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no 6rgdo subfornical (SFO) sobre o apetite por sal. 65 f. il. Dissertacdo (Mestrado em
Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo
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RESUMO

INTRODUGCAO: Estudos sugerem que as vias opioidérgicas centrais desempenham papel no
controle hidroeletrolitico através da ingestdo de sal. O 6rgao subfornical (SFO) é uma area
circunventricular que monitora centralmente os niveis circulantes de sédio no sangue e
liquido cefaloraquidiano devido presenca de receptores de sddio nesta area. Os niveis de
concentracdo de sodio no sangue ou no liquido cefaloraquidiano causam ativacdo ou
inativacdo dos neurbnios GABAérgicos presentes no SFO, que por sua vez, a ativagdo dos
neurdnios GABAGérgicos promovem aversividade a ingestdo de sddio. Trabalhos tem
mostrado que ocorre ativacdo de receptores opioides no SFO em animais submentidos a
protocolos de deplecdo de sddio. Poréem, ainda é pouco elucidado o papel dos receptores
opioides, dentre eles, os receptores mu- e delta- opioides sobre o controle hidroeletrolitico
central. OBJETIVO: Verificar se o apetite por sédio induzido por deplecdo deste ion
depende da atividade enddgena dos receptores mu- e delta-opioides e da interacdo com vias
GABAérgicas no SFO. MATERIAL E METODOS: Foram utilizados ratos Wistar (270 20
g), submetidos a cirurgia estereotaxica para implante de canula guia no SFO. Apds 4 dias da
cirurgia estereotaxica, 0s animais foram submetidos ao protocolo de deplecdo de sédio, por
administracdo de furosemida via subcuténea. Posteriormente ao protocolo de deplecdo de
sodio foi fornecido ao animais alimentacdo hipossodica e agua destilada por 24 h. No fim das
24 horas, foi administrado no SFO antagonista mu- opioide nas concentracfes 3, 6 e 12
nmol/0,2ul e antagonista delta- opioide nas concentracBes 1.5, 3 e 6 nmol/0,2 ul, apds 15
min da administracdo das drogas foi fornecido bebedouro com &gua destilada e solucéo salina
1,5% iniciando o registro de ingestdo cumulativa nos tempos 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 120
minutos. A analise estatistica foi realizada atraves do programa GraphPad Prism 6.0. Utilizou-
se ANOVA - two away modelo misto para medidas repetidas seguida do pds-teste de
Bonferroni para multiplas comparaces dos volumes ingeridos e teste “t” de Student nédo
pareado para analise dos testes de comportamento. RESULTADOS: Os animais que
receberam microinjecdo de naloxone ou naltrindole no SFO tiveram reducéo estatisticamente
significante na ingestdo cumulativa de salina hipertdnica quando comparado aos animais do
grupo controle. Quando verificou-se a relacdo dos receptores mu- e delta- opioides com 0s
neurbnios GABAérgicos, o bloqueio da ingestdo de solucdo salina hipertbnica promovida pela
microinjecdo de naltrindole no SFO foi abolida quando administrado antagonista dos
receptores GABA na mesma &rea. Porém a mesma resposta ndo foi encontrada entre o
bloqueio dos receptores GABA e bloqueio dos receptores mu-opioide. CONCLUSOES: Os
dados obtidos neste estudo sugerem que os receptores mu- e delta- opioides, presentes no
SFO, participam na modulagdo do controle da ingestdo de sodio. Também com base nos
dados neste estudo, sugere-se que 0s receptores delta-opioides modulam a ingestdo de sodio
por via GABAGérgica.

Palavras-chave: Ingestdo de sddio; Receptor delta-opioide; Receptor mu-opioide;
Deplecéo de sodio.
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Universidade Federal da Bahia. Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador,
2017.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Studies suggest that central opioidergic pathways play a role in
hydroelectrolytic control through ingestion of salt. The subfornical organ (SFO) is a
circumventricular area that centrally monitors circulating levels of sodium in the blood and
cerebrospinal fluid due to the presence of sodium receptors in this area. The levels of sodium
concentration in the blood or cerebrospinal fluid cause activation or inactivation of the
GABAEergic neurons present in the SFO, which, in turn, the activation of GABAergic neurons
promote aversivity to sodium intake. Studies have shown that activation of opioid receptors
occurs in SFO in animals submitted to sodium depletion protocols. However, the role of
opioid receptors, among them, the mu- and delta-opioid receptors on central hydroelectrolytic
control, is still little elucidated. OBJECTIVE: To verify if the sodium appetite induced by
depletion of this ion depends on the endogenous activity of the mu- and delta-opioid receptors
and the interaction with GABAergic pathways in the SFO. MATERIAL AND METHODS:
Wistar rats (270 = 20 g) were submitted to stereotaxic surgery to guide cannula implantation
in SFO. After 4 days of stereotactic surgery, the animals were submitted to sodium depletion
protocol, by administration of furosemide subcutaneously. Subsequently to the sodium
depletion protocol, the animals received hyposodium and distilled water for 24 h. At the end
of 24 hours, a mu- opioid antagonist at concentrations of 3, 6 and 12 nmol / 0.2 ul and delta-
opioid antagonist at concentrations of 1.5, 3 and 6 nmol / 0.2 pl was administered to the SFO
after 15 min of administration of the drugs was supplied with distilled water and 1.5% saline
solution starting the cumulative intake record at times 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 and 120
minutes. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 6.0 software. Two-way
ANOVA was used for repeated measurements followed by the Bonferroni post-test for
multiple comparisons of ingested volumes and unpaired Student's t test for analysis of
behavioral tests. RESULTS: Animals receiving naloxone or naltrindole microinjection in the
SFO had a statistically significant reduction in the cumulative intake of hypertonic saline
when compared to the animals in the control group. When the mu- and delta-opioid receptors
were correlated with the GABAergic neurons, the blockade of the hypertonic saline solution
promoted by the microinjection of naltrindole in the SFO was abolished when administered
GABA receptor antagonist in the same area. However, the same response was not found
between GABA receptor blockade and mu-opioid receptor blockade. CONCLUSIONS: The
data obtained in this study suggest that mu- and delta-opioid receptors, present in the SFO,
participate in modulating the control of sodium intake. Also based on the data in this study, it
is suggested that the delta-opioid receptors modulate the sodium intake by the GABAergic
route.

Keywords: Sodium intake; Delta-opioid receptor; Mu-opioid receptor; Sodium depletion.
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1 INTRODUCAO

O sodio é importante para determinar o gradiente osmotico dos espacos intracelulares
e extracelulares, movendo a agua para dentro ou para fora da célula, ja que ele é soluto em
maior concentracdo no espago extracelular. A sede é desencadeada devido o aumento da
pressdo osmotica plasmatica causada pela hipertonicidade nos compartimentos ou diminuicao
do volume extracelular, geralmente causadas por hemorragias, vomitos e diarreias
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004; MCKINLEY e JOHNSON, 2004). O apetite por
sodio envolve varias areas cerebrais, neurdnios e neurotransmissores. Os 0rgaos
circunventriculares sdo areas essenciais para deteccdo dos niveis circulantes de s6dio. Em
especial, o Orgdo Subfornical (SFO) possui receptores para sodio e ANGII, além disso o SFO
possui conexao com o terceiro ventriculo, por ser formado uma simples camada de células
ependimarias achatadas que possibilita verificar a concentracdo de soédio no liquido
encefaloraquidiano. Outro fator importante desta area é a existéncia de barreira
hematoencefalico fenestrada, isso permite a passagem moléculas do plasma, como o sédio,
para 0 espaco intercelular, e assim ser detectado pelos receptores de sodio. (FITZSIMONS,
1998; MCKINLEY et al., 2003). A deplecdo de sdédio gera um distarbio no equilibrio
hidroeletrolitico, que por sua vez, causa ativacao/inativacdo neuronal, como na inativacao dos
neurbnios GABAérgicos que quando ativados provocam uma sensacdo ndo prazerosa ou seja,
aversividade para a ingestdo de sodio (HIYAMA e NODA, 2016), e liberacdo de
neurotransmissores, como 0 opioide endogéno, que é principalmente expresso em areas
limbicas. Estudos com deplecdo de sddio tem mostrado ativacdo de receptores Mu-opioide
por fos-ir em CVO's como SFO e Nicleo Pré-Opitico Mediano (MNPO) , e em areas limbicas
como nucleo Accumbens e Amigdala. Alguns estudos ja mostraram que injecao intracérebro
ventricular de antagonista dos receptores kappa- e delta- opioides inibiram a ingestdo de
solucdo salina em animais depletados s6dio (NASCIMENTO et al., 2014 e 2012). Em outras
areas cerebrais como Amigadala Basolateral (BLA) foi mostrado que a ingestdo de sodio por
animais depletados deste ion foi inibida quando administrado antagonista do receptor kappa.
Além disso, foi-se observado através do teste de reatividade ao sabor que a administragdo do
antagonista kappa-opioide aumenta o impacto aversivo causado pela solucdo salina
hiperténica. Os opioides endogenos tem sido envolvido no mecanismo do prazer que envolve
motivacdo e recompensa, que tem sido amplamente discutido, pois é a base para o
entendimento da dependéncia do uso de drogas de abuso. Porém pouco se sabe do

envolvimento dos opioides no mecanismo do controle de manutengdo do equilibrio
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hidroeletrolitico. Contudo nosso objetivo neste presente estudo foi verificar se o apetite por
sodio induzido por deplecdo deste ion depende da atividade endégena dos receptores mu- e

delta-opioides e da interacdo com vias GABAérgicas no SFO.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EQUILIBRIO HIDROELETROLITICO

Alteracdes na homeostasia dos liquidos corporais sdo informadas momento a momento
ao sistema nervoso central. A regulacdo primaria dos compartimentos liquidos corporais da-se
pela ingestdo e excrecao de agua e eletrolitos pelos rins, assim, ajustes sdo necessarios quando
ha desequilibrio entre estas varidveis. O cérebro integra os sinais sensoriais e hormonais da
periferia e dirige correcdes através de mudancas autondmicas, endocrinas e comportamentais.
A sede e o apetite por sddio sdo comportamentos essenciais para corre¢do da homeostasia
hidrossalina (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004; MCKINLE e JOHNSON, 2004). Na
tentativa de equilibrar as perdas fisioldgicas de agua a ingestdo de liquidos faz-se necessaria,
tal comportamento é apresentado como sede. Este mecanismo € indispensavel para a
sobrevivéncia animal, pois é a forma que organismo tem para manter as variaveis
hidroeletroliticas (MCKINLEY e JOHNSON, 2004). A sensacao de sede origina-se no centro
da sede, localizado nas por¢des anterior e ventromedial do hipotalamo. Homeostasia dos
liquidos exige um mecanismo que mantem os eletrolitos, em especial o sodio, em total em
equilibrio com a agua, bem como uma apropriada distribuicdo destes nos espacos intracelular
e extracelular. Quando ocorre a perda de agua, geralmente esta agua € perdida tanto do
compartimento intracelular quanto do extracelular. (MCKINLEY e JOHNSON, 2004,
MCKINLEY et al., 2004).

O sodio é importante para determinar o gradiente osmoético dos espacos intracelulares
e extracelulares, movendo a agua para dentro ou para fora da célula, ja que ele é soluto em
maior concentracdo no espaco extracelular. A sede é desencadeada devido o aumento da
pressdo osmotica plasmatica causada pela hipertonicidade nos compartimentos ou diminuicdo

do volume extracelular, geralmente causadas por hemorragias, vomitos e diarreias.
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2.1.1 Mecanismos Periféricos de Controle do Equilibrio Hidroeletrolitico

Perifericamente, os receptores de sodio (Nax) estdo localizados na mucosa oral,
préximos a veia porta hepatica, trato gastrointestinal e rins. A estimulacdo da sede pelo
espaco extracelular acontece pela diminuicdo do volume extracelular ou pressdo sanguineas,
geralmente causadas por hemorragias, vomitos e diarreias. Os receptores de distencdo estéo
localizados nos atrios, vasos pulmonares e nos rins, sinalizam alteracbes na pressédo
sanguinea. (MCKINLEY e JOHNSON, 2004; MCKINLEY et al., 2004; JOHNSON, 2008).
InformacGes de desequilibrios na osmolaridade vindos da periferia levados pelos nervos vago
e glossofaringeo ate o nucleo do trato solitario (NTS), que por sua vez, projeta para outros
ntcleos do cérebro, SFO e Orgdo Vasculoso da Lamina Terminal (OVLT) que retransmite
sinais osmoticos e hormonais para o nucleo pré optico mediano (MnPOQO), este nucleo
apresenta grande densidade de receptores de angiotensina do tipo I(AT1). Todos os estimulos
chegam ao hipotalamo. A resposta osmdtica da-se pela estimulagcdo da hipdfise posterior de
onde ha liberacdo do hormonio anti-diurético (ADH). O ADH atua no receptores v1 e v2 que
atuam abrindo os canais de aquaporinas do tipo 2, localizados nos ductos coletores renais,
promovendo a reabsorcdo de agua nos rins, na tentativa de reestabelecer as varidveis em
desequilibrio.

O ADH ativa a liberagdo de aldosterona pelas glandulas supra-renais, que tem como
funcdo a manutencio do volume de fluidos extracelular, por conservacdo do Na* corporal,
atuando nos ductos coletores dos rins, reabsorvendo Na*. O atrial natriurético peptide (ANP)
é sintetizado no coragdo. O aumento da concetragdo circulante nos vasos sanguineos promove
a inibicdo da ingestdo de agua, além disso, possui um efeito inibitorio sobre a estimulacdo da
sede causada pela angiotensina. Com o passar dos anos, os nhiveis de ANP circulante
aumentam, fazendo com que a percep¢do da sede diminua, por esse motivo, um individuo
idoso bebe menos agua do 8que um individuo jovem. (MCKINLEY e JOHNSON, 2004;
JOHNSON, 2004; BOURQUE, 2008).

O mecanismo do controle periferico hidroeletrolitico pode ser melhor compreendido a
partir da figura 1. Onde uma situacdo de hipertonicidade ira desencadear o aumento da
natriurese, diminuicdo da ingestdo de sodio, aumento da ingestdo de &gua e aumento da
reabsorcéo de agua. Enquanto em situcdo de desequelibrio hipoténico causa a diminiucdo da
natriurese, aumento da ingestdo de sodio, diminuigdo da ingestdo de agua e diminuic¢do da
reabsorcdo de dgua (BOURQUE, 2008).
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Figura 1. O mecanismo de osmoregulagdo. Mudangcas na osmolaridade dos fluidos extracelular modula
respostas homeostaticas que afeta o balaco de Na* ( esquerda) e o balango de 4gua (direita) (BOURQUE, 2008).

2.1.2 Mecanismo Central de Controle do Equilibrio Hidroeletrolitico

A lamina terminal apresenta estruturas sensoriais que detectam alteracdes quimicas,
no liquido cefalorraquidiano, proximas aos ventriculos. Os Orgdos circunventriculares
(CVOs) sao caracterizados por apresentarem barreira hematoencéfalica diferenciada, isto se
deve aos capilares fenestrados que permitem a passagem de substancias de elevado peso
molecular do plasma para o parénquima cerebral (ENGELHARDT, 2003) e apresentarem
receptores para renina e angiotensina. Os CVOs incluem: area postrema (AP), o 0Orgédo
vasculoso da lamina terminal (OVLT) e o 6rgdo subfornical (SFO). O nucleo pré-6ptico
mediano (MnPQ) é uma estrutura importante na regulacdo central do apetite por sddio e da
pressdo arterial, ndo integra os CVOs mas esta localizado entre 0 OVLT e SFO compondo a
lamina terminal (FITZSIMONS, 1998; MCKINLEY et al., 2003).
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Figura 2. Conexdes neurais no controle dos fluidos corporais. Em vermelho, érgdos sensoriais que
expressam Nax; Linhas verdes indicam conexdes neurais envolvidas na liberagdo de vasopressina e em linhas
azuis indicam conexdes neurais pituitarias envolvidas no controle da ingestdo de sal e agua ( NODA, 2014).

O SFO ¢ um tecido situado dorsalmente da parede anterior do terceiro ventriculo, que

faz parte do fornix. A parte caudal do SFO ¢é limitado pelo plexo coroide. Caracteriza-se 0
SFO pela presenca de canais de sodio (Nax) nas células ependimaérias e astrocitos o que as
tornam sensiveis as variaces de concentracdo de sodio, pois 0 aumento nas concetracdes de
sodio promove a abertura dos Nax (HIYAMA et al., 2002; WATANABE et al., 2006) , além
da presenca de corpos de neurdnios predominante GABAérgica (WATANABE et al., 2006) e
de uma barreira hematoencefalica fenestrada que permite a passagem de componentes do
plasma para o espaco intercelular. Estudos apontam que no SFO ocorre uma angiogénese
constante, o que favorece a permanéncia dos capilares fenestrados (MORITA et al., 2015;
MIYATA, 2015). Como pode ser visto na figura 2, o SFO possui neurénios que enviam
eferéncias para diversos nucleos relacionados ao controle da ingestdo de sdédio e controle
cardiovascular, como: MnPO, OVLT, supra6tico, nlcleo da estria terminal, nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) e nucleo parabraqueal (PBN) (GUI-BAO GU e GONG
JU, 1995; CHARANJIT KAUR e ENG-ANG LING,2017). Ainda possui contato com 0
liquido cefaloraquidiano, por ser formado uma simples camada de células ependimarias
achatadas, que ndo possuem cilios copiosos e tem jungdes apertadas entre as células
adjacentes, que bloqueiam a difuséo entre o parénquima do SFO e o terceiro ventriculo. Essas
caracteristicas estruturais devem ser fundamentais para SFO desempenha um papel
fundamental no monitoramento do equilibrio hidroeletrolitico. (MCKINLEY, 2003; NODA,
2014; HYIAMA, 2016).

Em animais desidratados, ou em alta do consumo de sal, aumenta-se a concentracéo

de sodio no plasma e/ou LCR levando abertura dos Nax, e consequentemente a ativacdo da
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bomba Na+/K+ -ATPase nos astrocitos e celulas ependimarias, tendo como produto final da
glicdlise anaerdbica, o lactato. O lactato é fornecido para 0s neurbnios como substrato
energético para regular a atividade dos neurbnios gabaérgicos, pois o lactato nos neurdnios é
oxidado e assim ocorre 0 aumento de ATP intracelular. O aumento de ATP intracelular
inativa os canais de K sensiveis a ATP, proporcionando assim, ativacdo dos neurdnios
GABAérgicos que leva a uma aversdo a salina (HIYAMA e NODA, 2016). A presenca de
receptores de ANGII em alguns neurénios colabora para a atividade no SFO na regulacdo da
concentracdo de sédio. Estudos mostraram que as injecdes ICV de ANGII estimularam a
atividade de dos CVO's para ingestdo de salina.

Animais submetidos a protocolos distintos que estimulam a sede como, privacéo
hidrica, hipovolemia induzida por injecdo subcutanea de polietilenoglicol e hipertonicidade
induzida por sobrecarga intragastrica de sal, ao receberem injecdes ICV de naloxone ou nor-
BNI, antagonistas dos receptores mu e kappa, respectivamente, ndo alterou a ingestdo de
agua. (GOSNEL et al., 1990; LUZ et al., 2009). Gosnell e Marjchrzak (1990) sugerem que
preferéncia por sal seja mediada por opioides centrais.

O apetite por sddio e a sede sdo comportamentos necessarios para reestabelecimento
do LIC e LEC frente a desequilibrios na homeostasia hidrossalina, sdéo modulados por alguns
neurotransmissores e/ou neuromoduladores no SNC através de receptores localizados nas
areas envolvidas na regulacdo destes comportamentos. Diversos estudos mostram o0
envolvimento das vias de neurotransmissdo central angiotensinérgica, serotoninérgica,
GABAérgica, histaminérgica, colinérgica e adrenérgica no controle da homeostasia
hidrossalina (SAAD et al., 2006; LUZ et al., 2006; LUZ et al., 2007; HENRY e MOUGINOT,
2009; MAGRINI et al., 2005; KOLAJ et al., 2004), entretanto os estudos envolvendo o0s

opidides, especialmente em areas especificas, sdo escassos e pouco elucidativos.
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2.2 OPIOIDES

2.2.1 Familia Opioides

Desde os tempos antigos, o homem utiliza compostos naturais em rituais sociais e
cerimdnias religiosas, compondo a cultura de diversos povos nas mais variadas regiées do
mundo. A Papaversomniferum L.,conhecida como papoula dormideira, pertence a familia da
Papaveraceae ¢ originaria da Asia Menor utilizada na alimentac&o, rituais religiosos e fins
medicinais no antigo Egito, Mesopotamia, Pérsia, Assiria, Babil6nia, Grécia e Roma, seu
cultivo, se estende da China a Turquia e sudoeste asiatico (DUARTE, 2005). A papoula é uma
planta perene de habito herbaceo apresenta caule alto e ramificado, folhas sésseis e ovaladas,
suas flores sdo grandes, de cores variadas, e o fruto capsulado (BODNAR, 2013).

Em 1803, o alem&o Friedrich Serturner descobriu e isolou o componente ativo do
Opio, a morfina, e em 1827 tem-se inicio sua producdo comercial. Desde entdo o interesse
pelos opioides cresceu e antes mesmo da identificacdo dos opioides enddgenos, surgia
evidéncias da presenca de estruturas celulares com capacidade de reconhecer diferentes
substancias com certo grau de especificidade (MARTINA, et al., 2012).

Nos anos 40, surgiram 0s antagonistas opioides naloxona e naltrexona. Em 1973, dois
pesquisadores norte-americanos, Pert e Snyder, demonstraram a existéncia de receptores
especificos da naloxona no cérebro e no intestino de cobaias. Momento importante foi a
identificacdo de um fator do opiacio enddgeno, que foi nomeado de endorfina ( HUGUES et
al., 1975). Posteriormente, foi descoberto que esse fator representava duas moléculas, dois
pentapepitideos que possuem relacdo estrutural, Tyr- Gly- Gly- Phe- Met e Tyr- Gly- Gly-
Phe- Leu. Sendo denominados de Metionina-encefalina e Leucina-encefalina,
respecitvamente. Mais tarde foi identificado que todos opiaceos sao caracterizados por terem
um terminal-amino, Tyr- Gly- Gly- Phe- [Met/Leu], que é seguido de varias extensdes
terminais carboxil, que resulta peptideos que variam em comprimento de 5a 31 ( AKIL et al.,
1998).

A B-endorfina e dinorfina A, membros da familia de endorfinas, foram extremamente
importantes no curso da historia dos opioides, pois no mapeamento anatdmico dessas
moléculas, revelou as distribui¢des atdmicas diferentes, sendo assim, surgindo que eles séo
sintetizados e expressados separadamente. Essas sugestGes foram esclarecidas apés a
clonagem dos 3 precursores. O primeiro a ser clonado foi proopiomelanocortina (POMC),
precursor comum da proteina para B-endorfina, bem como Hormonio do estresse, ACTH. A
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observacgdo de que um determinado precursor pode dar origem a multiplos peptidos ativos se
tornou verdade para outros dois precursores de opioides. Primeiramente, a Proencefalina que
codifica multiplas copias de Met-encefalina, incluindo duas extensas formas de Met-
encefalina, heptapeptideos eoctapéptido e uma copia de Leu-enkephalin. Enquanto, o outro
precursor Pro-dinorfina codifica trés peptideos opidides: dinorfina A,dinorfina B e neo-
endorfiina, como mostra a Figura 4. (AKIL et al., 1998 e NAKANISHI et al., 1979). Familia
mais recente identificada foi a das orfaninas, que é composto por heptadecapeptideo
descobertos em cérebros de ratos e suinos, que foram denominados nociceptina e FQ de
orfandina, respectivamente. Esses neuropeptideos, N / OFQ, tem um alto grau de similaridade
com o heptadecapéptidodinorfina, ligante enddgeno dos receptores kappa (ZAVERI, 2016).

PI‘.'EI— Drfanina M

Pro- Dinorfina

Pro- Encefalina , bi | -

POMC

Al =

b2

ZLIF I
i W ¥- LFH —# [ -Endorfina
ACTH !
I Lzu Encefalina B"LPH

“ Llzt Encefalina

Figura 3. Familia de opioides enddgenos. Fonte: (AKIL, 1998)

Endorfinas, dinorfinas, encefalinas e orfaninas sdo opioides enddgenos sintetizados pelo
sistema nervoso central (SNC), a partir dos precursores, pro-opiomelanocortina, pro-
dinorfina, pro-encefalina, pré-orfanina FQ, respectivamente. Estes neuropeptideos diferem
quanto a distribuicdo, seletividade do receptor e seu papel neuroquimico (KANDEL et al.,
2013). As endorfinas que sdo encontradas estdo amplamente distribuidas no SNC, no
telencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo e medula espinhal, dentre os nicleos presentes nessas
regides estdo os nucleos relacionados ao controle hidroeletrolitico, como amigdala, MnPO,
SON, PVN e NTS, Vvistos na tabela abaixo (MANSOUR, 1988). Os peptideos opioides

podem agir como neurotransmissores ou neuromoduladores e sdo distribuidos por todo o
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SNC, contudo os estudos envolvendo a participacdo neuropeptideos opioides e mecanismos
de controle central ainda séo contraditorios, o que fomenta o interesse pela investigagao.

2.2.2 Receptores Opioides

Os receptores opioides sdo classificados em quatro tipos de receptores: mu (l), kappa
(x), delta (8) e sigma (o), todos pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina G.
Sendo os receptores mu, kappa e delta sdo os mais estudos.

Estruturalmente os receptores opioides possuem um dominio N-terminal extracelular,
com 3 dominios extracelular e 3 dominios intracelular e uma cauda C-terminal intracelular,
formando um quarto loop intracelular. Presume-se que as 7 hélices transmembranicas dos
receptores opioides estdo dispostas seqliencialmente em sentido anti-horario formando uma
pacote helicoidal apertado. Os dominios extracelulares proporcionam uma interface dindmica
para a ligacdo de varios ligantes opioides. Os receptores opioides apresentam 60% de
homologia entre eles, sendo maior homologia nas hélices transmembranicas e a maior
diferenga esta nos seus terminais N e C e nos’loops™ extracelulares ( CHEN et al., 1993;
WALDHOER et al.,, 2004). Contudo, 0s quatro receptores opioides possuem duas cisteinas
conservadas no primeiro e segundo lacos extracelular, possivelmente formam uma ponte de
dissulfeto (WALDHOER et al., 2004).

O acoplamento de agonistas dos receptores opioides desencadeia varias respostas
celulares através de segundos mensageiros. Estudos apontam que a proteina G acoplada aos
receptores opioides exercem um papel inibitério na ativacdo dos receptores mu, delta e kappa-
opidides sobre o sistema de adenilciclase (CHILDERS, 1993; POLASTRON, 1990; SATOH,
1995; NESTLER, 1996 ; AL-HASANIA e BRUCHAS, 2011). Outros eventos que ocorrem
contidos na ativacdo dos receptores opioides sdo a reducdo da excitabilidade celular e
diminuicdo da liberag&o de neurotransmissores devido a inibi¢do dos canais de Ca+ voltagem
dependente e hiperpolarizacdo de membrana causado por aumento da condutancia do K+ (
SEWARD, 1991 e NOTH, 1987). Junto aos eventos citados acima, a ativagdo dos receptores
opioides desencadeia a fosforilacdo da proteina G acoplada ao receptor, todos os efeitos da
ativagcdo do receptor opioide desencadeia a cascata de transducdo de sinal pelo MARK. O
MARK sinaliza varias respostas extracelulares atraves das kinases: c-Jun N-terminal kinase
(JNK), p38 MAPK e kinasel e 2(ERK 1/2). As kinases JNK e p38 estdo envolvidas com
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processos inflamatorios, ativacdo de citocinas e neuropatia da dor (KARANDIKAR e COOB,
1999; AL-HASANIA e BRUCHAS, 2011). Enquanto a kinase ERK 1/2 ndo tem funcdo bem
esclarecida, porém estudos sugerem relacdo com resposta de recompensa. Entretanto os
receptores opioides sao considerados excitatorios, pelo fato de inibirem uma inibicao causada
pelos neurbnios GABAEérgicos (SATOH 1995). A ativacdo dos opioides seja por ligantes
enddgenos ou exdgenos, resulta em multiplos efeitos, como analgesia, depressdo respiratoria,

euforia, alimentacao, liberacdo de hormonios, inibicdo do transito gastrointestinal e ansiedade.
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Figura 4. llustracdo da sinalizacdo da ativacdo dos receptores opioides. Todos os 4 subtipos dos
receptores opioides mu, delta, kappa e ORL1 compartilham o mesmo caminho. A ativacdo dos receptores
opioides pode levar a sinalizacdo de um ou mais eventos. As setas referem-se ao passo de ativacdo; a linhaem T
refere-se ao passo de bloqueio ou inibi¢do de fungdo. Abreviagdes: o - subunidade alfa da proteina G, Py -
subunidade beta-gama da proteina G, cCAMP- adenosina monofosfatociclica, sinalizacdo extracelular regulados
por kinase, JNK - c-Jun N-terminal kinase, p38 - p38 MAPK e kinase 1 e 2(ERK 1/2). Fonte: (AL-HASANIA E
BRUCHAS, 2011).

O receptor opioide do tipo mu esta distribuido por todo o SNC, especialmente em
areas envolvidas na funcdo motora e sensorial, como o cortex, caudado putdmen, ndcleo
acumbens, complexo amigdaléide e substancia cinzenta perequidutal (MC DONALD e
LAMBERT, 2005). A morfina é o agonista mais conhecido do receptor mu-opioide; 0s

agonistas destes receptores produzem analgesia tanto por mecanismos pré-sinapticos quanto
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pos-sinapticos (MC DONALD e LAMBERT, 2005; FIELDS, 2004). Os receptores mu-
opioides estdo presentes em todo o circuito central da dor, incluindo a insula, hipotdlamo e
regido ventromedial do bulbo (RLVM) (FIELDS, 2004), sdo atribuidos aos agonistas,
depressdo respiratéria, inibicdo de secrecdes do trato gastrointestinal e peristaltismo (MC
DONALD e LAMBERT, 2005)

Diversos estudos apontam o envolvimento dos receptores opioides do tipo delta na
analgesia, fungdes cognitivas e ansiedade. Tais receptores sao encontrados de maneira ampla
no SNC, em regifes como o cortex, nucleos da ponte, complexo amigdaloide (GOZZANI,
1994; KIEFFER e EVANS, 2009). Microinjecdes do agonista encefalina no nucleo do trato
solitario de gatos promoveu diminuicdo da pressdo arterial, frequéncia cardiaca e frequéncia
respiratoria (HASSEN et al., 1982).

Os receptores kappa-opioides sdo encontrados no caudado putdmen, complexo
amigdaloide, nucleo accumbens, hipotalamo, talamo, neurohipofise, eminéncia média e
ndcleo do trato solitario (NTS) (GOZZANI, 1994; MC DONALD e LAMBERT, 2005;
BODNAR, 2013).

2.2.3 Opioides no Comportamento Ingestivo

De acordo com o subtipo de receptor e sua localizacdo no SNC, algumas agdes sdo
notdrias, pois é observado através de varios estudos, que a ativacao de areas prosencefalicas (
VTA, NAcc, VP e Complexo Amigdaldide) e areas hipotalamicas (SFO, MnPO, OVLT e area
septal) tem efeito estimulatério no comportamento ingestivo, na contra mdo, areas
romboncefalicas ( NTS e LPBN) possuem tonus inibitério. Os opioides enddgenos tem sido
relacionados com a avaliagdo hedbnica da palatabilidade dos alimentos (ZHANG e
KELLEY, 2000). Na Amigdala Basolateral (BLA) os opioides enddgenos sdo fundamentais
para a ocorréncia do desejo por sacarose, enquanto a ativacdo dos receptores opioides nos
nucleo Accumbens (NAcc) e Ventral Palidum (VP) aumentam a palatabilidade a sacarose (
WASSUM et al., 2009). Confirmando essa hipdtese, microinje¢es no nicleo Accumbens do
antagonista naltrindole inibe a ingestdo de sacarose e enquanto inje¢cdes ICV do agonista
deltorfina aumenta a ingestdo de sacarose (LEVENTAHL et al., 1995; RUEGG et al., 1997).
Além disso, estudos sugerem que o sistema de opioides endogenos no NAcc sdo a chave para
o consumo de alcool (ZHANG e KELLEY,2000 ; KATSUURA et al., 2011), isso pode estar
relacionado ao fato de que a estimulagdo dos receptores mu e delta opioides no NAcc

aumentam os niveis extracelulares de dopamina (HIROSE et al., 2005). Em Inui e Shimura
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(2014), foi verificado que os receptores opioides localizados em terminais neuronais
GABAérgicos no VP quando bloqueados, aumentam a ingestdo de sacarina. Esta resposta
sinérgica também foi observada no estudo de Ardianto et al. (2016), onde injecGes no
hipotdlamo lateral dos antagonistas dos receptores mu e kappa opioides inibiram o
comportamento alimentar e este efeito parece depender do sistema GABAGérgico.
Perifericamente a interagdo GABA/opioide pode ser observada nos efeitos da administracéo
intraperitoneal de agonista GABAg que sozinho reduz palatabilidade a ingestdo de alimentos
hipercaldricos e hipercaldrico-doce.A associacdo da administracdo intraperitoneal de agonista
GABAg com a administracdo do antagonista delta-opioide, intensifica a alteracdo do
comportamento ingestivo quando comparado ao GABA sozinho. (AYENA et al., 2014). Em
outro estudo, o tratamento periférico com antagonista mu-opioide reduz a palatabilidade de
alimentos gordurosos, provavelmente por diminuir as propriedades motivacionais que causam
a compulsdo alimentar que esta diretamente relacionada a obesidade (GUILIANO et al.,
2012). Os opioides tem modulado a liberagdo de neurotransmissores, como a dopamina, e 0
comportamento ingestivo de alimentos que possuem impacto hedbnico positivo, como
exemplo alimentos doces e gordurosos.

Estudos apontam que os receptores opioides além do papel no controle da ingestao
alimentar, também estejam envolvidos com o equilibrio hidroeletrolitico (BLOORI et al.,
1991 ). Normalmente, solugbes de altas concentracdes de sddio sdo aversivas, como pode
ser verificado em estudos de padrdes comportamentais orofaciais a administracdo oral de
salina, que desencadeia comportamento caracteristico negativo a ingestdo (aversividade/
desagradavel) em animais repletos de sddio. Porém esses padrfes na palatabilidade de
impacto aversivo ao sodio sdo modificados para padrbes comportamentais de impacto
positivo, hedoénicos, frente a deplecdo de sodio. Estes dados sugerem que a deplecdo de sodio
causa mudancas em areas cerebrais que codificam a recompensa (HURLEY e JONHSON,
2015). Uma area importante no circuito da recompensa é a amigdala, a ativacdo dos
receptores mu-opioides na Amigdala Central (CeA) aumenta a ingestdo de solucédo
hipertonica, enquanto, o blogueio deste receptores no mesmo nucleo inibe a ingestédo( YAN,
et al., 2013) Estudos do laboratorio de neurociéncias (ICS-UFBA) mostram que injecdes ICV
dos antagonista Nor-Binaltorfinina (NOR-BNI) e Naltrindole promovem efeito
antinatriorexigénico em ratos depletados de sédio (NASCIMENTO et al., 2014 e 2012;). A
nivel periférico a administracdo de agonistas e/ou antagonista opioides também modifica a
ingestdo de salina. Observou-se que injecdo intraperitoneal de agonista dos receptores mu-

opioides em animais depletados de sodio, aumentou a ingestdo de solucdo hipertdnica
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enquanto o antagonista inibiu a ingestdo. Além disso, 0 uso do antagonista mu-opioide,
perifericamente, diminuiu o impacto positivo da salina hipertdnica em animais depletados de
sodio que apresentaram reducdo a ingestao de salina hipertonica (NA et al., 2012). Grondin et
al.(2011) sugere que o aumento de mMRNA de receptores mu-opioide no SFO em resposta a
deplecdo de sodio indica possivel modulagdo na ingestdo de sédio por estes receptores. A
participacdo dos receptores opioides no controle central da homeostasia hidrossalina ainda séo
pouco esclarecedoras, especialmente no que concerne o envolvimento dos receptores mu e
delta opioides em areas CVO's, assim sendo, no presente estudo focamos a participacdo destes

receptores localizados no SFO no controle da ingestéo de sédio.
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3 HIPOTESE

A deplecdo de sddio ativa vias opioidérgicas no SFO que inibem a atividade de vias
gabaérgicas resultando em aumento do apetite por sédio a fim de reestabelecer o balanco

hidrossalino.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se o apetite por sodio induzido por deplecdo deste ion depende da atividade

enddgena dos receptores mu- e delta-opioides e da interacdo com vias gabaérgicas no SFO.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Especifico 1: Verificar se a atividade dos receptores mu-opioides enddgenos esta
envolvida no apetite por sédio observado em condicdo de deplecdo deste ion.

Especifico 2: Verificar se a atividade dos receptores delta-opioides enddgenos esta
envolvida no apetite por sédio observado em condicdo de deplecao deste ion. .

Especifico 3: Verificar se 0s receptores mu-opioides enddgenos reduzem a atividade
inibitéria do GABA sobre o apetite por sodio.

Especifico 4: Verificar se os receptores delta-opioides enddgenos reduzem a atividade
inibitoéria do GABA sobre 0 apetite por sédio.

Especifico 5: Avaliar se a inibicdo da ingestdo de sddio causada pelo receptor mu-
opioides corre em fungdo de impedimento locomotor;

Especifico 6: Avaliar se a inibicdo da ingestdo de sodio causada pelo receptor Delta
opioide ocorre em funcéo de impedimento locomotor;

Especifico 7: Avaliar se receptores mu-opioides no SFO interfere com o apetite por
solucBes palataveis de forma inespecifica ou se altera especificamente o apetite por sodio.

Especifico 8: Avaliar se receptores delta-opioides no SFO interfere com o apetite por

solugdes palataveis de forma inespecifica ou se altera especificamente o apetite por sodio.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 ANIMAIS

Foram utilizados no estudo ratos, Wistar, com peso entre 250 a 270 gramas,
provenientes do Biotério Setorial do Laboratorio de Neurociéncias, do Instituto de Ciéncias da
Saude, da Universidade Federal da Bahia. Os animais foram mantidos em sala com
temperatura de 22 £ 2 °C e luz controlada com periodo de claro/escuro de 12 horas (luz das
07h as 19h) com racdo ( Nuvital Nutrientes Ltda., Curitiba, Brasil ), agua destilada e salina
hipertonica (1,5%) ad libitum. O numero de animais utilizados nos experimentos foi
previamente calculado e os protocolos experimentais estdo de acordo com as recomendacdes
da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdério (SBCAL) e foram submetidos
a Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/ICS-UFBA) para apreciagio e subsequente

autorizagéo.
5.2 CIRURGIA

Na realizacdo da cirurgia estereotaxica todos os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal, com a combinacdo de cetamina - xilazina (80-7mg/kg). Quando anestesiados,
0S animais tiveram a cabeca tricotomizada, posteriormente  colocados no aparelho
estereotaxico para implante de uma cénula no SFO. Para a cirurgia de canulacdo utilizou-se
canula de 13 mm, de acordo as coordenadas estereotaxicas: anteroposterior — 0,9 mm
posterior ao bregma, lateral 0,0 mm e vertical - 4,8 mm a partir do cranio. (WATSON e
PAXINOS, 1998).

As canulas utilizadas na cirurgia central foram confeccionadas com agulhas
hipodérmicas de aco inoxidavel, com diametro de 0,7 mm, fixadas no cranio com acrilico
dentério auto-polimerizante. Apds este procedimento, a canula foi ocluida com mandril
removivel, confeccionado com fio de ago inoxidavel, para prevenir a obstrucdo da mesma ou
fazer dela uma via de acesso para infeccdo. O pds cirurgico dos animais foi realizada com
doses profilaticas de pentabidtico veterinario Fort-Dogde (Benzilpenicilinabenzatina;
Benzilpenicilina  procaina; Benzilpenicilina potassica;  Diidroestreptomicina  base;
Estreptomicina base), na dose de 0,2 ml/Kg, e anti-inflamatério e analgésico
flunixinameglumina e na dose de 0,1 ml/100g, ambos por via intramuscular (i.m.). Em

seguida, os animais foram acomodados em caixas plasticas individuais, onde foram
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manipulados diariamente durante o periodo de recuperagdo cirdrgica, em uma simulacéo das
condicOes experimentais aos quais foram submetidos, a fim de reduzir o estresse. As caixas,
0s mandris e os bebedouros de agua filtrada foram trocados diariamente. No quarto dia apds

as cirurgias era dado inicio a realizacdo das sessGes experimentais.

5.3 DROGAS E MICROINJEGCOES

Foram utilizadas as seguintes drogas: antagonista dos receptores mu-opioide, naloxone, nas
concentracdes de 3, 6 e 12 nmol/0,2ul, antagonista dos receptores delta opioide, naltrindol,
nas concentracdes de 1.5, 3 e 6 nmol/0,2 pl, antagonista dos receptores GABA, bicuculina,
2nmol/0,2 ul, diuretico de alca, furosemida (Lasix), na dose de 20mg/rato e solucéo
fisioldgica isoténica (NaCl 0,9%) como veiculo. As microinjecBes centrais foram efetuadas
através de uma seringa de 10 pl (Hamilton, Co. Inc. Whittier, C.A.) conectada a uma agulha
odontoldgica n°® 30G com 14 mm no SFO, através de um tubo de polietileno (PE10). O

volume injetado foi de 0,2 pl durante aproximadamente sessenta segundos.

5.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

5.4.1 Teste de Ingestédo de Sal

Os animais foram submetidos a cirurgia esterotaxica e nos 3 dias seguintes foram mantidos
com racdo, agua destilada e solucdo salina hipertdnica de 1,5%. No quarto dia os animais
foram depletados com injecdo subcutanea de furosemida, um diurético de alca que inibe o
transportador Na+K+2CL reduzindo a reabsorcdo destes eletrélitos e de agua. Os animais
foram mantidos por 240 min em caixas com papel absorvente que era trocado a cada hora.
Posteriormente, foram transferidos para caixas com maravalha e permanecerem por 24 h com
agua destilada e dieta hipossodica (fuba de milho cozido com agua destilada). Ao quinto dia
0s animais foram submetidos aos testes experimentais nos quais foram divididos em 4 grupos.
Os animais do grupo 1 receberam microinjecdes no SFO de naloxone nas concentracOes de 3,
6 e 12 nmol/0,2 ul ou salina isoténica. O grupo 2 foi submetido as mesmas condi¢fes, mas 0s
ratos receberam microinjecdes no SFO de naltrindole 1,5, 3,0 e 6,0 nmol/0,2 pl ou salina
isotdnica. O grupo 3 os animais depletados de sodio receberam 2 injecGes no SFO: primeiro



32

naloxone 12 nmol/0,2 pl e 15 min depois bicuculina 2 nmol/0,2 ou naloxone 12 nmol/0,2 pl +
salina ou, no controle, salina + salina. O grupo 4 os animais depletados de sddio receberam 2
injecBes no SFO: primeiro naltridole 6 nmol/0,2 pl e 15 min depois bicuculina 2 nmol/0,2 ou
naltridole 6 nmol/0,2 ul + salina ou, no controle, salina + salina. Apo6s 15 min das
microinjecOes, foram oferecidos bebedouros com solucgdo salina 1,5% e &gua destilada e o
volume ingerido foi registrado nos tempos 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min.

5.4.2 Teste do Campo Aberto

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica e nos 3 dias seguintes permaneceram
com o fornecimento de racdo, agua destilada e solucdo salina hipertdnica de 1,5%. No quarto
dia os animais foram depletados com injecdo subcutanea de furosemida, sendo mantidos por
240 min em caixas com papel absorvente. Em seguida, foram transferidos para caixas normais
para permanecerem por 24 h com alimento hipossodico e &gua destilada como no protocolo
anterior. No dia teste, os animais controle receberam microinjecdo de 0,2l de salina 0,9% no
SFO , enquanto os animais do grupo teste receberam microinjec6es de 0,2 pl de naloxone 12
nmol ou naltrindol 6 nmol no SFO. Apds 15 min da administracdo das microinjecdes, cada
animal foi colocado por 10 min na caixa teste. A caixa teste tem o piso demarcado em 8
quadrantes que servem para avaliar a motilidade do animal através da quantificacdo da sua
passagem por eles. Uma passagem pelo quadrante é considerada apenas quando o animal

coloca as 4 patas dentro do mesmo.

5.4.3 Teste de Sobremesa

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica e nos 3 dias seguintes permaneceram
com o fornecimento de agua filtrada e racdo. Durante este periodo os animais foram treinados
para ingestdo de sacarina que consistia em mudar o animal para uma caixa forrada com papel
absorvente com fornecimento de dois bebedouros, um com &gua destilada e outro com
sacarina 0,1% durante 2 horas. No quarto dia, foi retirado o bebedouro de agua filtrada, assim,
0S animais permaneceram por 24h apenas com racdo até o inicio do teste. No dia teste, 0s
animais controles receberam microinjecdo de 0,2ul de salina 0,9%no SFO, enguanto o0s
animais do grupo teste receberam microinjecdes de 0,2 pl de naloxone 12 nmol ou naltrindol
6 nmol no SFO. Apds as injecbes os animais foram colocados em caixas com papel

absorvente. Apds 15 min da administracdo das microinjecfes, foram fornecidos dois
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bebedouros, um com agua destilada e outro com sacarina 0,1% sendo registrada a ingestéo

cumulativa por 120 min.

5.5 HISTOLOGIA

ApoOs as sessdes experimentais os animais foram anestesiados e submetidos a eutanésia por
perfusdo transcardiaca com solucdo salina 0,9% seguida por formol 10%, ap6s o
procedimento, os cérebros foram removidos e mergulhados em solucdo salina 0,9% e
refrigerados, 24 horas depois, transferidos para solu¢do de formol glicosado a 30%, onde
ficaram estocados e refrigerados por 48 horas. Apos este periodo os cérebros foram cortados
por técnica de congelamento no criostato, montados em laminas gelatinadas e secos em estufa
a 50°C. Apds secagem, os cortes foram corados com cresil violeta para posterior verificacdo
do posicionamento das canulas. Apenas os dados referentes aos ratos cujas inje¢0es atingiram
0 SFO os dados dos animais cujas injecBes atingiram o ventriculo ndo foram consideradas
(20%).

5.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise de todos os dados obtidos foi realizada através do programa GraphPad verséo 6.0.
Para analisar o efeito de microinjecdes de naloxone ou naltrindole no SFO sobre a ingestao
cumulativa de solucdo salina 1,5%, e o teste de sobremesa comparado ao grupo controle,
utilizou-se ANOVA two-way, seguida do pds-teste de Bonferroni. Para o teste de campo
aberto foi usado o teste "t" de Student. As diferencas entre os grupos foram consideradas
estatisticamente significantes quando p < 0,05; os dados foram apresentados como média e

erro padrao da média (média £ SEM).
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5.7 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Figura 5. Grupo | - Verificar se a atividade dos receptores mu-opioides endogenos esta

envolvida no apetite por sédio observado em condicéo de deplecdo deste ion.
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cénula no sfo

edh, - -
3 — 24 H 15 min
!’. ?& ) SR |:> |:{> / / ) euTanAsia
- “ y Salina1,5 H20
4° dia
Dia0 Registro da ingestdo

-120min

Figura 6. Grupo Il - Verificar se a atividade dos receptores delta-opioides enddgenos esta
envolvida no apetite por sédio observado em condicéo de deplecdo deste ion.
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Figura 7. Grupo 111 - Verificar se os receptores mu-opioides endégenos reduzem a atividade
inibitoria do GABA sobre 0 apetite por sédio.
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Figura 8. Grupo IV - Verificar se os receptores delta-opioides endégenos reduzem a
atividade inibitéria do GABA sobre 0 apetite por sédio.
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Figura 9. Grupo V - Avaliar se a inibicdo da ingestao de sodio causada pelo receptor mu-
opioides corre em fungdo de impedimento locomotor.
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Figura 10. Grupo VI - Avaliar se a inibicdo da ingestdo de sodio causada pelo receptor Delta
opioide ocorre em funcéo de impedimento locomotor.
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Figura 11. Grupo VII - Avaliar se receptores mu-opioides no SFO interfere com o apetite
por solucdes palataveis de forma inespecifica ou se altera especificamente o apetite por sédio.

Implante de
cénula no sfo

. aﬂo
15 min
7[( |:'> ::> ::> / / B euTanAsia
Sacarina 0,1% H20
4° dia Registro da ingestdo
Dia0 -120min

Figura 12. Grupo VIII - Avaliar se receptores delta-opioides no SFO interfere com o apetite
por solucgdes palataveis de forma inespecifica ou se altera especificamente o apetite por sodio.
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6. RESULTADOS

7

A imagem abaixo é uma micrografia mostrando o local da microinjecdo dos

antagonistas opioides mu- e delta- no SFO indicada pela seta vermelha.

Figura 13. Fotomicrografia mostrando o local da microinjecdo dos antagonistas opioides mu-
e delta- no SFO indicada pela seta vermelha.

Abaixo, é uma imagem esquematica de um corte coronal do cérebro de rato onde a seta
vermelha indica o posicionamento topografico do SFO ( PAXINOS & WATSON, 1998).

Figura 14. Imagem esquematica de um corte coronal do cérebro de rato onde a seta vermelha
indica o posicionamento topografico do SFO.
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Grupo | - Verificar se a atividade dos receptores mu-opioides enddgenos esta

envolvida no apetite por sodio observado em condicao de deplecao deste ion.

Ingestdo de sal

-® Controle (n=8)

-l Naloxone 12nmol(n=11)
7 =& Naloxone 6nmol(n=11)
Naloxone 3nmol(n=7)

Ingestdo cumulativa de salina 1,5%
(ml1/100g peso corporal)
D
*

0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo (min)

Figura 15. O gréfico compara a ingestdo cumulativa de solucdo salina a 1,5% em cada grupo experimental
:** grupo de animais depletados de sédio com microinjecdo de salina 0,9% no SFO, = grupo de animais
depletados de s6dio com microinjecdo de antagonista do receptor mu-opioide (Naloxone) na concentracdo de
12nmol no SFO, -# grupo de animais depletados de s6dio com microinje¢do de antagosnista mu-opioide na
concentragdo de 6nmol e ¥ grupo de animais depletados de sédio com microinjecdo de antagonista mu-opioide
na concetracdo de 3nmol, * indica diferenga estatisticas significativo quando comparados ao grupo controle e #
indica diferenca estatistica significante comparada ao grupo experimental naloxone 3nmol.

Na figura 15, na ingestdo cumulativa de sédio em animais depletados deste ion, quando
comparado o grupo controle, que recebeu microinjecao de salina a 0,9% no SFO com o grupo
droga que recebeu microinjecdo do antagonista mu-opioide (naloxone) na maior concentracdo
de 12 nmol no SFO, foi possivel verificar uma atenuacdo da ingestao de salina a 1,5% a partir
do registro de tempo de 30 min (1,2+0,4 ml/100g do peso corporal), se mantendo atenuado até
o registro final de tempo aos 120 min (2,0+0,6 ml/100g do peso corporal). O grupo droga que
recebeu microinjecdo de naloxone na concentracdo intermediaria de 6nmol no SFO, observa-

se uma atenuacdo da ingestdo de salina a 1,5% a partir do registro no tempo de 45min
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(2,3+0,5 ml/100g do peso corporal), mantendo essa atenuacdo até o fim do registro no tempo
de 120 min (2,7£0,5 ml/100g do peso corporal). Na comparacdo do grupo controle com o
grupo droga que recebeu microinjecdo no SFO de naloxone na menor concentracdo de
3nmol, foi observado diferenca estatistica significante apenas no registro de tempo dos 60 min
(3,3£0,5 ml/100g do peso corporal), sendo os demais tempos estatisticamente iguais ao
controle. Onde o0 grupo controle registrou aumento na ingestdo cumulativa de solugéo salina
1,5% comparados aos grupos droga acima nos tempos de 30, 45 e 60 min (3,520,5; 4,2+0,6 e
5,2+0,5 ml/100g do peso corporal, respectivamente), se mantendo até os 120 min (5,7+0,3
ml/100g do peso corporal). A analise de variancia modelo misto de duas vias para medidas
repetidas indica diferenca estatistica significante na interacdo tempos X tratamentos
[F(21,231)=4,81; p<0,0001], nos tratamentos [F(3, 33)=8,88; p=0,0002] e nos tempos [F(7,
231)=74,25; p<0,0001], respectivamente

Ingestdo de Agua
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Ingestdo cumulativa de agua
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Figura 16. O grafico compara a ingestdo cumulativa de agua destilada em cada grupo experimental : # grupo de
animais depletados de sédio com microinjecao de salina 0,9% no SFO, = grupo de animais depletados de sddio
com microinje¢do de antagonista do receptor mu-opioide (Naloxone) na concentragdo de 12nmol no SFO,
—& grupo de animais depletados de s6dio com microinjecdo de antagosnista mu-opioide na concentragdo de
6nmol e -*grupo de animais depletados de so6dio com microinjecdo de antagonista mu-opioide na concetragao
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de 3nmol, * indica diferenca estatisticas significativo quando comparados ao grupo controle e # indica diferenca
estatistica significante comparadas ao grupo experimental naloxone 3nmol.

Na figura 16, a ingestdo de A&gua destilada em animais depletados de sddio, quando
comparado o grupo controle, que recebeu microinjecdo no SFO de salina a 0,9%, com 0s
grupos droga, que receberam microinje¢cdo no SFO de naloxone nas concetragdes de 12, 6 e 3
nmol, ndo houve diferenca estatisticas significante na ingestdo cumulativa de agua destilada
na comparacdo entre os grupos. A andlise de variancia modelo misto de duas vias para
medidas repetidas indica diferenca estatistica significante na interacdo tempos X tratamentos
[F(21,231)=0,0; p<0,9999], nos tratamentos [F(3, 33)=0,02852; p=0,9934] e nos tempos [F(7,
231)=0,0; p<0,9999], respectivamente.

Grupo Il - Verificar se a atividade dos receptores delta-opioides enddgenos esta
envolvida no apetite por sédio observado em condicao de deplecao deste ion
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Figura 17. O gréfico compara a ingestdo cumulativa de solucdo salina a 1,5% em cada grupo experimental
:*#* grupo de animais depletados de sédio com microinjecdo de salina 0,9% no SFO, = grupo de animais
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depletados de s6dio com microinjecdo de antagonista do receptor delta-opioide (Naltrindole) na concentracdo de
6nmol no SFO, -& grupo de animais depletados de sddio com microinjecdo de antagosnista delta-opioide na
concentracdo de 3nmol e -*grupo de animais depletados de sédio com microinjecdo de antagonista delta-
opioide na concetracdo de 1,5nmol, * indica diferenca estatisticas significativo quando comparados ao grupo

controle e # indica diferenca estatistica significante comparadas ao grupo experimental naltrindole 3nmol.

Na figura 17, da ingestdo cumulativa de sédio em animais depletados deste ion, que
receberam microinjecdes do antagonista delta-opioide (naltrindole) nas concentracGes de 6, 3
e 1,5 nmol no SFO, teve inibicdo na ingestdo de salina a 1,5% a partir do registro de tempo
de 10 min (0,32+0,18; 0,82+0,25 e 0,63+0,32 ml/100g do peso corporal, respectivamente),
onde, se manteve atenuado até o registro final de tempo aos 120 min(1,47+0,52; 2,24+0,44 e
2,82+0,55 ml/100g do peso corporal, respectivamente). Onde o grupo dos animais controle no
registro de 10 min( 2,21+0,31 ml/100g do peso corporal), mantendo a ingestdo cumulativa de
até os 120 min ( 5,71+0,49 ml/100g do peso corporal). A analise de variancia modelo misto
de duas vias para medidas repetidas indica diferenca estatistica significante na interacao
tempos X tratamentos [F(21,196)=3,63; p<0,0001], nos tratamentos [F(3, 28)=16,11;
p<0,0001] e nos tempos [F(7, 196)=43,77; p<0,0001], respectivamente
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Figura 18. O grafico compara a ingestdo cumulativa de agua destilada em cada grupo experimental : # grupo de
animais depletados de sddio com microinjecdo de salina 0,9% no SFO, = grupo de animais depletados de sodio
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com microinjecdo de antagonista do receptor delata-opioide (Naltrindole) na concentracdo de 6nmol no SFO,
=& grupo de animais depletados de s6dio com microinjecdo de antagosnista delta-opioide na concentracdo de
3nmol e = grupo de animais depletados de s6dio com microinjecdo de antagonista mu-opioide na concetracéo
de 1,5nmol, * indica diferenca estatisticas significativo quando comparados ao grupo controle e # indica
diferenca estatistica significante comparadas ao grupo experimental naloxone 3nmol.

Na figura 18, na comparac¢do da ingestdo cumulativa de 4gua destilada em animais depletados
de sodio, quando foi comparado o grupo controle, que recebeu microinjecdo de salina a 0,9%
no SFO, com o demais grupos droga, que receberam micro inje¢cbes de naltrindole nas
concentracdes de 6, 3, e 1,5 nmol, ndo teve diferenca estatisticamente significante. A analise
de variancia modelo misto de duas vias para medidas repetidas indica diferenca estatistica
significante na interagdo tempos X tratamentos [F(21,196)=0,0; p<0,9999], nos tratamentos
[F(3, 28)=0,04466; p=0,9872] e nos tempos [F(7, 196)=0,0; p<0,9999], respectivamente.

Grupo 111 - Verificar se os receptores mu-opioides enddgenos reduzem a

atividade inibitéria do GABA sobre o apetite por sodio

Ingestao de sal

7 -® Naloxone 12nmol + Bicuculina 2nmol (n=7)

-® Naloxonel2nmol + Salina (n=6)
-® Salina+Salina (n=8)

Ingestdo cumulativa de salina 1,5%
(ml1/100g peso corporal)
S
'l

5 10 15 30 45 60 90 120

Tempo (min)
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Figura 19. O gréafico compara a ingestdo cumulativa de solucdo salina 1,5% em cada grupo experimental
;% grupo de animais depletados de s6dio com microinjecdo de salina 0,9% no SFO, -®-grupo de animais
depletados de sodio com duas microinjecoes no SFO , sendo 1 de antagonista do receptor mu-opioide (Naloxone
na concentracéo de 12nmol/ 0,2uL) e a 2 do antagonista GABA (Bicuculina na concentra¢do de 2 nmol/ 0,2ul)
e -®grupo de animais depletados de sdédio com duas microinjecdes no SFO, sendol de antagonista do receptor
mu-opioide (Naloxone na concentracdo de 12nmol/ 0,2uL) e a 2 de salina isotnica 0,9% . * indica diferenca
estatisticas significativo quando comparados ao grupo controle e # indica diferenca estatistica significante entre
grupos experimentais Naloxone + Bicuculina e Naloxone + Salina.

Na figura 19, foi comparado a ingestdo cumulativa de solugdo salina 1,5% em animais
depletados de sddio, os grupos de animais Naloxone + Bicuculina e o grupo de animais
Naloxone + Salina apresentam inibicdo na ingestdo de salina 1,5% a partir do registro de
10min ( 0,28+0,19 e 0,20+0,13 ml/100g do peso corporal, respectivamente) se mantendo
inibido até o registro de 120min (1,84+0,54 e 1,08+0,53 ml/100g do peso corporal,
respectivamente) enquanto o grupo Salina + Salina no registro de tempo de 10min (1,68+0,22
ml/100g do peso corporal) ingeriu solucdo salina 1,5% até o registro dos 120 min (5,71+0,33
ml/100g do peso corporal). A analise de variancia modelo misto de duas vias para medidas
repetidas indica diferenca estatistica significante na interacdo tempos X tratamentos
[F(14,112)=11,27; p<0,0001], nos tratamentos [F(2, 16)=44,17; p<0,0001] e nos tempos [F(7,
112)=35,25; p<0,0001], respectivamente.
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Figura 20. O gréfico compara a ingestdo cumulativa de agua destilada em cada grupo experimental : # grupo de
animais depletados de sédio com microinjecao de salina 0,9% no SFO, -®-grupo de animais depletados de sddio
com duas microinje¢fes no SFO , sendo 1 de antagonista do receptor mu-opioide (Naloxone na concentracdo de
12nmol/ 0,2uL) e a 2 do antagonista GABA (Bicuculina na concentracdo de 2 nmol/ 0,2ul) e -#grupo de
animais depletados de sédio com duas microinje¢cbes no SFO, sendol de antagonista do receptor mu-opioide
(Naloxone na concentragdo de 12nmol/ 0,2uL) e a 2 de salina isotdnica 0,9% . * indica diferenca estatisticas
significativo quando comparados ao grupo controle e # indica diferenca estatistica significante entre grupos
experimentais Naloxone + Bicuculina e Naloxone + Salina.

Na figura 20, a ingestdo de agua destilada em animais depletados de sddio, quando
comparado o grupo controle, que recebeu microinjecdo no SFO de salina a 0,9%, com 0s
grupos, que receberam duas microinjegdes no SFO sendo a 1 injecdo de naloxone nas
concetracdo de 12 nmol e a 2 injecéo de salina 0,9%, e que receberam duas microinjecdes no
SFO, sendo a 1 injecdo de naloxone nas concetracdo de 12 nmol e a 2 injecdo de bibiculina
na concentracdo de 2 nmol, ndo houve diferenca estatisticas significante na ingestdo
cumulativa de agua destilada na comparacdo entre os grupos. A analise de variancia modelo
misto de duas vias para medidas repetidas indica diferenca estatistica significante na interacdo
tempos X tratamentos [F(14,126)=0,0; p<0,9999], nos tratamentos [F(2, 18)=0,02852;
p=0,9440] e nos tempos [F(7, 126)=0,0; p<0,9999], respectivamente.
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Grupo IV - Verificar se os receptores delta-opioides end6genos reduzem a
atividade inibitéria do GABA sobre o apetite por sodio
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Figura 21. O gré&fico compara a ingestdo cumulativa de solucdo salina 1,5% em cada grupo experimental
:* grupo de animais depletados de sddio com microinjecdo de salina 0,9% no SFO, -®-grupo de animais
depletados de sddio com duas microinjecGes no SFO , sendo 1 de antagonista do receptor delta-opioide
(Naltrindole na concentracdo de 6nmol/ 0,2uL) e a 2 do antagonista GABA (Bicuculina na concentracdo de 2
nmol/ 0,2ul) e -@grupo de animais depletados de sddio com duas microinje¢des no SFO, sendol de
antagonista do receptor delta-opioide (Naltrindole na concentracdo de 6nmol/ 0,2uL) e a 2 de salina isotonica
0,9% . * indica diferenca estatisticas significativo quando comparados ao grupo controle e # indica diferenca
estatistica significante entre grupos experimentais Naltrindole+ Bicuculina e Naltrindole + Salina.

Na figura 21, foi comparado a ingestdo cumulativa de solucdo salina 1,5% em animais
depletados de sodio, o grupo de animais Naltrindole + Bicuculina apresentou inibi¢do na
ingestdo a partir do registro de 10min ( 0,40 £ 0,31 ml/100g do peso corporal,) se mantendo
inibido até o registro de 60min (1,3 + 0,35ml/100g do peso corporal) enquanto grupo
Naltrindole + Salina teve inibigéo a partir dos 10 min (0,35 £ 0,18 ml/100g do peso corporal)
onde se manteve inibido até os 120min (1,47 + 0,51 ml/100g do peso corporal), ja grupo
Salina + Salina o registro de tempo de 10min (2,21 + 0,36 mI/100g do peso corporal) ingeriu
solucéo salina 1,5% até o registro dos 120 min (5,7 £ 0,49 ml/100g do peso corporal). Porém
o grupo Naltrindole + Bicuculina a partir dos registro de 90 min(3,9+0,8 ml/100g do peso

corporal) a ingestdo cumulativa de salina 1,5% ficou igual a ingestdo ao grupo Salina+Salina,
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se mantendo até os 120min(5,26 + 0,54 e 57 = 0,49 ml/100g do peso corporal,
respectivamente). A analise de variancia modelo misto de duas vias para medidas repetidas
indica diferenca estatistica significante na interacdo tempos X tratamentos [F(14,119)=5,83;
p<0,0001], nos tratamentos [F(2, 17)=25,24; p<0,0001] e nos tempos [F(7, 119)=39,74;
p<0,0001], respectivamente.

Ingestdo de 4gua
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Figura 22: O gréafico compara a ingestdo cumulativa de agua destilada em cada grupo experimental : * grupo
de animais depletados de s6dio com microinjecdo de salina 0,9% no SFO, -®-grupo de animais depletados de
sodio com duas microinje¢des no SFO , sendo 1 de antagonista do receptor mu-opioide (Naltrindole na
concentragdo de 6 nmol/ 0,2uL) e a 2 do antagonista GABA (Bicuculina na concentracdo de 2 nmol/ 0,2ul) e
-8 grupo de animais depletados de sddio com duas microinjecdes no SFO, sendol de antagonista do receptor
delta-opioide (Naltrindole na concentracdo de 6nmol/ 0,2uL) e a 2 de salina isotonica 0,9% . * indica diferenca
estatisticas significativo quando comparados ao grupo controle e # indica diferenca estatistica significante entre
grupos experimentais Naltrindole + Bicuculina e Naltrindole + Salina.

Na figura 22, a ingestdo de agua destilada em animais depletados de sédio, quando
comparado o grupo controle, teve aumenta na ingestao de agua no tempo de 120 min no grupo
naltrindole 6nmol + bicuculina 2 nmol(1,02 + 0,56 mi/100g do peso corporal), comparado
com o grupo salina + salina(0,14 + 0,09 ml/100g do peso corporal) e o grupo naltrindole 6
nmol + salina(0,2 £ 0,09 ml/100g do peso corporal). A analise de variancia modelo misto de

duas vias para medidas repetidas indica diferenga estatistica significante na interagcdo tempos
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X tratamentos [F(14,119)=0,0; p<0,0002], nos tratamentos [F(2, 17)=0,02852; p=0,5830] e
nos tempos [F(7, 119)=0,0; p<0,0010], respectivamente.

Grupo V - Avaliar se a inibi¢do da ingestéo de sodio causada pelo receptor mu-

opioides corre em funcéo de impedimento locomotor
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Figura 23. O grafico compara o nimero de quadrantes percorridos pelo grupo controle e grupo experimental.

O grupo de animais depletados de sédio com microinjecdo de salina 0,9% no SFO, = grupo de animais
depletados de s6dio com microinjecdo de antagonista do receptor mu-opioide (Naloxone) na concentracdo de
12nmol no SFO e * indica a diferenca estatistica significante entre o grupo controle e o grupo naloxone 12
nmol.

Na figura 23, a motilidade dos animais depletados de sédio, quando comparado o grupo
controle, que recebeu microinjecédo de salina a 0,9% no SFO, com o grupo droga, que recebeu
0 microinjecdo de naloxone na concentracdo de 12nmol no SFO, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre 0s grupos. A andlise ndo pareada do teste “t” de Student
indica [t=0,1955; df=11; p=0,8486]
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Grupo VI - Avaliar se a inibicdo da ingestao de sodio causada pelo receptor delta-

opioides corre em funcéo de impedimento locomotor

Campo aberto
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Figura 24. O gréfico compara o nimero de quadrantes percorridos pelo grupo controle e grupo experimental.

O3 grupo de animais depletados de sédio com microinjecdo de salina 0,9% no SFO, grupo de animais
depletados de sédio com microinje¢do de antagonista do receptor delta-opioide (Naltrindole) na concentragdo de
6nmol no SFO e * indica a diferenca estatistica significante entre o grupo controle e o grupo naltrindole 6 nmol.

A figura 24, que mostra a motilidade dos animais dos animais depletados de sédio, na
comparacdo do grupo controle, que recebeu microinjecdo de salina a 0,9% no SFO, com o
grupo droga, que recebeu microinjecdo de naltrindole na concetragdo de 6nmol, ndo houve
diferenca estatisticamente significante no nimero de quadrantes percorridos. A andlise ndo
pareada do teste “t” de Student indica [t=0,7732; df=12; p=0,4543]

Grupo VII - Avaliar se receptores mu-opioides no SFO interfere com o apetite por
solucBes palataveis de forma inespecifica ou se altera especificamente o apetite por

sodio.
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Sobremesa

L[] salina (n=6)
8 B Naloxone 12nmol (n=6)

(m1/100g peso corporal)
D

Ingestdo cumulativa de sacarina 0,1%

0 . S .
sacarina 0,1% dgua dest.

Figura 25. O grafico compara a ingestdo cumulativa de agua destilada e sacarina 0,1% em cada grupo

experimental : = grupo de animais privados de 4gua com microinjegdo de salina 0,9% no SFO, ™ grypo de
animais privados de 4gua com microinjecdo de antagonista do receptor mu-opioide (Naloxone ) na concentracao
de 12nmol no SFO, * indica diferenga estatisticas significante quando comparado grupo droga ao grupo controle
e # indica diferenca estatistica significante comparando a ingestdo das diferentes solu¢fes dentro do mesmo

grupo.

Na figura 25, que mostra o hedénismo por substancias palataveis, ocorreu diminuicdo da
ingestdo de sacarina 0,1% no grupo naloxone 12 nmol(2,58+0,68 ml/100g do peso corporal)
comparado ao grupo salina(6 +0,35 ml/100g do peso corporal). Quando comparado o
ingestdo dentro do mesmo grupo, no grupo salina observa-se maior ingestdo de solucgéo de
sacarina 0,1% comparado a ingestdo de agua destilada (6 +0,35 , 0,3 £0,23 ml/100g do peso
corporal, respectivamente). Porém na comparacdo de ingestdo de sacarina 0,1% e agua
destilada dentro do mesmo grupo naloxone 12 nmol ndo houve diferenca estatistica
significante (6 £0,35, 0,3 £0,23 ml/100g do peso corporal, respectivamente) comparando o
grupos salina e grupo naloxone 12 nmol na ingestado cumulativa de agua destilada, ndo houve
diferenca estatistica significante(0,3+0,23 , 1,48 +0,69 ml/100g do peso corporal,
respectivamente). ). A andlise de variancia modelo misto de duas vias para medidas repetidas
indica diferenga estatistica significante na interagdo tempos X tratamentos [F(1,20)=20,03;
p=0,0002], nos tratamentos [F(1, 20)=4,72; p=0,0420] e nos tempos [F(1, 20)=43,76;
p<0,0001], respectivamente.
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Grupo VIII - Avaliar se receptores delta-opioides no SFO interfere com o apetite
por solugdes palataveis de forma inespecifica ou se altera especificamente o apetite por
sodio.

Sobremesa

Salina (n=8) Naltrindole 6nmol (n=11)
107

Ingestdo cumulativa de sacarina 0,1%
(m1/100g peso corporal)
*

0 T T
sacarina 0,1% dgua dest.

Figura 26. O grafico compara a ingestdo cumulativa de agua destilada e sacarina 0,1% em cada grupo

experimental : grupo de animais privados de agua com microinjecdo de salina 0,9% no SFO, grupo de
animais privados de agua com microinjecdo de antagonista do receptor delta-opioide (Naltrindole ) na
concentragdo de 6nmol no SFO, * indica diferenca estatisticas significante quando comparado grupo droga ao
grupo controle e # indica diferenca estatistica significante comparando a ingestao das diferentes solu¢bes dentro
do mesmo grupo.

A figura 26, que mostra o hedonismo por substancias palataveis, ocorreu diminuicdo da
ingestdo de sacarina 0,1% no grupo naloxone 12 nmol(4,55+0,36 ml/100g do peso corporal)
comparado ao grupo salina(7,26+0,49 ml/100g do peso corporal), porém houve aumento na
ingestdo de agua destilada pelo grupo naltrindole 6 nmol(2,67+£0,47 ml/100g do peso
corporal) quando comparado ao grupo salina(0,5 £0,29 ml/100g do peso corporal). Quando
comparado o ingestdo das diferentes solu¢des dentro do mesmo grupo, grupo salina e grupo
naltrindole 6 nmol, observa-se maior ingestdo de solucdo de sacarina 0,1%(7,26 +0,49 , 4,55
+0,36 ml/100g do peso corporal, respectivamente) comparado a ingestdo de agua destilada
(0,5 0,29, 2,67 £0,47 ml/100g do peso corporal, respectivamente). ). A andlise de variancia

modelo misto de duas vias para medidas repetidas indica diferenca estatistica significante na
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interacdo tempos X tratamentos [F(1,28)=35,36; p<0,0001], nos tratamentos [F(1, 28)=0,43;
p=0,5185] e nos tempos [F(1, 28)=110,43; p<0,0001], respectivamente.
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7 DISCUSSAO

A hipétese do presente trabalho é que a deplecdo de sédio ativa vias mu- e delta-
opioidérgicas no SFO, que por sua vez inibe vias gabaérgicas, resultando em aumento do
apetite por sodio e, desta forma, o balango hidrossalino é reestabelecido. A fim de verificar
esta hipotese, inicialmente procedeu-se o bloqueio dos receptores mu- e delta-opioides no
SFO em ratos depletados de sodio e observou-se inibicdo do apetite por este ion. Para
verificar a interacdo entre vias opioidérgicas e gabaérgicas nesta resposta, procedeu-se ao
bloqueio dos receptores gabaérgicos e observou-se a reversdo do efeito antinatriorexigénico
do naltrindole, mas sem alteracdo da resposta inibitéria do naloxone. Além disso, verificou-se
que o efeito antinatriorexigénico do naltrindole e do naloxone ndo decorre de um
impedimento locomotor. No entanto o bloqueio dos receptores mu- e delta-opioides reduz a
ingestdo de solucéo de sacarina no teste de sobremesa.

A hipotese que a deplecdo de sodio ativa vias opioidérgicas centrais esta baseada em
dados da literatura que mostram aumento da expressdo de fos-imunoreativo (fos-ir), de
mMRNA para encefalina e mRNA para o receptor mu-opioide em neurénios dos nucleos da
CeA, no NAc, Leito da Estria Terminal (BST) 4h ap6s injecdo de furosemida. Também foi
observado que a deplecdo de furosemida aumenta a expressao de fos-ir e mMRNA do receptor
mu-opioide em neur6nios do MnPO e SFO, sendo que a expressdo de mRNA do receptor mu-
opioide corresponde a 12% dos neurdnios fos- ir positivo e no MnPO corresponde a 9%, isso
¢ importante pois estas areas Sdo responsaveis em detectar alteracbes dos nivéis de
osmolaridade do sddio presente no sangue e no liquido encefaloraquidiano (GRONDIN et al.,
2011).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que os opioides no SFO parecem
ser importantes para o controle do balanco hidrossalino, uma vez que o bloqueio dos
receptores mu- e delta-opioides nesta area inibe o apetite por sodio em ratos depletados deste
ion. Na comparacéo das respostas dos receptores mu- e delta- opioide sobre a ingestdo de
solucdo salina hipertdnica, mostrou que os receptores do tipo delta-opioide possuem um
efeito antinatriorexigénico mais intenso, pelo fato de n&o ter havido diferenca estatisticamente
significante entre as concentra¢Ges administrada do antagonista delta opioide no bloqueio do
apetite por sédio. Estes dados sdo corroborados por alguns estudos da literatura mostrando
que estes receptores em diferentes areas encefalicas modulam a ingestdo de sédio. Em estudo

com animais normonatrémicos a administracdo 1.C.V de agonista mu-opioide, DAMGO,
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aumentou a ingestdo de solugdo salina hipertébnica (GOSNEL e MAJCHRZAK, 1990). Ja
Smith et al. (2016), mostraram que o bloqueio dos receptores mu-opioide na amigdala central
(CeA) reduz a ingestdo cumulativa de solucéo salina hiperténica em animais depletados de
sodio. Em outro estudo, os animais foram submetidos a dois protocolos experimentais:
privacdo hidrica associada a replecdo parcial (WD-PR) e deplecdo de sédio com uso de
diuréticos associacdo a inibidor da conversdo de angiotensina (Furosemida+captopril -
FURO-CAP). Observou-se que a injecdo do agonista mu-opioide, DAMGO, na CeA, foi
capaz de aumentar a ingestdo de solucdo salina hiperténica nos dois protocolos. Além disso a
administracdo do antagonista CTAP na CeA foi capaz de bloquear a ingestdo de salina
promovida pela administracdo do DAMGO na mesma area (YAN et al., 2013). Em outras
areas encefalicas também se observa participacdo dos receptores mu-opioides no controle da
ingestdo de sodio. Verificou-se que a administracdo de naloxone no LPBN reduz a ingestdo
salina hipertdnica induzida pela deplecdo de sédio e que bloqueia a ingestéo de solugdo salina
hipertnica induzida pela administragdo de B-endorfina no LPBN em ratos normonatrémicos.
(DE OLIVEIRA et al., 2008).

Em relacdo a participacdo do receptores delta-opioides no controle da ingestdo de
sodio sdo mais escassos. Em estudo da literatura com bloqueio dos receptores delta-opioide
no VTA verificou-se atenuacao do apetite por sal em animais depletados de sodio (LUCAS et
al., 2007). Dados anteriores do laboratério mostram que a administracdo ICV do antagonista
delta-opioide, naltrindole, leva a inibicdo do apetite por sddio em ratos depletados deste ion
(NASCIMENTO et al 2014). Outro receptor opioide também parece estar envolvido no
controle do apetite por sddio. Outro estudo do nosso laboratorio, mostrou que outro tipo de
receptor os receptores kappa-opioide, também participa da modulacdo da ingestdo de sodio
em animal depletados no SFO (NASCIMENTO, 2015), uma vez que, o bloqueio dos
receptores kappa por administracdo do antagonista Nor-BNI 1.C.VV, MnPO e SFO foi capaz
de inibir a ingestdo de salina hipertonica por animais depletados deste ion(NASCIMENTO et
al., 2012; NASCIMENTO, 2015). Assim, podemos considerar o envolvimento dos receptores
mu-, kappa e delta- opioides e seus ligantes enddgenos participam da modulacdo de atividade
neuronal no SFO que parece ser importante na manutencao hidroeletrolitica, pela ingestdo de
sodio.

O orgéo subfornical possui projecdes eferentes para diversas areas que participam da
homeostase dos fluidos corporais, controle cardiovascular e homeostase energética, sendo
essas areas: PVN, LH, OVLT, SON e MnPO ( SMITH e FERGUSON, 2010; JOHNSON e
GROSS, 1993). Em um estudo de Saad et al. (1979), observaram a relacdo da area septal (
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AS) com o SFO na ingestdo de &gua, os autores observaram que a lesdo eletrolitica no AS
que provocava aumento da ingestdo de agua. Esse efeito de hiperdipsia foi bloqueado por
lesdo simultanea da AS e do SFO. A lesdo isolada do SFO ndo aumentou a ingestdo de agua,
mesmo em animais submetidos a protocolo de desidratacdo. 1sso mostra que AS possui um
conexdo de caracter inibitério sobre o SFO para a ingestdo de 4&gua. Diversos
neuromoduladores, como a ANG I, que atua nos receptores tipo | no SFO e estimula a
ingestdo de solucéo salina e pode modular o balanco hidroeletrolitico (COBLE et al., 2014).
Outros estudos mostram a importancia da serotonina no SFO sobre o controle da ingestdo de
sodio e agua. Observou-se por microdialise a diminui¢do das concentracdes extracelular de
serotonina no SFO em animais que receberam injecdo associada de furosemida e captopril.
Ao contrario, a ingestao de salina hipertonica e de dgua por estes animais, causou um aumento
dos niveis basais de serotonina extracelular no SFO ( TAKAHASHI e TANAKA, 2016) .

Dado da literatura mostra a existéncia de interacdo entre vias opioidérgicas e
gabaérgicas centrais. Em estudo de comportamento de ingestdo alimentar em animais
privados de alimento por 16h, observou-se que a ativacdo GABAEérgica pelo agonista
muscimol no LH, inibe producdo de preproorexina e consequentemente diminui a ingestéo de
alimento e esta inibigdo foi revertida pelo bloqueio GABAEérgico pelo antagonista bicuculina.
Nesse mesmo estudo, foi observado que a administracdo de antagonista dos receptores mu-,
kappa- e delta-opioides quando administrados no LH inibiu a ingestdo de alimento. Além
disso, verificou-se que a administracdo do antagonista naloxone aumentou os niveis de
GABA no LH. Estes dados mostram que o0s receptores opioides modulam o sistema
GABAérgico no comportamento ingestivo alimentar (ARDIANTO et al., 2016).

O aumento da concentracdo de s6dio no sangue e/ou no liquido encefaloraquidiano
ativam os neurdnios GABAEérgicos no SFO. A ativacdo dos neurbnios GABAEérgicos ocorre
devido a inativacdo dos canais de K* sensiveis a ATP, causando assim, aversio ao sodio
(SHIMIZU et al., 2007). Enquanto que a ativacdo de receptores opioides causa reducdo na
excitabilidade celular devido a inibigdo dos canais de Ca* e hiperpolarizacdo de membrana
pelo aumento da condutancia de K™ (SEWARD 1991 e NORTH 1987), assim aumentando o
hedonismo pelo sddio. Desta forma, poderiamos sugerir que no presente trabalho um possivel
mecanismo que explicaria o efeito antinatriorexigénico induzido pelo blogueio dos receptores
mu- e delta- opioides, poderia ser que o aumento de opioide enddgeno, estimulado pela
deplecdo de sédio, impedisse a atividade inibitdria das vias GABAérgicas.

Estudo da literatura mostra que o bloqueio dos neurdnios GABAérgicos no NAch
inibe a liberacdo de dopamina (RAHMAN e McBRIDE, 2002), assim, se nossa hipotese
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estiver correta, pode-se supor que a ativacao enddgena dos receptores opioides no SFO estaria
estimulando a ingestdo de sodio pelo mecanismos de recompensa. O estimulo da resposta de
recompensa esta condicionada a experiéncias sensoriais ao sabor, tato, proprioceptivo e
visceral, que resulta em mudancas biologicas propriciando o comportamento motivacional
(CHIARA, 1995). Sendo assim, a deplecdo de sodio pode causar mudangas sensoriais na
palatabilidade a salina hipertdnica que permitiria a reestabelecimento da homeostasia
hidrossalina (NASCIMENTO, 2015; MOITEIRO, 2014). Esta mudanca sensorial na
palatabilidade pode ser desencadeada por alteracbes na atividade neuronal em estruturas
limbicas de forma que a ingestdo de salina hipertdnica, que normalmente tem carater aversivo,
passe a gerar a sensacdo de "prazer" a ingestdo de salina hipertdnica, assim levando a
resposta de recompensa motivada.

Baseando-se nisso, no presente estudo foi feito o blogqueio dos receptores mu- e delta-
opioides associado ao bloqueio dos receptores GABA no SFO. Observou-se que a
administracdo de bicuculina reverteu a inibicdo da ingetdo de sodio causado pela
administracdo de naltrindole, mas ndo modificou efeito inibitério do bloqueio dos receptores
mu-opioides. Com isso, sugerimos que apenas 0s receptores delta-opioide endogeno
participem deste mecanismo de controle da ingestdo de sodio descrito acima. Assim
sugerimos que os resultados encontrados no teste de ingestdo de sédio dos receptores delta-
opioide foi mais intensa do que os receptores mu-opioide, devido os receptores mu- e delta-
opioides atuarem em vias diferentes sobre o blogueio do apetite por s6dio. Quanto aos
receptores mu-opioides, pode-se sugerir que a modulacdo do apetite por sodio seja mediada
por outras vias que ndo dependam do GABA ou do mecanismo de recompensa, por exemplo,
ativacdo da amigdala modificando a palatabilidade, ou ainda, modulagdo de atividade de
nacleos hipotalamicos como os ndcleos paraventricular e supradptico que participariam do
controle homeostéatico do apetite por sddio. Entretanto, estudos futuros devem ser realizados
para confirmar estas hipdteses

No presente trabalho os dados mostram que o bloqueio dos receptores mu- e delta-
opoides no SFO atenua a ingestdo de sacarina 0,1%, no teste de sobremesa. Este resultado
indica um papel dos receptores opioides na modulagdo da palatabilidade no impacto hedénico
de solugdes palataveis de sabor doce, como é a sacarina 0,1 %, ou de solucdo salina
hipertdnica em animal deficientes de sodio. Além disso, o teste de sobremesa mostrou que o
bloqueio dos receptores do tipo delta-opioide causou um efeito dipsogénico. Estudo da
literatura mostrou em teste de reatividade ao sabor que a inje¢do subcutdnea de morfina

aumentou o impacto hedonico da palatabilidade do sabor doce, quando solugéo de sacarose é
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administrada intraoralmente (RIDEOUT e PARKER, 1996). Agonistas mu- e delta-opioides
I.C.V leva a aumento no consumo de solugdo de sacarina e aumentos de respostas positivas a
palatabilidade desta solucdo em animais ndo privados (GOSNELL e PATEL, 1993). Em outro
estudo, a administracdo de DAMGO no NAcb aumentou a ingestdo de solucéo de sacarose
em animais ndo privados (ZHANG e KELLEY, 1997; 2002), enquanto a administracdo no
NAcc de antagonista mu-opioide foi pouco efetivo na diminui¢do da preferéncia a ingestéo
de solugbes de sabores doces ( BERNAL et al., 2010). Em outra area observou-se resposta
semelhante, com aumento da ingestdo de solucdo de sacarina quando DAMGO foi
administrado no VP (SHIMURA; IMAOKA e YAMAMOTO, 2006), Além disso verifica-se
também que injecdo de DAMGO no VP aumenta as respostas comportamentais de impacto
hedbnico positivo na palatabilidade a infusdo intraoral de sacarina e diminui as respostas
comportamentais de impacto aversivo na palatabilidade a infusdo intraoral de litium, que tem
sabor amargo (INUI e SHIMURA, 2017). Estudo do nosso laboratério com o teste de
reatividade ao sabor, onde foi administrado antagonista kappa-opioide na amigdala basolateral
(BLA) e realizou-se infusdo intraoral de sacarina em animais privados de agua ou salina em
animais depletados de sodio, verificou-se atenuacdo nas respostas, comportamentais de
impacto heddnico positivo ao sabor doce. J& para o sabor salgado, administrado antagonista
kappa-opioide na amigdala basolateral (BLA) levou diminuicdo das respostas
comportamentais hedbnicas e aumentou as respostas comportamentais aversivas a solugéo
salina hipertbnica em animais depletados de sodio (NASCIMENTO, 2015; MOITEIRO,
2014). Desta forma os resultados do presente trabalho sugerem que a atividade dos receptores
mu- e delta-opioide enddgenos presentes no SFO, de alguma forma, podem modular a
atividade destas estruturas limbicas levando a alteracdo da palatabilidade ao sabor salgado em
animais depletados de soédio. Estudos futuros devem ser conduzidos para esclarecer a
possivel interacdo dos opioides no SFO com estruturas limbicos na modulagédo do apetite por
sodio.

O bloqueio dos receptores mu e delta nédo afetaram a locomocao dos animais. Assim,
mostrando que a inibicdo da ingestdo de solucdo salina ndo foi causada por dificuldade de ir
em busca da solucdo salina. Dado da literatura mostra que ativacdo dos receptores delta
opioides no NAc aumenta a atividade locomotora (KATSUURA e TAHA, 2010). Ja em outro
estudo, a administracdo subcutadnea de morfina causou uma reducdo na locomocdo a curto
prazo, onde a administracdo subcutanea dos antagonistas naloxone ou naltrexone foi capaz de
reverter esta resposta locomotora da morfina (FRISCHKNECHT et al., 1983).
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste presente estudo elucida algumas questdes que envolvem o
papel do SFO sobre o controle hidroeletrolitico, bem como, o envolvimento dos opioides
enddgenos , mu- e delta-, presentes no SFO. J& que, a administracdo de antagonistas mu- e
delta- opioide no SFO inibiram a ingestdo de solucdo salina hipertonica em animais
depletados de sddio. Conseguimos com nosso estudo comprovar nossa hipotese de que existe
uma sinergia do receptor delta opioide e neurdnios GABAérgicos no SFO sobre o controle do
apetite por sddio. Uma vez que, administracdo apenas de antagonista delta-opioide inibe a
ingestdo de solucdo salina. Porém a inibicdo promovida pelo antagonista delta-opioide é

abolida quando é também administrado no SFO o antagonista de receptores GABA.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Ainda existe a necessidade de mais estudos para esclarecer algumas questdes que
foram levantadas com o resultado desse nosso trabalho. Sendo importante descobrir quais
areas cerebrais estdo sendo ativadas em resposta da administracdo de opioide no SFO em
animais depletados de sdédio por meio do método de marcacdo de fos-ir. Estudos com
marcacdo de fos-ir para receptores delta- e kappa- opioide apds protocolo de deplecdo de
sodio é uma opcdo para verificar o envolvimento se existe ativacdo destes receptores quando
ocorre desequilibrio osmdético e em quais regibes esses receptores estariam sendo
encontrados. Seria também interessante utilizar dupla marcacdo em animais depletados para
receptores mu- delta- e kappa- opioide com marcadores para GABA, pois com isso poderia-se
observar em quais regiGes e que tipo de receptor opioide é ativado ao mesmo tempo que o
GABA é ativado.

Outra importante direcionamento de estudo seria a verificacdo da administracdo dos
receptores delta em regides limbicas, como: VTA, NAcc, e complexo amigdaldide. Pois
ainda faltam dados que mostrem o0 envolvimento do receptor delta em areas limbicas sobre o
controle da ingestdo de sodio. Que pode ser utilizado protocolo de deplecdo de sodio e teste
de ingestdo cumulativa, por se tratar de regides ligadas as emocdes se tornaria interessante
submeter os animais também ao protocolo de reatividade ao sabor, a fim de avaliar se o
receptor delta-opioide modifica os valores heddnicos ou aversivos dos sabores, amargo,

azedo, doce e salgado.



58

Contudo, nosso estudo levantou a questdo de que se os neurdnios GABA que
interagem com o receptores delta opioide no SFO sobre o controle da ingestdo de sodio em
animais depletados estdo de fato modificando o impacto aversivo do sodio por liberacao de
dopamina no NAcc. Para verificar estd hipoOtese, poderia ser feito experimento com
administracdo de agonista delta opioide no SFO com dosagem dopamina por microdialise no

NAcc.
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