiplas e distintas conexdes aferentes e eferentes, muitas
delas bidirecionais. Entre as principais areas de conexdo da amigdala pode-se citar areas
corticais, talamicas, hipotalamicas e do tronco encefalico, sendo que os primeiros fornecem as
informac@es das areas sensoriais e dos sistemas de memoria e os Ultimos as informagdes das
regides envolvidas nos controles homeostaticos (MCDONALD, 1998; PITKANEN, 2000).

A amigdala é uma regido cerebral considerada como um ponto chave integrador das
informacdes sensoriais e afetivas advindas das regides corticais e talamicas do cérebro
(LEDOUX, 2000). Ela desempenha um papel decisivo na mediacdo de comportamentos
relacionados ao medo (DAVIS, 2000; LEDOUX, 2000). Assim como em outros mecanismos
neurais relacionados com as emocdes e afetividade, cognicdo social, incluindo a
aprendizagem, atencdo e a tomada de decisbes complexas (FITZGERALD, et al., 2006;
OCHSNER, et al., 2002, BZDOK, et al., 2013; ADOLPHS, 2010; MORRIS, et al., 2002;
HSU, et al., 2005; OUSDAL, et al., 2014). E, ainda, a amigdala é considerada extremamente
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importante para a neurociéncia clinica e psiquiatrica, devido a sua inter-relacdo com
disfuncdes do humor, como ansiedade e depressdo (LEPPANEN, 2006), bem como uma
variedade de transtornos psiquiatricos como sindrome do panico (WIEST, et al., 2006;
NARDI, 2009), distarbios alimentares (LEMOLO, et al., 2015; BANG, et al., 2016), e
estresse (FOWLER, et al., 2017).

Tem sido também demonstrado que diferentes nicleos amigdaloides participam da
regulacao central do equilibrio hidroeletrolitico e de comportamentos motivados para procura
e consumo de sodio. O desempenho dessas fungdes depende de suas conexdes com areas tais
como: hipotadlamo, nucleo parabraquial, nicleo do trato solitario, area postrema, Orgdo
subfornical, area septal e outras (PRICE, et al., 1987; JOHNSON; THUNHORST, 1997;
JOHNSON, et al., 1999).

Estudos tém demonstrado que lesbes eletroliticas bilaterias no CeA suprimem a
ingestdo diaria de NaCl em ratos sodio depletados, tratados com injecdes de renina
intracerebroventricular (icv), desoxicorticosterona (DOCA) ou yohimbina (antagonista de
adrenoceptores a2) subcutaneo, sugerindo que mecanismos facilitadores importantes para a
ingestdo de sodio estdo presentes no CeA (GALAVERNA, et al., 1992; ZARDETTO-
SMITH, et al., 1994). Andrade-Franzé, et al. (2010) mostraram em seu estudo, que em ratos
com lesbes bilaterias no CeA, também canulados bilateralmente no nicleo parabraquial
lateral, os quais receberam injecOes bilaterais de muscimol (agonista do receptor
GABAZérgico), tiveram uma ingestdo de agua e NaCl diminuida, indicando que o bloqueio de
neurdnios de LPBN com muscimol depende da integridade do CeA, visto que 0s mecanismos
facilitadores presentes no CeA sdo essenciais para a ingestdo de agua e sal que surge apos o
blogueio dos mecanismos inibitérios do LPBN com muscimol. E, ainda, dados do nosso
laboratorio mostram que receptores serotoninérgicos 5HT3 e 5HT4 presentes tanto na CeA

quanto na MeA participam do controle do apetite por sal (LUZ, et al., 2006, 2007).

2.4. HISTAMINA E AS VIAS HISTAMINERGICAS

No comego do século passado, foi reconhecida a participacdo da histamina periférica
nas respostas alérgicas e inflamatérias. No entanto, apenas na década de 1950, foi sugerido
pela primeira vez o papel da histamina como neurotransmissor e/ou neuromodulador no
sistema nervoso central (SNC) (HAAS; PANULA 2003, HAAS, et al., 2008, BLANDINA, et
al., 2012).



23

A histamina (2-[4-imidazolil]etilamina) € uma amina biogénica encontrada em muitos
tecidos vivos, sendo considerada um constituinte normal do corpo com mdltiplos efeitos em
varios orgdos de mamiferos e invertebrados (DALE, et al., 1919). Essa amina é produzida e
liberada por diversas células humanas, incluindo os basdfilos, mastdcitos, linfocitos,
plaquetas, células enterocromafinicas e neurdnios histaminérgicos. Elas sdo estocadas em
vesiculas ou granulos, e liberadas quando estimuladas (MAINTZ; NOVAK, 2007; JUTEL, et
al., 2005).

A histamina neuronal é produzida por neurénios localizados exclusivamente no ndcleo
tuberomamilar (TM) situado no hipotalamo posterior (BRABANT, et al., 2010) e se distribui
difusamente por todo o cérebro. As principais areas terminais das projecoes histaminérgicas,
assim como a distribuicdo dos seus trés receptores, sdo ligeiramente diferentes entre as
diversas espécies, mas se difundem essencialmente em todas as areas do CNS, como mostrado
na figura 03 (INAGAKI, et al., 1988; PANULA, et al., 1989). Nos mamiferos, a amigdala, o
cortex cerebral, a substdncia negra e o corpo estriado, hipocampo e tadlamo recebem
inervacBes histaminérgicas que podem ser de moderadas a densas. O tronco encefalico e a

medula espinal também recebem projecdes histaminérgicas TM (HASS; PANULA, 2003).
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Figura 03: O sistema histaminérgico no cérebro humano: origem e projecbes (HASS;
PANULA, 2003).
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A taxa de sintese de histamina, diferentemente das outras aminas biogénicas, €
determinada pela biodisponibilidade do seu precursor: a L-histidina que acessa o sistema
nervoso central através dos transportadores de L-aminoacidos (KOLLONITSCH, et al.,
1978). Dessa forma, para as moléculas de histamina serem sintetizadas, o transportador de L-
aminoacido traz a L-histidina para os neur6nios, onde em seu citoplasma ela é descarboxilada
pela enzima especifica histidina descarboxilase (HDC), em histamina. A seguir, ela é levada
para o interior da vesicula sindptica pela proteina vesicular transportadora de monoaminas
tipo 2 (VMAT-2) . (SCHWARTZ, et al., 1991; EIDEN, et al., 2003). Essas vesiculas situam-
se, em especial, nas varicosidades axdnais e, assim, apés a chegada dos potenciais de acao, a
histamina é liberada (KUHAR, et al., 1971; HAYASHI, et al., 1984; MERICKEL, et al.,
1995; ERICKSON, et al., 1996; DIEWALD, et al., 1997; WEIHE, et al., 2000). Na fenda
sinaptica, a hitamina pode ser metilada pela enzima histamina N-metiltrasnferase (HNMT),
que esta localizada pos-sinapticamente e em células gliais. O produto final dessa metilagéo é a
tele-metil-histamina, um metabdlito que ndo apresenta atividade bioldgica similar & histamina
(SCHWARTZ, et al., 1991). A tele-metil-histamina no cérebro ainda sofre uma desaminacéo
oxidativa através da monoamina oxidase (MAO-B) em acido t-metil-imidazoleacético (LIM,
et al., 1993; PRELL, et al., 1988; SCHWARTZ, et al., 1991). Na auséncia de um sistema de
absorcdo de alta afinidade para a histamina, essa metilacdo no espago extracelular é o
principal mecanismo de inativacdo da histamina. E importante ressaltar que a taxa de
renovacdo para a histamina neuronal é bastante alta, e sua meia-vida, que em geral dura cerca
de 30 minutos, pode mudar rapidamente dependendo da atividade neuronal (SCHWARTZ, et
al., 1991). A figura 04 abaixo mostra o desenho esquematico da sintese e degradacdo da

histamina.
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Figura 04: Formacao e degradacéo da histamina (BROWN, et al., 2001).
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A histamina exerce a sua funcdo atraves da ativacdo dos receptores histaminérgicos
classificados em: Hi, Hz, Hz e Ha, 0s quais ja estdo bem descritos na literatura, entretanto,
apenas trés deles (Hi, H2 e Hz) sdo amplamente expressos no cérebro (HAAS; PANULA,
2003; HAAS, et al., 2008). Esses receptores pertencem a superfamilia de receptores acoplados
a proteina G regulatoria (HILL, et al., 1997; HAAS, et al., 2008). Eles apresentam sete algas
transmembranares com dominios prototipicos que determinam: a especificidade a agonistas
(LEURS, et al., 2002; LIM, et al., 2005; BAKKER, et al., 2007) acoplamento da proteina G
(SMIT, et al., 1996; BAKKER, et al., 2001; GBAHOU, et al., 2003; BAKKER, et al., 2004),
modificacbes covalentes (p.ex. fosforilagdo por proteina quinases), sensibilizacdo e
dessensibilizacdo dos receptores (p.ex. internalizagdo induzida por agonistas (KURAMASU,
et al., 2006).

Os receptores histaminérgicos H: s&o os principais responsaveis pelos efeitos
sedativos dos anti-histaminicos (BROWN, et al., 2001). Eles modulam uma variedade de
funcdes fisioldgicas, tais como ciclo sono-vigilia, controle do apetite, aprendizado e memodria,
estresse, convulsdo e emocédo (BROWN, et al., 2001; WATANABE; YANAI, 2001; HAAS;
PANULA, 2003). Esses receptores apresentam uma ampla distribuicdo no SNC, sendo
comumente encontrados no cortex, hipocampos, amigdala, hipotdlamo, talamo, corpo estriado
e no cerebelo (LINTUNEN, 1998).

A ativacdo desses receptores resulta na estimulacdo da atividade da enzima fosfolipase
C, que induz a formacéo dos segundos mensageiros, diaglicerol (DAG) e trifosfato de inositol
(IP3). Os trifosfatos de inositol, por sua vez, contribuem para o aumento dos niveis de calcio
intracelular, responsaveis pela atividade do trocador de Na*/Ca*™2. A enzima fosfolipase C,
ainda estimula a producdo dos segundos mensageiros retrogrados: acido araquiddnico e 6xido
nitrico, sendo que este Gltimo se comporta como o neuromodulador da atividade pré-sinaptica.
Além disso, a proteina G ativada pelo receptor H1 promove o bloqueio da abertura dos canais
de K* de dois poros, responsaveis pela hiperpolarizagdo, o que conserva um neurénio em
estado ativado por um periodo prolongado. Dessa forma, os efeitos da produgdo desses
segundos mensageiros, a partir da ativacdo dos receptores Hi culminam em uma
despolarizacdo celular acentuada (BROWN, et al., 2001; HASS; PANULA, 2003;
SILVEIRA, 2007; HASS, et al., 2008; PANULA; NUUTINEM, 2013).

Os receptores histaminergicos Hz, a nivel periférico, sdo os principais responsaveis
pela estimulacdo da secrecdo de &cido géastrico (HILL, et al., 1997). Com o desenvolvimento
de diversos agonistas [4-(S)-metilhistamina, dimaprit, amamina e impromidina] e

antagonistas (burimamida, cimetidina, ranitidina, tiotidina e famotidina) desses receptores
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como alta seletividade, foram demonstradas outras agdes biol6gicas reguladas por este
receptor, tais como: relaxamento das vias aéreas (EYRE; CHAND, 1982) e mdsculo liso
vascular (BEAVEN, 1982; OTTOSON, et al., 1988), regulacdo dos efeitos cronotropicos e
inotrépicos no musculo atrial e ventricular direito, respectivamente, inibicdo da capacidade de
resposta quimiotactica basofila (LICHTENSTEIN; GILLESPIE, 1975), e diferenciagdo de
células leucémicas promielociticas em granulécitos maduros (SEIFERT, et al., 1992). Esses
receptores também estdo presentes no SNC e apresentam ampla distribui¢do incluindo:
ganglios da base e em algumas areas do sistema limbico, como a formagdo hipocampal e
amigdala. Entretanto, apresentam baixa distribuicdo nos ndcleos septais, hipotalamicos e
talamicos (BROWN, et al., 2001).

A ativacdo desses receptores no SNC resulta na estimulacdo da adenilato ciclase e
inducdo do aumento de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). O AMPc uma vez
aumentado, ativa a proteina cinase A (PKA) e esta, quando ativada, promove a transcricao de
genes e a traducdo de &cido ribonucléico mensageiro (RNAm) em proteinas, assim como
promove o blogqueio da condutancia de canais de K* ativados pelo influxo de Ca*?, os quais
sdo indispensaveis para causar a repolarizacdo e levar ao prolongamento da hiperpolarizacdo
pos-potencial de acdo nestes neurdnios. Além disso, a proteina quinase A, quando ativada,
possibilita que a despolarizacdo neuronal subsequente ocorra de maneira mais facilitada, uma
vez que a mesma bloqueia a condutancia dos canais de K* ativados pelo influxo de Ca*?,
levando assim a ocorréncia da excitagdo neuronal (BROWN, et al., 2001; HASS; PANULA,
2003; SILVEIRA, 2007; HASS, et al., 2008; PANULA; NUUTINEM, 2013).

J& os receptores histaminérgicos Hz atuam como autoceptores controlando a sintese e a
liberacdo de histamina neuronal (ARRANG, et al., 1983) e como heteroceptores modulando a
neurotransmissao serotoninérgica (SCHLICKER, et al., 1988), noradrenérgica (SCHLICKER,
et al 1989), colinérgica (CLAPHAM; KILPATRICK, 1992) e dopaminérgica (SCHLICKER,
et al., 1993) e liberacdo de vasopressina (DOGTEROM, et al., 1976; KJAER, et al., 1994).
Esses receptores foram identificados em dendritos e terminais de neurdnios localizados no
nucleo acumbente, nicleo estriado, substancia negra, hipocampo, amigdala, cértex e cerebelo.
A ativagéo dos receptores Hz causa a inibigdo do adenilato ciclase, o que prejudica a producao
do segundo mensageiro AMPc, tornando-a reduzida. Ademais, a ativacdo da proteina G
inibitoria também reduz a atividade dos canais de Ca*® de alta voltagem, o que afeta a
neurotransmissao (BROWN, et al., 2001; HASS; PANULA, 2003; SILVEIRA, 2007; HASS,
etal., 2008; PANULA; NUUTINEM, 2013).
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Os receptores histaminérgicos Hs foram os receptores mais recentemente descobertos.
Estes apresentam uma grande semelhanca, tanto molecular quanto farmacologica, com 0s
receptores Hz (GBAHOQOU, et al., 2006). Ele é expresso principalmente em células dos tecidos
periféricos, como o sangue, baco, pulmdo, figado e intestino (BREUNIG, et al., 2007,
MORGAN, et al., 2007), no entanto, ja foi detectada a presenca dos receptores Ha em diversas
areas do cérebro, tais como no cerebelo, corpo caloso, cortex pré-frontal e talamo, tanto em
humanos, quanto em ratos. Contudo, este receptor encontra-se em alta densidade na medula
espinhal e nos ganglios da raiz dorsal (CONNELY; COLS, 2009). Vale salientar, todavia, que
o0 seu papel funcional no CNS ainda nédo foi bem estabelecido (STRAKHOVA, et al., 2009).

Como salientado acima, os receptores histaminérgicos estdo distribuidos por todo o
complexo amigdaldide. Porém, mesmo sabendo-se que esse complexo é uma das principais
regides cerebrais no controle do apetite especifico por sodio, e que esses receptores, em
especial o Hi e Hy, estdo presentes nos subnuicleos da amigdala, incluindo o CeA, ndo se
conhece o papel destes receptores no controle do apetite por sodio, refor¢cando, nesse sentido,
a necessidade da realizacdo de mais estudos sobre as vias histaminérgicas. Com isso, 0
presente trabalho investigou o papel das vias histaminérgicas centrais no controle do apetite
por sodio, tendo como base a hipotese geral de que os receptores histaminérgicos Hi e H, é

ativado em condicGes de deplecéo de sddio, modulando o apetite por sodio.
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3 HIPOTESES

A deplecdo de sddio estimula a liberacdo de histamina no CeA que através da ativacao

dos receptores H: e H> modula o apetite por sodio.

3.1 HIPOTESE TESTE (H1)

3.1.1 Se a ativacdo enddgena dos receptores histaminérgicos Hi e Hz estimula a ingestdo de
sodio, entdo, o bloqueio desses receptores inibe a ingestao de sodio.

3.1.2 Se o bloqueio dos receptores histaminérgicos Hi e Hy inibe a ingestéo de sodio devido a
alteracdo da palatabilidade de forma inespecifica, entdo o bloqueio desses receptores também

ird alterar a ingestao de outras solucdes palataveis como a sacarina.

3.1.3 Se o bloqueio dos receptores histaminérgicos Hi e Hy inibe a ingestéo de sodio devido a
impedimento locomotor, entdo o bloqueio desses receptores também ird modificar a atividade

locomotora geral em teste locomotor especifico.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o envolvimento dos receptores histaminérgicos Hi e Hz, no ndcleo central

da amigdala (CeA) sobre a apetite por sal em ratos sddio-depletados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Investigar o papel dos receptores histaminérgicos Hy presentes no CeA no apetite por

sal induzido por deplecdo de sédio.

4.2.2. Investigar o papel dos receptores histaminérgicos Hz presentes no CeA no apetite por

sal induzido por deplecéo de sédio.

4.2.3. Verificar o efeito do bloqueio dos receptores histaminérgicos Hi sobre a ingestdo por

solucBes palataveis de sacarina.

4.2.4. Verificar o efeito do blogqueio dos receptores histaminérgicos H> sobre a ingestdo por

solucdes palataveis de sacarina.

4.2.5. Verificar o efeito do bloqueio dos receptores histaminérgicos Hi na atividade

locomotora geral.

4.2.6. Verificar o efeito do bloqueio dos receptores histaminérgicos H, na atividade

locomotora geral.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados, nesse estudo, ratos Wistar machos adultos, pesando entre 2509 e
270g, fornecidos pelo Biotério Setorial do Laboratério de Neurociéncias, Instituto de Ciéncias
da Saude — Universidade Federal da Bahia, mantidos em uma sala com condi¢6es controladas
de temperatura (22 + 2°C) e iluminacdo com periodo de ciclo claro/escuro (7:00 as 18:00h),
com agua destilada, salina hipertonica (1,5%) e racdo ad libitum (Nuvital Nutrientes Ltda,
Curitiba, Brasil).

5.2 CALCULO AMOSTRAL

O numero de animais utilizados nos experimentos foi determinado por meio do
programa BioEstat versdo 5.0, considerando a diferenca minima entre as médias dos
tratamentos de 1 ml de volume por peso corrigido, desvio padrdo de 0,5 em 4 tratamentos
diferentes com o poder do teste em 90% e alfa de 0,05. De acordo com este calculo e se
baseando nos trabalhos existentes na literatura sobre a mesma temaética, consideramos um
nimero minimo de 12 animais por tratamento. Os protocolos experimentais apresentaram-se
em conformidade com as recomendagOes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e os mesmos foram submetidos & Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/ICS-UFBA) e foram registrados com o nimero 055/2014. A porcentagem de
erro estabelecida foi de 10%.

5.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Cinco dias antes das sessOes experimentais, 0os animais foram anestesiados com
cetamina (80mg/kg) e xilazina (11,5mg/kg) via intraperitoneal (i.p.) e, logo apds,
tricotomizados e colocados no aparelho estereotaxico para implante bilateral das canulas guias
no CeA. Para a execucdo da canulagdo estereotdxica, foram usadas canulas guias
confeccionadas com agulhas de ago inoxidavel com didmetro de 0.7mm e comprimento
padronizado em 15mm e seguidas as seguintes coordenadas estereotaxicas, de acordo com o

Atlas de Paxinos e Watson (1998): anteroposterior +1,6mm, lateral — 4,2mm e, vertical —
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7,0mm. As canulas utilizadas na cirurgia central foram fixadas no cranio com acrilico dentario
auto-polimerizante.

A seqguir, para prevenir a obstrucdo, as canulas foram ocluidas com mandris
removiveis, confeccionados de fios de aco inoxidavel e ao final da cirurgia foi administrado,
nos animais, pentabidtico (benzilpenicilina benzatina 24.000Ul; benzilpenicilina procaina
12.000UI; benzilpenicilina potéassica 12.000Ul; diidroestreptomicina base 10 mg
estreptomicina base 10 mg - 0,2 ml/rato; 1.M.) e antiinflamatorio (flunixina meglumina
2,5mg/kg; S.C.), como medidas profiléticas contra infec¢do, inflamagdo e dor, e 0s animais,
apos o efeito da anestesia, foram acomodados em caixas plasticas individuais.

5.4 HABITUACAO AS CONDICOES EXPERIMENTAIS

No periodo pds-operatorio (cinco dias consecutivos a cirurgia), os animais foram
observados quanto a sinais de dor e desconforto, e medidas paliativas foram tomadas quando
necessario. Ainda foram manipulados diariamente, simulando as condi¢fes experimentais, no
intuito de acostumar os animais a0 momento da microinjecdo central. Os mandris foram
trocados diariamente, evitando também a obstrucdo das canulas, assim como as caixas, 0S

bebedouros de agua destilada e salina hiperténica (1,5%).

5.5 MICROINJECOES

As microinjecdes bilaterais no CeA foram realizadas com auxilio de uma seringa
Hamilton de 10 pl conectada por um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora 1.0 mm
mais longa do que a cénula guia, com os animais acordados em livre movimento em suas
caixas. As drogas foram diluidas em salina isotdnica estéril e injetadas num volume de 0,2
ML.

As concentracdes das drogas histaminérgicas foram escolhidas com base em dados da
literatura e em dados prévios do laboratério (KRALY, et al., 1996, LECKLIN; TUOMISTO,
1995, MAGRANI, et al., 2004, 2005, 2006).

5.6 DROGAS

As drogas utilizadas foram as seguintes:
Veiculo — cloreto de sddio isotdnico (NaCl 0,9%).
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Mepiramina — antagonista dos receptores histaminérgicos Hi (SIGMA) - 200 nmol, 100 nmol
e 50 nmol.
Cimetidina — antagonista dos receptores Hz (SIGMA) - 200 nmol, 100nmol e 50 nmol.

Furosemida (Lasix) — Diurético de alga — 10 mg/kg.

5.7 HISTOLOGIA

ApOs os experimentos, 0s animais foram anestesiados e submetidos a eutanasia por
perfusdo transcardiaca, com salina 0,9% seguida de formol a 10%. Logo depois, 0s cérebros
foram retirados e fixados com a solucdo de formol a 10% e refrigerados, 24h apos a este
procedimento, eles foram transferidos para a solucdo de formol glicosado (formol a 10% mais
glicose a 30%) por pelo menos 48h.

Posteriormente, os cerebros foram seccionados em cortes coronais de 40um de
espessura em micrétomo de congelamento no criostato e dispostos em laminas gelatinadas e
colocados na estufa para secagem. Em seguida, os cortes obtidos foram corados com cresil
violeta 2% para posterior analise histologica do posicionamento das canulas. Somente 0s
cortes cerebrais nos quais as duas microinjecdes tenham acertado o CeA foram considerados

positivos.

5.8 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

5.8.1 DEPLECAO DE SODIO

Durante os 5 dias de recuperacdo pos-cirurgica, os animais foram habituados as
condicBes experimentais e tiveram oferta de agua, solucdo salina (1,5%) e racdo ad libitum.
Vinte e quatro horas antes dos experimentos, 0s animais receberam uma inje¢do subcutanea
(s.c) de furosemida (Lasix, 10mg/kg, 1ml/rato) e foram colocados em caixas forradas com
papel absorvente, as quais foram trocadas constantemente no periodo de 4h. Durante esse
espaco de tempo, a diurese provocada pela furosemida foi monitorada por observagéo e ao
final os animais foram colocados em uma caixa com maravalha e mantidos com dieta livre de
sodio (0,001% Na* e 0,33%K™) e 4gua destilada por 24h.

No dia subsequente, durante a sessdo experimental, 0s animais pertencentes ao grupo

experimental receberam microinjecdes de Mepiramina (antagonista dos receptores Hi) ou
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Cimetidina (antagonista dos receptores Hz) no CeA nas concentragdos de 50, 100 ou
200nmol/0,2ul, e os animais pertencentes ao grupo controle receberam microinjecdes de
salina isotonica estéril (0,9%) no mesmo volume e nas mesmas condi¢cBes dos grupos
anteriores e 15 minutos ap6s foram oferecidos aos animais os bebedouros graduados contendo
agua destilada e salina hipertonica (1,5%).

A ingestdo do volume de agua e de solugdo salina hipertdnica (1,5%) foi monitorada a
partir dos 5 minutos ap6s o oferecimento dos bebedouros e perdurou por 120 minutos. Os
experimentos foram realizados entre 7:00h e 12:00h e os animais ndo tiveram acesso a ragdo
durante esse periodo.

Esse protocolo vem sendo utilizado por varios grupos de pesquisa nesta area, inclusive
em estudos anteriores realizados no laboratorio de neurociéncias, como o de Magrani, et al.
(2004, 2005, 2006). O uso de diuréticos de alca, como a furosemida, tem sido amplamente
empregado em situacdes experimentais, as quais tém por objetivo estimular o apetite por
sodio, dado que esse farmaco promove a perda corporal de &gua e eletrélitos por inibicdo
seletiva da reabsorcdo de sodio (Na*) (IVES, 1998).

Isso é possivel devido a sua atuacdo sobre o sistema de co-transportadores de Na*, Cl,
K*, localizado na membrana celular luminal do ramo ascendente da alca de Henle, (HO;
POWER, 2010) o que é responsavel por causar uma reducdo no volume do liquido
extracelular e nos niveis do s6dio (JOHNSON, et al., 1997), resultando na excitacdo da
angiotensina Il (ANG I1) e a aldosterona ( ALDO), que atuam como principais estimuladores
do apetite por sdédio. Assim, a renina € ativada, e esta, por sua vez, leva a geracdo de
angiotensina Il, que serve como um sinal para que a aldosterona seja liberado do cortex
adrenal (MORRIS, et al., 2008). Os niveis de angiotensina Il e aldosterona sdo também
aumentados durante a privacdo de sodio na dieta (CURTIS, et al., 2001) por isso a
importancia de, em protocolos como estes, a utilizacdo da furosemida estar associada com

uma dieta hipossaédica.

5.8.2 PROTOCOLO DO TESTE DE SOBREMESA

Este protocolo constitui-se no oferecimento de solucdo sacarina 0,1% aos animais, a
fim de averiguar se as microinjecdes dos antagonistas histaminergicos alterariam a preferéncia
dos animais em ingerir uma solucdo palatavel, assim como verificar se 0 comportamento

ingestivo de solucéo salina hipertonica (1,5%) foi alterado pelos mesmos. O protocolo do
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teste de sobremesa ja estd bem elucidado na literatura, inclusive em trabalhos anteriores
realizados no Laboratorio de Neurociéncias (LUZ, et al., 2007; NASCIMENTO, et al., 2012;
2014), no qual, apods a cirurgia central, os animais foram mantidos em condi¢des ambientais
controladas (ciclo claro/escuro e temperatura 22 + 2°C), com bebedouros de &gua filtrada e
racao livre. Por 4 dias consecutivos passa por periodo de habituacao.

Durante esse periodo, por 5 dias consecutivos, 0s animais passavam por um momento
de habituacdo com duracdo de 2h, e, dessa forma, eles eram transferidos para uma caixa teste
(caixa com o fundo forrado com um papel branco absorvente), cuja racdo era retirada e 0s
animais recebiam dois bebedouros, um deles contendo agua filtrada e o outro solucdo de
sacarina 0,1%. Ao final deste momento, o volume dos bebedouros era registrado e os animais
recolocados em caixas com maravalha, racdo e bebedouro com agua filtrada. Entretanto, 24h
antes das sessdes experimentais, os animais foram privados de agua.

No dia do experimento, os animais foram colocados na caixa teste, e aqueles
pertencentes ao grupo experimental receberam a administracdo central dos antagonistas
histaminérgicos H1 ou Hz na maior concentragcdo (200nmol/0,2ul), e os pertencentes ao grupo
controle salina isotdnica estéril (0,9%). Apos 15 minutos, as injecdes, os bebedouros com
agua filtrada e solucdo sacarina 0,1% foram oferecidos, e o volume ingerido foi anotado a

partir de 5 minutos até 120 minutos.

5.8.3 PROTOCOLO DO TESTE DO CAMPO ABERTO

Este teste foi realizado com o intuito de observar o efeito da administracdo de
microinjecdes centrais dos antagonistas histaminérgicos Hi ou Hz no CeA sobre a atividade
locomotora dos animais depletados de sodio. O protocolo deste teste baseia-se na utilizacéo
de uma caixa circular de 60 cm de diametro e 60 cm de altura com uma abertura superior e 0
fundo dividido em 8 areas circulares de igual tamanho (42,43 cm).

Apbs a cirurgia central, os animais foram mantidos em condi¢des ambientais
controladas (ciclo claro/escuro e temperatura 22 + 2°C), com bebedouros de &gua destilada,
solucdo salina hipertdnica (1,5%) e racdo livre. No dia 4, 24h antes do dia do experimento, 0s
animais sofreram deplecéo por furosemida combinada com dieta hipossodica. No dia 5, 0s
animais do grupo experimental receberam microinjecdes dos antagonistas histaminérgicos na
concentracdo de 200nmol/0,2ul, e os animais do grupo controle microinjecGes de salina
isotdnica estéril (0,9%). Apds 15 minutos das microinjecdes, os animais foram colocados no
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centro da caixa e tiveram o deslocamento quantificado na propor¢do em que colocavam as

quatro patas dentro dos limites de cada area. Este teste teve a duracdo de 10 minutos.

5.9 DESENHOS EXPERIMENTAIS

Protocolo Experimental 01 — Efeito das microinjecdes dos antagonistas dos receptores
histaminérgicos Hi (Mepiramina) ou H, (Cimetidina) (50, 100 ou 200nmol/0,2ul) no CeA
sobre a ingestdo de solucdo salina hipertonica (1,5%) e de 4gua destilada em ratos depletados

de sodio.

Microinje¢des de Hi/H>
ou salina 0,9%

Bebedouros Eutanasia

T 1 | | 1
|

I Reaqistro da Ingestédo I

-15 0 min 5 min 120 min

Implante das

A Furosemi
Canulas no CeA urosemida



36

Protocolo Experimental 02 — Teste de sobremesa: ingestdo de solucao palatavel de sacarina
(0,1%) e agua filtrada em ratos privados de agua por 24 horas apds as microinjecdes dos
antagonistas dos receptores histaminérgicos H: (Mepiramina) ou H» (Cimetidina) na

concentragdo de 200 nmol/0,2 ul no CeA.

Microinje¢des de Hi/H2
ou salina 0,9%

Bebedouros Eutanasia
-6 - 24h I
I I I Registro da Ingestdo I
-15 0 min 5 min 120 min
Privacéo de l
Implante das H,O

Canulas no CeA Transferéncia

para caixa teste

Protocolo Experimental 03 — teste do campo aberto: efeito da microinjecao dos antagonistas
dos receptores histaminérgicos Hi (Mepiramina) ou H. (Cimetidina) na concentracdo de

200nmol/0,2 pl no CeA sobre a atividade locomotora dos animais ap6s a deplecéo de sodio.

Microinje¢des de Hi/Hz ou
salina 0,9%

Transferéncia para

caixa circular Eutanasia
-5 - 24h I I
I I Registro do deslocamento I
-15 0 min 10 min
Implante das Tratamento
Canulas no CeA com

Furosemida
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6 ANALISE ESTATISTICA

A anélise dos dados obtidos foi realizado pelo “software” GraphPad-Prism verséo 6.0.
Para analisar o efeito de microinje¢Ges de H1 ou H2 no CeA sobre o0 apetite por sodio em ratos
depletados deste ion e comparar cada tratamento no tempo correspondente com 0 grupo
controle, utilizou-se ANOVA two-way para medidas repetidas modelo misto, seguida do pés-
teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. Os testes de sobremesa foram analisados por
meio do ANOVA one-way seguida do pos-teste de comparacgdes maltiplas de Bonferroni. E,
por fim, os testes de campo aberto foram avaliados através do teste “t” de Student ndo
pareado. As diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes
quando p < 0,05, e os dados foram apresentados como média e erro-padrdo (média + SEM).

7 RESULTADOS

Localizacédo das microinje¢des de Hi/H2 ou salina no CeA

Fotomicrografia tipica do corte de cérebro situando as canulas guias no CeA. Somente
0s cortes cerebrais nos quais as duas microinjegdes tenham acertado o CeA foram

considerados positivos.

-1.88mm

Figura 05: Fotomicrografia do corte do cérebro de rato indicando o local da microinjecdo no
CeA (setas pretas).
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Efeito das microinje¢des dos receptores histaminérgicos Hi (Mepiramina) no CeA sobre

a ingestao de salina 1,5% e agua em animais depletados de sddio.

A figura 06 apresenta os resultados de ingestdo cumulativa de solugdo salina
hipertébnica 1,5% (A) e ingestdo cumulativa de &gua (B) em animais que receberam
microinjecBes do antagonista seletivo para 0s receptores histaminérgicos Hi, nas
concentra¢fes 200nmol/0,2 pL (n=8), 100nmol/0,2 uL (n=9) e 50 nmol/ 0,2 uL (n=8) e o
grupo controle que recebeu solugdo salina isotonica 0,9% (0,2 uL; n=8).

No painel A, observa-se que os animais controles depletados de sédio e tratados com
salina isotonica 0,9% no CeA, exibiram um aumento significativo na ingestdo de solucao
salina hipertonica 1,5%. Os animais tratados com Mepiramina apresentaram uma reducéo na
ingestdo de salina hiperténica a partir do tempo 10 minutos nas concentragdes 200nmol/0,2
uL (0,6%+0,3 ml/100g do peso corporal) e 100nmol/0,2 puL (1,0x0,3 ml/100g do peso
corporal) quando comparados aos animais do grupo controle (3,1+0,5 ml/100g do peso
corporal), mantendo-se assim até o fim da sessdo experimental, aos 120 minutos (1,210,6;
2,0+0,5; 5,9+0,3 ml/100g do peso corporal, respectivamente). Além disso, observa-se
diferenca entre os grupos de tratados com 200mnol/0,2 pL e com 50nmol/0,2 pL de
mepiramina a partir do tempo 30 minutos (1,0=0,6; 3,5+0,6 ml/100g do peso corporal,
respectivamente) até os 120 minutos (1,2+0,6; 4,4+0,6 ml/100g do peso corporal,
respectivamente). Também entre os tempos 60 e 90 houve diferenga estatistica entre 0s
grupos tratados com 100mnol/0,2 pL (1,0£0,5; 2,0+0,6 ml/100g do peso corporal,
respectivamente) e com 50nmol/0,2 uL (4,2x0,6; 4,4+0,6 ml/100g do peso corporal,
respectivamente) de mepiramina. A anélise de variancia ANOVA two-way para medidas
repetidas modelo misto mostra diferenca estatistica significante na interacdo tempos X
tratamentos (F (21, 203) = 5,24; p<0,0001), entre os tratamentos [F (3, 29) = 16,53;
p<0,0001], e nos tempos [F (7, 203) = 50,27; p<0,0001].

De acordo com os dados observadas no grafico do painel B, a ingestdo de &gua ficou
inalterada até ao final do experimento, tanto nos animais controle (0,110,1 ml/100g do peso
corporal) quanto nos animais do grupo de tratamento que receberam microinje¢des de Hi no
CeA nas concentragdes 200 nmol/0,2 uL (0,1+0,1 mi/100g do peso corporal), 100 nmol/0,2
uL (0,1%£0,1 ml/100g do peso corporal), ¢ 50 nmol/0,2 uL (0,1+0,1 ml/100g do peso
corporal). A analise de variancia ANOVA two-way para medidas repetidas modelo misto

mostra que nao houve diferenca estatistica significante na interacdo tempos x tratamentos [F
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(21, 203) = 0,0; P > 0,9999], entre os tratamentos [F (3, 29) = 0,111; P= 0,9529], e nos
tempos [F (7, 203) = 0,0; P > 0,9999].
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Figura 06: Comparacgéo da Ingestdo cumulativa de solucéo salina hipertonica 1,5% (A) e de
agua (B) em animais sédio depletados apds microinjecdes de H1 no CeA nas concentracdes de
200, 100 e 50nmol/0,2uL ou salina isotonica 0.9%. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significante em relacdo aos animais do grupo controles e o (#) entre e grupos de tratamento de
concentragdo 50nmol/0,2ul. Os dados sdao apresentados como media £ EPM (ANOVA two-
way para medidas repetidas modelo misto, seguida do pos-teste de comparacdes maltiplas de
Bonferroni; p<0,05).
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Efeito das microinjecbes dos antagonistas dos receptores histaminérgicos H:
(Cimetidina) no CeA sobre a ingestéo de salina 1,5% e agua em animais depletados de

sodio.

A figura 07 apresenta os resultados de ingestdo cumulativa de solugdo salina
hipertbnica 1,5% (A) e ingestdo cumulativa de agua (B) em animais que receberam
microinjecBes do antagonista seletivo para 0s receptores histaminérgicos H,, nas
concentragdes 200nmol/0,2 pL (n=12), 100nmol/0,2 uL (n=12) e 50 nmol/ 0,2 pL (n=14) e o
grupo controle que recebeu solugdo salina isotonica 0,9% (0,2 puL; n=8).

O painel A evidencia que os animais controles depletados de sodio e tratados com
salina isotdnica 0,9% no CeA, exibiram um aumento significativo na ingestdo de solucdo
salina hiperténica 1,5%. Os animais tratados com Cimetidina na concentracdo de 200nmol/0,2
ulL (2,710,6 ml/100g do peso corporal) apresentaram uma redugdo na ingestdo de salina
hipertbnica a partir do tempo 30 minutos, quando comparados ao grupo de tratamento
50nmol/0,2uL (4,410,3 ml/100g do peso corporal), do grupo controle (5,0+0,5 ml/100g do
peso corporal), sustentando-se assim até o fim da sessdo experimental, aos 120 minutos
(3,6x0,4; 5,6x0,2; 6,0x0,3 ml/100g do peso corporal, respectivamente). Ja 0s animais
tratados com Cimetidina (H2) na concentracdo de 100nmol/0,2 uL, também tiveram uma
diminuicdo na ingestdo de solucdo salina hipertdnica 1,5%, a partir do tempo 30 minutos
(2,6£0,5 ml/100g do peso corporal), quando comparado ao grupo de tratamento
50nmol/0,2uL (4,4%0,3 mi/100g do peso corporal) e ao grupo controle (5,0+0,5 ml/100g do
peso corporal) apresentando-se com diferengas estatisticamente diferentes ao grupo de
tratamento 50nmol/0,2ulL até o tempo 60 minutos (3,3+0,4; 5,3+0,2; ml/100g do peso
corporal, respectivamente), e ao grupo controle até o tempo 90 minutos (3,8x0,5; 6,0+0,3
ml/100g do peso corporal, respectivamente). Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre o grupo de tratamento de concentracdo 100 nmol/0,2 uL (3,8%0,5 ml/100g
do peso corporal) e 50 nmol/0,2 pL (5,4+0,2 ml/100g do peso corporal) no tempo 90
minutos. Assim como, no tempo 120, ndo houve diferenca estatistica significante entre o
grupo de tratamento de concentracdo 100 nmol/0,2 pL (4,3+0,6ml/100g do peso corporal) e
50 nmol/0,2 pL (5,6=0,2 ml/100g do peso corporal) e o grupo controle (6,00,3 ml/100g do
peso corporal). A analise de variancia ANOVA two-way para medidas repetidas modelo misto

mostra diferenca estatistica significante na interacdo tempos x tratamentos [F (21, 294) =
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7,577; p<0,0001], entre os tratamentos [F (3, 42) = 7,524; p=0,0004], e nos tempos [F (7,
294) = 196,6; p<0,0001].

De acordo, com as informacGes contidas no grafico do painel B, a ingestdo de agua
conservou-se inalterada até ao final do experimento, tanto nos animais controle (0,0+0,0
ml/100g do peso corporal), quanto nos animais do grupo de tratamento de receberam
microinjeces de Hz2 no CeA nas concentragGes 200 nmol/ 0,2 uL (0,0+0,0 mI/100g do peso
corporal), 100 nmol/ 0,2 pL (0,0+0,0 ml/100g do peso corporal) e 50 nmol/0,2 uL (0,0£0,0
ml/100g do peso corporal). A analise de varidancia ANOVA two-way para medidas repetidas
modelo misto, que ndo houve diferenca estatistica significante entre os tratamentos [F (3, 42)
=0,21; P = 0,8873], na interagdo tempos x tratamentos [F (21, 294) = 0,0; P > 0,9999], e nos
tempos [F (7, 294) = 0,0; P > 0,9999].
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Figura 07: Comparagédo da Ingestdo cumulativa de solucéo salina hipertonica 1,5% (A) e de
agua (B) em animais sddio depletados apos microinjec6es de H2 no CeA nas concentracdes de
200, 100 e 50nmol/0,2uL ou salina isotonica 0.9%. O asterisco (*) indica diferenca estatistica
significante em relagcéo aos animais do grupo controles e o (#) entre e grupos de tratamento de
concentragdo 50nmol/0,2ul. Os dados sdo apresentados como media £ EPM (ANOVA two-
way para medidas repetidas modelo misto, seguida do pds-teste de compara¢des multiplas de
Bonferroni; p<0,05).



44

Comparagcdo do efeito das microinjecbes dos antagonistas dos receptores
histaminérgicos H1 (Mepiramina) e H2 (H2) no CeA sobre a ingestdo de salina 1,5% no

tempo 120 min.

A figura 08 apresenta os resultados comparativos da ingestdo cumulativa de solucéo
salina hiperténica 1,5%, entre os animais que receberam microinjecGes do antagonista seletivo
para os receptores histaminergicos Hi e Hz, nas concentragdes 200nmol/0,2 pL, 100nmol/0,2
uL e 50 nmol/ 0,2 ul e 0 grupo controle que recebeu solucgdo salina isotonica 0,9% (0,2 pL)
no tempo de 120 minutos. De acordo com os resultados apresentados na figura abaixo, fica
evidente que os animais que receberam as microinjecbes de Hi na concentracdo de
100nmol/0,2 pL apresentaram uma reducdo significativa na ingestdo de solugdo salina
hipertonica 1,5% quando comparado com o grupo de animais que receberam as microinjecoes
de Hz nessa mesma concentracdo e com 0 seu respectivo grupo controle. Pode ser observada,
também, uma reducdo ainda mais intensa na ingestdo de solucdo salina hiperténica 1,5% no
grupo de animais que receberam as microinje¢cOes de Hi na concentracdo de 200nmol/0,2 pL,
quando comparado com o grupo de animais que receberam as microinjecdes de Hz nessa
mesma concentracdo e com seu respectivo grupo controle. A andlise de variancia ANOVA
two-way para medidas repetidas modelo misto mostra que houve diferenca estatistica
significante na interagcdo tempos x tratamentos [F (3, 68) = 3,277; P = 0,0262], entre os
tratamentos [F (1, 68) = 25,67; P < 0,0001], e entre as concentracdes [F (3, 68) = 25,99; P <
0,0001].
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Figura 08: Comparacdo da Ingestdo cumulativa de solucdo salina hipertnica 1,5% entre os
grupos que receberam microinje¢des de Hi e o grupo de animais que receberam microinjecdes
de Hz no CeA nas concentragdes de 200, 100nmol/0,2uL ou salina isotonica 0.9%. O asterisco
(*) indica diferenca estatistica significante em relacdo aos animais do grupo controles e o (#)
em relacdo aos grupos tratados com cimetidina na concentra¢do de 100 nmol/0,2uL. Os dados
sdo apresentados como media £+ EPM (ANOVA two-way para medidas repetidas modelo
misto, seguida do pos-teste de comparacgdes multiplas de Bonferroni; p<0,05).
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Teste de sobremesa em animais privados de &gua por 24 horas que receberam
microinje¢des dos antagonistas dos receptores histaminérgicos Hi (Mepiramina) /H:
(Cimetidina) ou salina 0,9% no CeA.

O teste de sobremesa € importante para averiguar se o efeito do antagonista seletivo
para 0s receptores histaminérgicos Hi e H> no CeA gera um inibi¢do ndo especifica ou
especifica na ingestdo de solucao salina hiperténica 1,5%. A figura 08 expde os resultados da
ingestdo de solucdo sacarina 0,1% e agua filtrada em animais que receberam microinjecdes de
H: na concentragdo 200nmol/0,2 uL (n=7) e o grupo controle que recebeu solugdo salina
isotoénica 0,9% (0,2 uL; n=7) (A), bem como a ingestdo de solucdo sacarina 0,1% e agua
filtrada em animais que receberam microinje¢6es de H> na concentragdo 200nmol/0,2 uL
(n=7) e 0 grupo controle que recebeu solugdo salina isotonica 0,9% (0,2 uL; n=7) (B).

O painel A mostra que tanto a ingestdo de solucdo sacarina 0,1% entre o grupo de
animais que receberam microinje¢cdes de Hi no CeA na concentragdo 200nmol/0,2 pL
(6,6+0,6 ml/100g do peso corporal) e o grupo controle (7,0+0,6 ml/100g do peso corporal)
foi muito parecido, quanto a ingestdo de &gua destilada entre o grupo de animais que
receberam microinjecdes de Hi no CeA na concentracdo 200nmol/0,2 uL (1,1+0,4 ml/100g
do peso corporal) e o grupo controle (1,210,3 ml/100g do peso corporal), ndo havendo dessa
forma diferenca estatisticamente diferente. Entretanto, houve diferenca entre a ingestdo de
sacarina e agua tanto entre os grupos de tratamentos (6,6%0,6; 1,1+0,4 ml/100g do peso
corporal, respectivamente), quanto entre os grupos controles (7,0£0,6; 1,2+0,3 ml/100g do
peso corporal, respectivamente). A analise dos dados foi realizada por meio da ANOVA one-
way [F (3, 22) = 45,39; P < 0,0001].

De acordo com as informacg6es contidas no grafico do painel B, tanto a ingestdo de
solucdo sacarina 0,1% entre o grupo de animais que receberam microinjecdes de H. no CeA
na concentracdo 200nmol/0,2 ul(6,6+0,5 ml/100g do peso corporal) e o grupo controle
(6,5=0,3 ml/100g do peso corporal) foi muito semelhante, quanto a ingestdo de dgua destilada
entre 0 grupo de animais que receberam microinjecbes de H> no CeA na concentracdo
200nmol/0,2uL (0,3+0,2 ml/100g do peso corporal) e o grupo controle (0,7+0,3 ml/100g do
peso corporal), ndo havendo dessa forma diferenca estatisticamente significante. Entretanto,
houve diferenca entre a ingestdo de sacarina e agua tanto entre os grupos de tratamentos
(6,6=0,5; 0,3=0,2 ml/100g do peso corporal, respectivamente), quanto entre 0S grupos
controles (6,5%0,3; 0,7%0,3 ml/100g do peso corporal, respectivamente). A analise dos dados
foi realizada por meio da ANOVA one-way [F (3, 34) = 102,9; P < 0,0001].
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Figura 09: Teste de Sobremesa realizado em animais privados de agua por 24 horas e tratados
com Hi (A) e H2 (B) na concentragdo de 200nmol/0,2uL. no CeA sobre a ingestdo total de
sacarina 0,1% e de &gua filtrada. Os dados sdo apresentados como media + EPM (ANOVA
one-way, seguida do pds-teste de compara¢des multiplas de Bonferroni; p<0,05).
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Teste do campo aberto em animais depletados de s6dio que receberam microinjeces dos
antagonistas dos receptores histaminérgicos Hi (Mepiramina) /Hz (Cimetidina) ou salina
0,9% no CeA.

O teste de campo aberto foi realizado para avaliar se a administragédo do antagonista
seletivo para os receptores histaminérgicos H: e Hz geridos nos ratos afetariam de alguma
maneira a atividade locomotora desses animais. A figura 09 (A) mostra que tanto os animais
que receberam as microinjecdes de mepiramina no CeA na concentragdo 200nmol/0,2 uL (n=
6), quanto o grupo controle que recebeu inje¢des de solucao salina isotdnica 0,9% (0,2uL; n=
7) ndo tiveram a sua locomogdo afetada. A analise do teste “t” de Student ndo pareado indica

para este teste [t=0,3589; df=11; 0,4878].

A locomocédo também ndo foi afetada entre o grupo que recebeu as microinjecdes de
cimetidina no CeA na concentragdo 200nmol/0,2 pL (n= 5) e o grupo controle que recebeu
injecdes de solucdo salina isotonica 0,9% (0,2uL; n= 8) (B). A andlise do teste “t” de Student
nédo pareado indica para este teste [t=0,7144 df=11; 0,2869].
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Figura 10: Teste de Campo Aberto realizado em animais depletados de sddio e tratados com
H1/H2 na concentragdo de 200nmol/0,2ul no CeA. A analise estatistica foi feita por meio do
teste t de Student ndo pareado, p < 0,05.
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8 DISCUSSAO

No presente estudo, demonstrou-se que as microinjecdes de mepiramina, antagonista
dos receptores histaminérgicos do tipo Hi, e cimetidina, antagonista dos receptores do tipo H>
no CeA inibem, de maneira significativa, o apetite por sédio em ratos depletados deste ion,
confirmando o papel modulatério desses receptores sobre a homeostasia hidrossalina nesta
area. Estas respostas ndo sdo devidas a qualquer impedimento locomotor ou a alteracédo
inespecifica da palatabilidade.

Outros estudos corroboram os resultados encontrados no presente trabalho, os quais
mostraram a participacdo do CeA no controle do apetite por sddio. De acordo com Covin, et
al., (1975), as pesquisas com lesdes eletroliticas atribuiram fungdes inibitdrias e excitatorias a
diferentes subareas da amigdala no controle da ingestdo de sodio, fornecendo evidéncias de
um comando hierdrquico entre o hipotdlamo, amigdala e o septo. Sendo que o CeA tem
assumido um papel chave neste controle, visto que ele é considerado o principal nicleo da
amigdala que envia aferéncias para outras partes do encéfalo. Trabalhos semelhantes
demonstraram que injecdes de DAMGO (agonista p-opioide) no CeA aumentaram a ingestao
de 0,3 M de NaCl, em contrapartida, a administracdo de CTAP (antagonista p-opioide), nessa
mesma area, reverteu esse efeito (YAN, et al., 2013). Também, Hu, et al. (2015), provaram
em seus estudos que as injecGes bilaterais de muscimol (agonista do receptor GABAA) no
CeA reduziram a ingestdo de NaCl em ratos depletados e esse efeito foi revertido pela injecéo
de losartan, um antagonista do receptor de tipo 1 (AT1) da angiotensina.

Alguns trabalhos realizados anteriormente no Laboratério de Neurociéncias, 0s quais
avaliaram a participacdo dos receptores 5-HT3 e 5-HT2C situados no CeA sobre a regulacéo
da ingestdo de sal em ratos depletados de sddio, evidenciaram que a ativacdo farmacoldgica
dos receptores 5-HT3, induzida por m-CPBG localizados no CeA, ocasionou uma reducao
significativa na ingestdo de sal em ratos depletados de sodio e que este efeito antinatrioréxico
da m-CPBG foi revertido pelo pré-tratamento com o antagonista seletivo do receptor de 5-
HTs3, 0 ondansetron. Entretanto, quando somente injetado o ondansetron no CeA, verificou-se
que ndo houve mudanca na ingestdo tanto nos ratos depletados de sodio quanto nos
normonatrematicos. Por outro lado, a estimulagdo farmacoldgica dos receptores 5-HTac
localizados na amigdala central, pelo agonista seletivo do receptor 5-HT2c, 0 m-CPP, ndo
conseguiu modificar a ingestdo de sal em ratos depletados de sodio. Além disso, foi
demonstrado, neste estudo, que a administragdo de um bloqueador seletivo do receptor 5-

HT2c, 0 SDZ SER 082, nédo alterou a ingestdo de sal em ratos submetidos a deplecéo de sodio.
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Assim sendo, esses resultados levaram & conclusdo de que a ativacdo farmacoldgica de
receptores 5-HT3, localizados no CeA, inibe a ingestdo de sal em ratos depletados de sddio, e
que os receptores de 5-HT>c, localizados no CeA, parecem estar dissociados dos mecanismos
de controle de ingestdo de sal (LUZ, et al, 2007). Dessa forma, os achados encontrados neste
trabalho evidenciam a participacdo do CeA no controle do apetite por sddio com outros
neurotransmissores, haja vista que 0s receptores serotoninérgicos centrais presentes nesta area
foram capazes de inibir a ingestdo de sodio, o que reforca a sua importancia para esta
condicgédo e com os resultados encontrados no estudo em questdo. Segundo Andrade-Franze, et
al., (2015), o nucleo central da amigdala juntamente com nicleo parabraquial lateral séo
consideradas areas centrais importantes no controle do apetite por sodio, devido aos
mecanismos inibitorios e facilitatorios dessas areas, respectivamente (ANDRADE-FRANZE,
etal., 2017).

O LPBN é uma estrutura capaz de direcionar a diminuicdo dos comportamentos
apetitivos, em resposta a entradas homeostaticas e viscerais, principalmente através das
projecdes enviadas para a amigdala central (ANDRADE-FRANZE, et al., 2017). Este nucleo
parece estar relacionado também ao comportamento alimentar, sabe-se que o LPBN apresenta
uma populacdo de neurénios glutamatérgicos que expressam um peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (CGRP), os quais se projetam para o0 CeA que sdo ativados por uma gama de
sinais relacionados a saciedade. Estes sinais chegam ao LPBN provenientes do NTS, que
expressam a colecistoquinina (CCK) e a dopamina B-hidroxilase (DBH) que por sua vez é
ativado por sinais viscerais de saciedade, como a distensdo do estdmago, qua ascendem ao
SNC via nervo vago (ROMAN, et al., 2016).

Atualmente, alguns estudos tém sugerido a existéncia de circuitos similares no LPBN
responsaveis pelo controle especifico do apetite por sal, o qual ocorre primordialmente, por
meio de projecdes para o CeA, e, dessa maneira, esta rede integra informacGes sobre a
homeostasia do sal. O nucleo parabranquial lateral contém neurénios GABAérgicos que sdo
sensiveis ao estado homeostéatico do sal que se projetam para o CeA, e esta, por sua vez, inibe
0 apetite salino. A exemplo disto, temos um estudo que demonstrou que a inibi¢do do LPBN,
a partir da utilizacdo do muscimol, estimula o apetite salino e este efeito € bloqueado através
da inibicdo simultanea do CeA com o muscimol (ANDRADE-FRANZE, et al., 2015).

No complexo amigdaldide (incluindo o CeA) existem diversos receptores de
neurotransmissores e/ou neuromoduladores. Dentre eles estdo presentes as densas projecoes
histaminérgicas provenientes do TM (PANULA, et al., 1989). Dados na literatura indicam

que a quantidade de histamina presente nos neur6nios esta associada ao alto nivel da atividade
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da enzima L-histidina descarboxilase (KATOAKA; ROBERTINS, 1967). Dessarte, esta
enzima apresenta-se como um marcador confidvel para os sistemas neuronais histaminérgicos
(BARBIN, et al., 1977). Diante desta informacdo, uma série de estudos voltados para essa
investigacdo foi realizada e, de acordo com Ben-Ari, et al., (1977), no complexo amigdaldide,
0s niveis mais altos de atividade da L- histidina descarboxilase foram encontrados nas
estruturas localizadas mais medialmente, nos nucleos centrais e mediais da amigdala.

Sabendo-se da existéncia dessa alta densidade de histamina no CeA, ao investigar o
papel modulatério dos receptores Hi e Hz no CeA, os resultados obtidos indicam que 0s
antagonistas dos receptores do tipo Hi promovem uma inibicdo na ingestdo de salina
hipertdnica mais acentuada, enquanto que os antagonistas dos receptores do tipo Hz induzem
uma inibicdo menos intensa. Verificamos que os animais depletados de sodio que recebendo
injecdo no CeA de mepiramina e de cimetidina na maior concentracdo (200nmol/0,2ul)
apresentaram inibi¢do mais significativa da resposta ingestiva ao sal. Os animais tratados com
a concentracdo intermediaria (100nmol/0,2ul) também exibiram uma reducdo nessa resposta,
porém menos pronunciada. A resposta dos animais tratados com a menor concentracdo de
mepiramina (50nmol/0,2ul) ao comportamento ingestivo foi ainda menos pronunciada que na
concentracdo anterior. Quando se comparam as respostas inibitérias da cimetidina e da
mepiramina nas concentracdes de 100 e 200 nmol/0,2ul, verifica-se que este efeito foi mais
significante para a mepiramina do que para cimetidina. Dessa forma, esses dados sugerem
que, no CeA, os receptores Hi apresentam um papel mais preponderante do que os receptores
H2 no controle do apetite por sodio em ratos depletados deste ion. Essa diferenga na resposta
inibitoria dos dois antagonistas poderia ser explicada pela diferenca densidade dos receptores
H: e H. nesta &rea, entretanto dados da literatura sdo insuficientes para corroborar esta
hipdtese.

Com relacdo aos resultados obtidos nesse protocolo experimental, é importante
salientar que os animais depletados de sddio, tanto os que receberam as microinjecdes de
mepiramina, quanto os que receberam microinje¢Oes de cimetidina, assim como 0S Sseus
respectivos controles neste estudo, ndo ingeriram a agua destilada durante as sessdes
experimentais. Contudo, estes resultados j& eram esperados, dado que esses animais
encontravam-se normovolémicos. Outros trabalhos que utilizaram o mesmo protocolo
experimental obtiveram o mesmo resultado que o presente trabalho (NASCIMENTO, et al.,
2014). Estudo com protocolo especifico para ingestdo de agua (privagdo 24h) devem ser
realizados para investigar o papel de vias histaminérgicas no CeA no controle da ingestdo de

agua.
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Diante disso, € pertinente inferir que a caréncia de sddio no organismo desses animais,
causada pela injecdo de furosemida e dieta hiposodica, estimula vias histaminérgicas centrais
ativando os receptores histaminergicos Hi e Hz presentes no CeA que induzem a ingestéo de
solucdo salina hipertonica, a qual, em condigdes normais, seria aversiva. Possivelmente, essa
ativacdo do sistema histaminérgico central no CeA é desencadeada pela ativacéo de estruturas
que detectam as variagdes das concentragdes plasmaéticas de sddio, como o érgdo subfornical,
o0 qual envia projecdes para os nucleos intregadores, como o nucleo pré-optico e destes para o
CeA. Também as estruturas relacionadas com o aumento ou a diminuicdo dos
comportamentos apetitivos, tais como o nucleo parabraquial lateral, sdo ativadas pelas
informacgOes das entradas inibitdrias e excitatorias advindas da periferia, via nervos vagos
aferentes, os quais projetam-se até o NTS e destes ao LPBN. As informacGes que chegam
nesta area, por sua vez, ascende para 0 CeA (ANTUNES-RODRIGUES, 2004; JOHNSON,
2007; BOURQUE, 2008). Outros estudos ainda reforcam essa hipotese, visto que de acordo
com estudos realizados por Geerling e Loewy (2008), é possivel inferir que de fato a via NTS-
LPBN-CeA pode ser um dos circuitos neuroanatdbmicos que explicam a modulacdo da
ingestdo de sodio pelo CeA. Ademais, Tandon, et al. (2012) observaram mudanca na atividade
neuronal em resposta ao estado natrémico do animal. Os resultados dos seus estudos
mostraram que a deplecdo de sodio leva a um aumento da resposta excitatdria evocada em
algunas areas cerebrais, incuindo o LH, Nac e CeA.

E possivel também que essa condicdo ative o sistema histaminérgico central, e este,
por sua vez, modifique a percepcao ao sabor salgado, entretanto mais estudos sdo necessarios
para confirmar esta possibilidade.

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo, utilizando administracdo dos
antagonistas histaminérgicos Hi e Hz no terceiro ventriculo, em animais submetidos a
privacdo de agua (24 h), a deplecdo de sddio induzida por furosemida e a estimulacédo
farmacoldgica angiotensinérgica central obtiveram resultados semelhantes ao do presente
estudo. Contudo, com administragdo intracerebroventricular, a cimetidina ndo teve nenhum
efeito. Além disso, observou-se que a ingestdo sal e agua gerada por estimulacdo
angiotensinérgica central (10 ng) foi diminuida por injeces de mepiramina e cimetidina no
terceiro ventriculo (MAGRANI, et al., 2005). Os resultados desse estudo e os do presente
trabalho permitem concluir que, de fato, os receptores histaminérgicos centrais participam do
controle da ingestdo de sal induzida por diferentes estimulos fisioldgicos e farmacolégicos.

Morimoto, et al., (2001) demonstraram que o sistema histaminérgico central esta

envolvido no controle do consumo de alimentos. Em especial agueles que se encontram na
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amigdala, visto que esta &rea € um dos locais candidatos, j& que recebem informacoes
sensoriais da cavidade oral (AZUMA, et al., 1984). Dessa maneira, uma vez que as fibras
histaminérgicas sdo encontradas em abundancia na amigdala (INAGAKI, et al., 1988),
postula-se que o sistema histaminérgico é afetado tanto pela sensacdo de textura alimentar
quanto pela estimulagéo gustativa da cavidade oral (ISHIZUKA, et al., 2010).

Ishizuka, et al. (2010) mostraram em seus estudos o efeito da dureza dos alimentos
sobre a liberacdo de histamina no ndcleo central da amigdala por microdialise in vivo usando
ratos que se movem livremente. Os resultados deste trabalho demonstraram que, quando os
ratos consumiram “pellets” de racdo duros, a liberagcdo de histamina pela amigdala aumentou
significativamente, indicando que a atividade do sistema histaminérgico ndo é afetada pelo
efeito pos-ingestivo, mas pela sensacdo somatica oral de estimulacdo mecénica dos alimentos.
Nesse estudo também foi revelado que é justamente o nicleo central da amigdala que
participa do controle dos movimentos dos maxilares, visto que as fibras eferentes do nucleo
central da amigdala atingem o nudcleo do triplo motor, regido responsavel pelo controle do
movimento da mandibula, através da regido reticular parvicelular (YASUI, et al., 2004) ou a
regido supratrigeminal (TAKEUCHI, et al., 1988).

Estudos realizados por Lecklin e Tuomisto (1998), que tinham por objetivo investigar
quais antagonistas dos receptors histaminérgicos (Hi, H> e Hs) estavam envolvidos na
supressdo de alimentos, apds o tratamento com metropina (10 mg / kg IP), mostraram que a
administracdo sisttmica do antagonista do receptor Hs, a tioperamida (5 mg / kg IP),
complementou o efeito supressor alimentar da metoprina. Além disso, 0 antagonista do
receptor Hi, a mepiramina (20 mg / kg de IP), antagonizou essa supressdo em ratos tratados
com metoprina, enquanto que o antagonista do receptor Hy, ranitidina (100 mg / kg IP) ndo
teve efeito. Dessa maneira, esses resultados mostram que a elevacdo do contetdo de histamina
no cérebro, a qual inibe o catabolismo da histamina, suprime a ingestdo alimentar, e este
efeito da metoprina pode ser abolido pelo pré-tratamento com anti-histaminicos.

Lecklin, et al. (1998) também avaliou as agdes de histamina e dos agonistas seletivos
de receptores de histamina Hi, H> e Hs infundidos intracerebroventricularmente, sobre a
ingestdo de alimentos, agua e fluxo de urina em ratos. Neste trabalho, os autores
demonstraram que o agonista de Hi, 2-(3- trifluorometilfenilo) histamina (FMPH) provocou a
diminuicdo da ingestdo de alimentos, enquanto que o agonista de H», dimaprit, ndo causa
nenhum efeito. Verificou-se também que a supressdo alimentar induzida pela histamina e
FMPH ¢ atenuada pelo blogueio do Hi, mas ndo pelo bloqueio dos receptores H. Estes

resultados demonstram claramente que a ativacdo dos receptores Hi do cérebro diminui a
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ingestdo de alimentos indicando que o sistema histaminérgico do cérebro estd associado ao
comportamento alimentar. Com relacdo a homeostase da agua corporal, a histamina causou
uma diurese duradoura, como também o dimaprit e a metoprina, enquanto o blogqueio dos
receptores Hz aboliu as respostas diuréticas a histamina e dimaprit. Por outro lado, o agonista
Hs, (R)- a- metilhistamina provocou a ingestdo de agua e este efeito pode ser prevenido pelo
preé-tratamento com a tioperamina. Dessa maneira, estes resultados indicam que a ativacéo dos
receptores Hz provoca predominantemente a ingestdo de agua, enquanto que os receptores H»
centrais medeiam o efeito diurético da histamina. Os dados do presente estudo contribuem
para o entendimento do papel das vias histaminérgicas centrais no controle do equilibrio
hidrossalino uma vez que se demonstrou a participagdo dos receptores Hi e H»
histaminérgicos na CeA sobre o apetite por sodio.

Para investigar se os antagonistas dos receptores histaminérgicos, Hi e Hz, utilizados
no presente estudo foram capazes de modificar a ingestdo de solucdo salina hipertonica,
através de uma inibicdo geral inespecifica do comportamento ingestivo, investigamos o efeito
das injecdes de mepiramina e cimetidina no CeA, sobre a ingestdo de solucdo sacarina 0,1%.
O “Teste de Sobremesa” mostra a preferéncia pela ingestdo da sacarina em ratos sendo
protocolo experimental bem estabelecido para estudo de comportamento heddnico nesses
animais (NACHMAN, 1959). O Teste de Sobremesa no presente estudo mostra que a
ingestdo da solugdo de sacarina 0,1% né&o foi alterada pelas inje¢des de Hi ou Hz no CeA.
Esses dados sugerem que mudancas na ingestdo de sal causadas pelo blogueio dos receptores
histaminérgicos ndo estdo relacionadas com mudancas gerais do comportamento apetitivo,
desde que a resposta heddnica ndo foi alterada pela administragdo dos antagonistas
histaminérgicos. Isso é uma evidéncia de que essa inibicdo do apetite por sodio pelos
antagonistas histaminérgicos altera especificamente o controle da ingestdo homeostatica de
sodio. Entretanto, com este protocolo experimental, ndo se pode descartar a ideia de que vias
histaminérgicas centrais modulam o aspecto da palatabilidade ao sodio. Estudos futuros
devem ser realizados para esclarecer esta hipétese.

Alguns estudos realizados por Lozeva, et al. (2000) examinaram os efeitos do blogueio
do receptor da histamina H: sobre os ritmos circadianos da alimentacdo e a atividade
locomotora espontanea em ratos com anastomose portacaval (PCA) a longo prazo, para
descobrir se a neurotransmissdo histaminérgica alterada no cérebro de ratos apos seis meses
da realizacdo cirdrgica de PCA, participava da geracdo e manutencdo dos distdrbios dos
ritmos circadianos da alimentacdo e atividade locomotora. Os resultados desse trabalho

demonstraram que o bloqueio do receptor Hi da histamina no SNC, a partir da utilizagéo da
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pirilamina (mepiramina), um antagonista seletivo do receptor Hi que possui alta afinidade,
administrada em uma infusdo subcutdnea continua, leva a supressdo da ingestdo alimentar e
exerce um efeito depressivo significativo na atividade locomotora, sugerindo dessa forma que
0S mecanismos histaminérgicos centrais desempenham um papel importante no controle
ritmico circadiano da alimentacdo assim como na atividade locomotora esponténea através da
ativacdo dos receptores histaminérgicos Hi centrais.

Nessa perspectiva, para testar se a administracdo central de mepiramina ou cimetidina
no CeA também induziria uma reducdo significativa na atividade locomotora, o que poderia
explicar a inibicdo da ingestdo de solugdo salina hipertdnica observada neste estudo,
expusemos 0s grupos de ratos que receberam as injecdes de Hi ou H> ao teste de campo
aberto. Contudo, verificamos que ndo ocorreu mudanca na atividade locomotora dos animais,
examinada através do teste de campo aberto, em decorréncia da injecdo dos antagonistas dos

receptores histaminérgicos no CeA.



57

9 CONCLUSAO

A inibicdo da ingestdo de salina hipertonica induzida pelo bloqueio dos receptores
histaminérgicos observada no presente estudo parece ser resultado de controle no apetite por
sodio especificamente e ndo devido a uma inibicdo geral do comportamento ingestivo, uma
vez que a ingestdo de solucdo sacarina ndo foi modificada. Assim, pode-se concluir que as
vias histaminérgicas estdo modulando aspecto homeostatico da ingestdo de sal e ndo o aspecto
hed6nico. Embora estudos mostrem que vias histaminérgicas centrais alteram a atividade
locomotora, no presente estudo, o blogueio dos receptores histaminérgicos na CeA nao
modificou a atividade locomotora dos animais. Assim, pode-se concluir que a inibicdo do
apetite por sodio induzido pelo blogueio dos receptores histaminérgicos na CeA néo foi
devido a impedimento locomotor.

Os resultados apresentados nesse estudo confirmam a nossa hipotese de que durante a
deplecdo de sddio, as vias histaminérgicas, através dos seus receptores dos tipos Hi e Ho,
podem ser ativadas e, dessa forma, modular o apetite por sddio corrigindo o equilibrio

homeostatico. O diagrama abaixo ilustra essa hipotese.

™
(Histamina)

[ 1 Na* Plasmatico

Canais [Nay]
;l LPBN
SFO CeA €— T
NTS
MPO Resposta Nervo Vago
Apetite por
Na*

Informacoes Viscerais

Figura 11: Diagrama esquematico indicando as possiveis vias responsaveis pela ativacdo do
sistema histaminérgico no CeA em resposta a deplecdo de sédio. Legenda: SFO, Nucleo
subfornical; MPO, Nucleo pré-6tico;, TM. Tuberomamilar; LPBN, Nuicleo parabraquial
lateral; NTS, nucleo do trato solitario.
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10 PERSPECTIVAS FUTURAS

Mais estudos envolvendo o sistema histaminérgico e as areas envolvidas no equilibrio
hidrossalino precisam ser realizados, a fim de que o papel dos receptores histaminérgicos do
tipo H: e H. centrais na modulacdo do apetite especifico por sddio, seja melhor
compreendido. Um desses estudos seria aquele envolvendo a técnica de imunohistoquimica
para dupla marcacao da proteina FOS e RNAm para receptores Hi e Hz e dupla marcacédo da
proteina FOS e RNAm para histamina, dado que estes podem indicar ativacdo neuronal e,
portanto, as areas cerebrais que participam ou ndo do circuito que modula o apetite por sal
pelas vias histaminérgicas em condi¢cfes de deplecdo de sodio. Dessa maneira, ficaria melhor
elucidada a rede neural pela qual as vias histaminérgicas do CeA geram a resposta ingestiva
ao sal em situagdes que envolvem a caréncia deste ion.

Outro estudo que poderia ser realizado seria o da palatabilidade ao sabor, uma das
respostas psicoldgicas que aumentam o apetite por sodio, através da mudancga da percepcao ao
sabor salgado. Dessa forma, visto que o apetite por sodio € direcionado por circuitos
neuronais que integram informacdes relacionadas ao estado homeostatico do sal, a detecgédo
de pistas e a saciedade visceral (SMITH; LAWRENCE, 2017). E que a amigdala é
responsavel por processar inimeras experiéncias sensoriais simultaneamente, tais como
estimulo, contedo emocional (palatabilidade ao sabor) e valor de recompensa, tendo em vista
que ela apresenta conexdes com cortex sensorial, cortex orbitofrontal e sistema
dopaminérgico (BERRIDGE, 1996; CARDINAL, et al., 2002) E que, em especial, o nlcleo
central da amidgala (CeA) recebe informacgdes associadas ao sabor devido as conexdes
reciprocas com o tronco cerebral gustativo (KARIMNAMAZI; TRAVERS, 1998; HUANG,
et al., 2003; LI, et al., 2005). E interessante investigar se os receptores histaminérgicos Hi e
H> presentes no CeA estdo envolvidos nos mecanismos da palatabilidade hed6nica ao sabor
salgado, e se os mesmos influenciam de alguma forma os componentes deste circuito,
fornecendo assim uma caracterizacdo adicional aos papéis destes receptores relacionados ao
apetite por sodio.

A interacdo da histamina com outros neurotransmissores, por exemplo a dopamina,
também é um fator importante a ser pesquisado, dado que a dopamina e seus respectivos
receptores estdo intimamente relacionados com a regulacdo da motivagdo para
comportamentos alimentares. Estudos tém demonstrado que a dopamina apresenta um papel
funcional fundamental na amigdala sobre a ingestdo de alimentos e motivacdo do

comportamento alimentar (ANDERBERG, et al., 2014). Assim sendo, poderiamos verificar
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se os receptores de dopamina no CeA tém algum envolvimento sobre os efeitos da histamina
no comportamento ingestivo ao sal. Para isso, realizariamos um estudo com duplo tratamento,
utilizando os agonistas dos receptores histaminérgicos em ratos ndo depletados de sodio,
seguido dos antagonistas dos receptores dopaminérgicos, com o objetivo de observar se a
presenca da histamina estimula a transmissdo dopaminérgica no CeA, e esta, por sua vez,

quando bloqueada, altere a ingestao de sodio.
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