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RESUMO

O consumo excessivo de sal tem relacdo com doencgas cronicas, incluindo hipertensdo. Ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) apresentam preferéncia exagerada ao sodio, mas o
conhecimento do papel do estrogeno nesta preferéncia é ainda incipiente. Dessa forma, o objetivo do
trabalho foi estudar a importancia do estrégeno na modulacdo do apetite e palatabilidade ao NaCl em
fémeas SHR. A ovariectomia bilateral (OVX) aumentou a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por
privacdo hidrica com reidratacdo parcial (PH-RP) no teste do apetite ao s6dio em ratas normotensas
(Holtzman — HTZ) e SHR adultas, em comparagdo aos respectivos controles (cirurgia ficticia). No
teste de reatividade ao sabor, houve também aumento da frequéncia de respostas hedoénicas a infusao
intra-oral de NaCl 0,3 M (10-NaCl) tanto em normotensas castradas como hipertensas castradas. A
frequéncia de respostas aversivas nao foi alterada pela ovariectomia. A suplementacdo com alta dose
de estrégeno (~ 50 pg/rata) em SHR intactas (8-9 meses) diminuiu a frequéncia de respostas
hedbnicas a 10-NaCl e aumentou frequéncia de respostas aversivas, ap0s a reidratacdo parcial antes
do acesso ao sddio. A suplementacdo de estrogeno também diminuiu a ingestdo de NaCl 0,3 M sem
alteracdo na frequéncia de respostas hedénicas ou aversivas a 10-NaCl apos a ingestdo de sodio. A
reposicao didria de estrégeno (10 pg/rata) em SHR OVX diminuiu a ingestdo de NaCl 0,3 M
induzida por PH-RP, sem alteracBes dos parametros cardiovasculares basais. Esse tratamento com
estrégeno reduziu a resposta pressora a ANG Il quando comparado com o0 mesmo estimulo em ratas
ovariectomizadas tratadas com veiculo. Essa reposicdo diaria (10 pg/dia) de estrégeno também
diminuiu o nimero de respostas hedénicas a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M, em ratas hipertensas
com apetite ao sodio (induzidas por PH-RP), sem alteragdes do nimero de respostas aversivas. O
bloqueio de receptores AT1 presencefalicos levou a uma diminui¢do na ingestdo e palatabilidade ao
NaCl 0,3 M induzidas por PH-RP em ratas SHR. Em suma, a auséncia dos hormdnios ovarianos
aumentou as propriedades heddnicas do sabor produzido pela infuséo intra-oral de NaCl 0,3 M em
ratas, hipertensas e normotensas, enquanto que a reposi¢do e suplementacao de estrogeno teve efeito
inibitério sobre o apetite e a palatabilidade ao sddio, respectivamente em fémeas SHR. Os resultados
sugerem que o estrogeno tem um efeito inibitorio sobre a palatabilidade do sodio em ratas SHR,

influenciando assim a ingestdo desse ion nestes animais.

Palavras-chave: estrdgeno, sodio, palatabilidade, hipertenséo, desidratacéo.




ABSTRACT

Excessive salt intake has been associated with the development or worsening of chronic diseases
such as hypertension. Spontaneously hypertensive rats (SHR) have a typical increased sodium
preference. Estrogen influences arterial pressure and sodium appetite, but we do not know how
much ovarian hormones influence sodium palatability, particularly in SHR. Here we evaluated the
influence of ovarian hormones on sodium palatability of female SHR. Bilateral ovariectomy (OVX)
increased 0.3 M NaCl intake induced by water deprivation - partial dehydration (WD-PR) in the
sodium appetite test in normotensive (Holtzman-HTZ) and adult SHR rats, compared to the
respective controls (sham surgery). In the taste reactivity test, there was also an increase in the
frequency of hedonic responses to intra-oral infusion of 0.3 M NaCl (IO-NaCl) in both
ovariectomized normotensive and hypertensive rats. The frequency of aversive responses was not
altered by ovariectomy. High-dose estrogen (= 50 pg / rat) supplementation in intact SHR (8-9
months) decreased the frequency of hedonic responses to 10-NaCl and increased frequency of
aversive responses after partial renydration before access to sodium. Estrogen supplementation also
decreased 0.3 M NaCl intake without changes in frequency of hedonic or aversive responses to 10-
NaCl after sodium intake. Daily replacement of estrogen (10 ug / rat) in SHR OVX decreased WD-
PR-induced 0.3 M NaCl intake without changes in baseline cardiovascular parameters. This
estrogen treatment reduced ANG Il pressor response when compared to the same stimulus in
ovariectomized rats treated with vehicle. Daily estrogen replacement (10 ug/day) also decreased the
number of hedonic responses to 10-0.3 M NaCl in hypertensive rats with WD-PR- induced sodium
appetite, without changes in number of aversive responses. Blockade of ANG Il AT1 receptors
decreased WD-PR- induced 0.3 M NaCl intake and palatability in SHR rats. In summary, the
absence of ovarian hormones increased hedonic properties of the taste produced by the 10-0.3 M
NacCl in rats, hypertensive and normotensive, whereas estrogen replacement and supplementation
had an inhibitory effect on appetite and palatability to sodium, respectively in females SHR. The
results suggest that estrogen has an inhibitory effect on sodium palatability in SHR rats, thus

influencing the ingestion of this ion in these animals.

Key words: estrogen, sodium, palatability, hypertension, dehydration.
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1. INTRODUCAO

A ingestdo de agua e de alimentos que contém sddio € uma resposta comportamental
fundamental para um individuo repor suas necessidades de dgua e NaCl. A &gua compde cerca
de 60% do corpo de um individuo adulto. Um terco desta agua corporea se localiza no liquido
extracelular (LEC) e os outros dois tercos restantes no liquido intracelular (LIC). Uma das
causas desta diferenca na quantidade de agua entre 0s meios intra e extracelular esta relacionada
com a concentracdo do ion sédio no LEC onde sua concentracdo ¢ mantida em uma estreita faixa
de variagéo (138 a 146 mmol/l), contribuindo amplamente para a determinagéo da osmolaridade
do liquido extracelular (GUYTON; HALL, 2000; VERBALIS, 2003). As concentracdes de
sodio e de outros eletrolitos nos liquidos corporais sdo determinadas pela diferenca entre os
ganhos e as perdas destes solutos, bem como pelos ganhos e perdas de agua, constituindo o
equilibrio hidroeletrolitico (MCKINLEY; JOHNSON, 2004).

Constantemente este equilibrio é perturbado seja pela falta de reposicdo ou excesso
de consumo de liquidos e eletrolitos ou por perdas, as quais podem ser naturais ou decorrentes
de diarreias, hemorragias ou sudorese excessiva. Frente a estas perturbacOes, diferentes
mecanismos sdo ativados para promover ajustes de ingestdo e excrecdo de agua e sddio, o que
normalmente permite restabelecer o balango hidroeletrolitico do organismo (JOHNSON;
EDWARDS, 1990; MCKINLEY; JOHNSON, 2004; MENANI; DE LUCA; JOHNSON, 2014).

O comportamento ingestivo de agua e sodio associado a atuacéo renal em reabsorver
agua e sodio permite uma regulacdo precisa do volume e da osmolaridade dos liquidos corporais,
fundamentais para a sobrevivéncia das células (DE LUCA JR; VIVAS; MENANI, 2005;
JOHNSON, 2007). O sistema renal possui um importante mecanismo que contribui para o
reestabelecimento do balanco hidroeletrolitico, através da regulacdo da reabsorcdo de agua e
sodio. Entretanto, somente esta resposta, muitas vezes nao é suficiente, tornando necesséria a
promocdo de estados motivados, por exemplo, sede e apetite ao sodio, que impulsionardo os
animais a busca, aquisicao e ingestdo de agua e sodio, respectivamente. Esses comportamentos
sdo essenciais para o restabelecimento do equilibrio hidroeletrolitico (ANTUNES-RODRIGUES
etal., 2012).

A ingestdo de &gua e sédio que ocorrem em resposta a desidratacdo constituem dois
exemplos de comportamentos motivados. Comportamentos motivados dependem do estado
interno do animal, sdo dirigidos por um objetivo especifico e podem ser acompanhados de

respostas autonémicas. As motivacdes para ingestdo de agua e sddio s@o conhecidas como sede e
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apetite ao sodio (EPSTEIN, 1982; BERRIDGE, 2004). A sede e o0 apetite ao sodio sdo
fundamentais para a sobrevivéncia dos animais no ambiente terrestre.

O apetite ao sodio tem papel essencial na busca, aquisicdo e ingestdo do ion sodio e
na manutencdo do equilibrio em fungdo de perdas do ion sédio e no volume do LEC. Ele pode
ser definido como um estado motivado comportamental e inato (EPSTEIN; STELLAR, 1955),
isto é, ndo necessita de aprendizado para ocorrer, mas pode ser adaptativo, pela influéncia do
aprendizado, do meio em que esta inserido, como também do estado emocional (DENTON et al.,
1982; SCHULKIN, 1991). Outro estado motivacional importante para nossa sobrevivéncia é a
sede, podendo ocorrer em resposta a casos de hipovolemia e desidratagdo extracelular (SAKAI
et al.,, 1987), como também em casos de desidratacdo intracelular por estimulacdo de
osmorreceptores devido a hipertonicidade do LEC.

A reducdo do volume do liquido celular é caracteristica da desidratacdo celular.
Quando a concentracdo extracelular de s6dio aumenta, h& um aumento na pressdo osmotica
efetiva do compartimento extracelular, promovendo uma reducdo do volume de &gua das células,
caracterizando assim a “desidratacdo intracelular”. Por outro lado, quando hé perda de 4gua e
solutos apenas do compartimento extracelular, como nos casos de hemorragia, diarreia e vomito,
a desidratacao e dita extracelular. No caso da privacdo hidrica, por exemplo, alem de perda de
agua do compartimento intracelular, também ha perda de 4gua do compartimento extracelular e,
nesse caso, a desidratacdo é dita absoluta (DE LUCA JR; VIVAS; MENANI, 2005; JOHNSON,
2007).

O comportamento de busca e ingestdo de agua e sodio (geralmente na forma de
NaCl) é controlado por alteracdes na volemia ou osmolaridade plasmética (DE LUCA JR;
VIVAS; MENANI, 2005; JOHNSON, 2007) Diferentes receptores localizados em diversas
partes do corpo (por exemplo, barorreceptores e osmorreceptores) ou horménios (angiotensina Il
e aldosterona) sinalizam algumas regides cerebrais especificas, desencadeando respostas renais
e/ou comportais de ingestdo de agua e sodio (JOHNSON; EDWARDS, 1990; THUNHORST;
JOHNSON, 1994).

Barorreceptores, que inervam a parede vascular, e osmorreceptores presentes no trato
gastrointestinal e encéfalo, monitoram respectivamente volume e osmolaridade. Receptores de
hormdnios tais como angiotensina Il e aldosterona sinalizam o encéfalo sobre reducdo na
volemia a partir da ativacdo de algumas regides encefalicas especificas. Sabe-se que aumentos
da pressao arterial (detectadas por barorreceptores) constituem um importante estimulo inibitorio

para a ingestdo de sodio. Por outro lado, a ativacdo de osmorreceptores, por alteracBes de
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osmolaridade estimulam a ingestdo de &gua e secrecdo de vasopressina (DE LUCA JR;
BARBOSA; MENANI, 2003). Além disso, receptores gustatorios também influenciam o
controle da ingestdo de sodio (ANDRADE et al., 2011; GASPARINI; MENANI; DANIELS,
2015).

O sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) é um importante sistema
hormonal ativado em situagdes de hipovolemia. A molécula precursora da angiotensina é o
angiotensinogénio, uma globulina produzida pelo figado. O angiotensinogénio € clivado pela
renina, uma enzima proteolitica sintetizada e armazenada pelas células justaglomerulares dos
rins, produzindo a angiotensina I (ANG I). A ANG | sob a a¢do da enzima conversora da
angiotensina (ECA) localizada especialmente nos pulmdes, sendo também encontrada nos rins e
nas células endoteliais do sistema vascular sistémico produz um octapeptideo ativo, denominado
angiotensina Il (ANG 1lI). Sabe-se que a fonte de renina para o0 sangue € o aparelho
justaglomerular renal, e que as células da mécula densa, localizadas nos rins também exercem
importante fungdo no controle da secrecdo da renina. Fatores como redugdo da pressdo de
perfusdo arterial renal, reducdo da concentracdo do ion soédio para a macula densa, aumento da
atividade do nervo renal, ativacdo dos receptores do subtipo 1 adrenérgicos, catecolaminas ou
prostaglandinas circulantes, ativam a secrecao de renina (FITZSIMONS, 1998). Por outro lado,
ANG |1 e vasopressina inibem a secregéo de renina.

Estudos classicos de Fitzsimons et. al. [para revisdo vide (FITZSIMONS, 1998)]
foram os primeiros a demonstrar que a ANG 11 era efetiva como estimulo dipsogénico. Alem de
estimular a ingestdo de agua e de sddio, a ANG Il apresenta outras func@es fisiologicas, como
regulacdo da pressédo arterial, excrecdo de sodio, e a secre¢do de vasopressina, (FITZSIMONS,
1998).

Receptores centrais para acdes da ANG Il ja foram demonstrados em diversas areas
encefalicas como o6rgédo subfornical (SFO), 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT), nucleo
paraventricular (PVN), nucleo pré-6ptico mediano (MnPO), &rea postrema (AP) e ndcleo do
trato solitario (NTS) (LEWIS et al., 1986; MCKINLEY et al., 1987; ALLEN; MCKINLEY;
MENDELSOHN, 1988). Dos receptores de ANG Il, os mais importantes para seu efeito
dipsogénico sdo os receptores AT1 presentes em 0rgaos cincunventriculares prosencefalicos, tais
como SFO e OVLT, podendo haver também alguma participacdo de receptores AT2
(FITZSIMONS, 1998).

A aldosterona, um mineralocorticoide, também tem papel fundamental na

conservacao do sodio no organismo e € o sinal enddcrino final do sistema renina-angiotensina-
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aldosterona. A secrecdo de aldosterona pela zona fasciculada da adrenal é regulada pela ANG Il
e concentracao extracelular de potéassio. A aldosterona atua nos ductos coletores renais e colon
para regular a (re)absorcdo de sodio e secrecédo de potassio (BOOTH; JOHNSON; STOCKAND,
2002).

Os hormonios peptideo natriurético atrial (ANP) e a ocitocina (OT) sdo secretados na
circulagdo sanguinea durante expansdo de volume e/ou aumento de osmolaridade plasmatica, e
ambos tém acdo natriurética. Isto é, eles atuam reduzindo a volemia e a concentracdo de sédio,
acOes contrarias as da ANG Il e aldosterona. O ANP, um peptideo sintetizado pelos midcitos
atriais, participa da manutencdo do volume por produzir diurese e natriurese. Além de agir
centralmente inibindo a sede e o apetite ao sddio. A OT é sintetizada no corpo celular de
neurdnios magnocelulares do NPV e do nucleo supra-optico (NSO) e liberada para a corrente
sanguinea em situacdes de hiperosmolaridade e possui acdes semelhantes ao ANP (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2014).

A sede e 0 apetite ao sddio podem ser induzidos experimentalmente por diferentes
protocolos. O modelo de privacdo hidrica com reidratacdo parcial com agua por 2 horas (PH-RP)
fornece subsidios para o estudo da sede e apetite ao sodio, separadamente. Ao final do periodo
de 24 h de privagdo hidrica observa-se aumento da osmolaridade e sodio plasmaticos,
hipovolemia e aumento da atividade de renina plasmética. O periodo de reidratacdo parcial (2
horas de acesso apenas a agua) corrige totalmente o aumento da osmolaridade plasmaética e
parcialmente a hipovolemia, enquanto que o aumento da atividade de renina plasmatica
permanece elevado até o inicio do teste do apetite ao sddio (DE LUCA et al., 2002; DE LUCA et
al., 2010). Ap6s o periodo de reidratacdo parcial o animal passa a ter também livre acesso ao
NaCl 0,3 M por mais 2 horas (teste do apetite ao s6dio). No momento em que o animal tem
acesso a solucdo de sodio, estdo presentes a hipovolemia e aumento de angiotensina Il como
sinais facilitadores para o apetite ao sddio, enquanto que o sinal inibitério da hipertonicidade
para a ingestdo de sddio ja foi removido. A subsequente ingestdo de sodio corrige totalmente o
volume do liquido extracelular e a perda de sédio que ocorreu pela natriurese durante o periodo
de privacdo hidrica (DE LUCA et al., 2002).

Por outro lado, vérias evidéncias correlacionam o consumo excessivo de sal ao
desenvolvimento ou agravamento de doencas crénicas, incluindo a hipertensdo, (HE;
MACGREGOR, 2012; WHO, 2012) sendo as doencas cardiovasculares, segundo a OMS, a
maior causa de mortes no mundo (WHO, 2017). Estima-se que a quantidade média diaria de

sodio consumida pela populacdo brasileira adulta é de 4,5 g por pessoa, independente da regido
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ou classe de renda, excedendo assim em mais de duas vezes o limite recomendado pela OMS
para ingestdo desse nutriente (SARNO et al., 2013).

Apesar de evidéncias substanciais que indicam que a ingestdo diaria de sal excede
em grande parte a necessidade fisioldgica, a causa desse comportamento excessivo permanece
mal compreendida. Um fator que pode contribuir para o uso excessivo de sal na dieta é a sua
capacidade de melhorar a palatabilidade dos alimentos (KEAST; BRESLIN, 2003; LIEM,;
MIREMADI; KEAST, 2011). A adesdo a uma dieta com baixo teor de sddio mostrou-se
extremamente dificil de manter, com muitos pacientes relatando falta de palatabilidade para
alimentos com baixo teor de s6dio como uma das razdes importantes para a ndo continuidade
(HORVATHOVA et al., 2003; HOLLENBERG, 2006).

Em meados da década de 60, a linhagem de ratos espontaneamente hipertensos
(spontaneously hypertensive rats - SHR) foi introduzida (OKAMOTO; AOKI, 1963) como um
modelo animal de hipertensdo essencial em humanos. Além dos elevados niveis de presséo
arterial, os animais SHR apresentam uma ingestdo diaria de NaCl maior do que as outras
linhagens de ratos normotensos [vide Refs. (ELY; TURNER; MILSTED, 2000; DI
NICOLANTONIO et al., 2004) para revisao].

O intenso apetite ao sddio observado nos animais SHR baseia-se mais em uma
hiperatividade do sistema renina-angiotensina central do que uma alteracdo do equilibrio
hidroeletrolitico (DINICOLANTONIO; HUTCHINSON; MENDELSOHN, 1982; DI
NICOLANTONIO et al., 2004), e o bloqueio da producdo encefélica de angiotensina, com
captopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), reduz a ingestdo de sodio
em SHR, (DINICOLANTONIO; HUTCHINSON; MENDELSOHN, 1982). Os SHR também
apresentam maior imunorreatividade a proteina Fos na ldmina terminal em resposta tanto a
infusdo central ou sisttmica de ANG Il (ROWLAND et al., 1995; BLUME et al., 1997).
Recentes resultados de Pereira-Derderian e cols. (2010) mostram que em resposta ao teste do
apetite ao sodio induzido pelo protocolo de privagdo hidrica com reidratagdo parcial (PH-RP), os
SHR ingeriram cerca de 10 vezes mais do que os ratos normotensos Wistar Kyoto (WKY) ou
Holtzman (HTZ). Além disso, apés a PH-RP todos os animais apresentaram um aumento no
numero de células com imunorreatividade da proteina Fos em areas encefélicas que controlam o
apetite ao sédio (SFO, OVLT, MnPO, NTSc), quando comparado em situagdo normovolémica.
Todavia, os animais SHR apresentaram um maior aumento na imunorreatividade da proteina Fos

em areas como 0Orgao subfornical (SFO), regido comissural ndcleo do trato solitario (NTSc) e pré
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locus coeruleus (pré-LC) em comparacdo as linhagens de ratos normotensos (PEREIRA-
DERDERIAN et al., 2010).

A ingestdo de sddio também pode ser influenciada pelas propriedades sensoriais
orais do sabor. Por meio do uso da técnica de andlise da frequéncia de lambidas, estudo de Flynn
e cols. (2003) mostrou que em ratos submetidos a privacdo de &gua por periodo de 12 h
(overnight), a frequéncia inicial de lambidas para a ingestdo de NaCl 0,5 M foi semelhante entre
os animais normotensos WKY a hipertensos SHR, mas a taxa de lambidas da ingestdo de sédio
dos WKY declinou mais rapidamente do que a dos SHR. Esses resultados sugeriram que 0S
animais SHR sdo menos responsivos a retroalimentacdo negativa das informacGes pés
ingestivas, sem alteracBes nas propriedades oro-sensoriais ao sodio, (FLYNN; CULVER;
NEWTON, 2003). Estudos de Formaker e Hill (1991, 1992) verificaram a partir de registros de
respostas eletrofisiologicas (atividade neuronal) do nervo glossofaringeo e da corda do timpano
da lingua posterior e anterior respectivamente, durante a estimulagdo com NaCl em diferentes
concentracfes (0,3 M e 2,0 M), que a responsividade periférica ao sabor salgado é semelhante
nos animais normotensos Wistar-Kyoto e SHR (FORMAKER; HILL, 1990; 1991).

Humanos e ratos exibem expressdes faciais estereotipadas em resposta a diferentes
sabores aplicados diretamente na cavidade oral, e essas expressdes tém sido extensivamente
usadas como uma medida comportamental do valor heddnico do sabor (GRILL; NORGREN,
1978). Em humanos, essas expressdes podem ser produzidas logo apds o nascimento antes
mesmo de qualquer experiéncia de estimulo de sabores na cavidade oral tenha ocorrido (em
outras palavras, antes do recém-nascido ter recebido qualquer liquido para ingestdo) (STEINER,
1973; 1974; 1979). Essas expressoes faciais estereotipadas em resposta a diferentes sabores
aplicados diretamente na cavidade oral sdo, portanto, consideradas inatas, implicando que o0s
circuitos para a detec¢do do sabor sdo determinados durante o desenvolvimento (STEINER,
1973; 1974; 1979; BERRIDGE, 2000). O teste de reatividade ao sabor, que determina a
frequéncia de reacdes comportamentais heddnicas e aversivas em resposta a um estimulo de
sabor diretamente infundido na cavidade oral do rato, foi desenvolvido originalmente por Grill e
Norgren (1978) (GRILL; NORGREN, 1978). Essa metodologia avalia a ocorréncia de reagdes
comportamentais afetivas espécie especificas (tal como protrusdo da lingua relacionada com a
ingestdo ou abertura aversiva da boca) em resposta a estimulacdo oral (GRILL; NORGREN,
1978; GRILL, H.; BERRIDGE, K., 1985).

Sob condicgBes controles, as linhagens mais comuns de rato de laboratério
(TORDOFF; ALARCON; LAWLER, 2008) preferem ingerir solugbes de concentracfes
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préximos a isotbnica e evitam solugbes de sodio hipertdbnico. Animais saciados e
normovolémicos exibem uma mistura de comportamentos heddnicos e aversivos em resposta a
infusdo intra-oral de NaCl 0,5 M, enquanto que ap6s 24 h de deplecdo de sodio (induzida pelo
tratamento com furosemida associado a dieta deficiente de sédio por 24 h) ocorre uma mudanca
desse perfil, aumentando o nimero de respostas heddnicas e reduzindo as respostas aversivas ao
sodio hiperténico infundido oralmente (BERRIDGE et al., 1984; GRILL; BERNSTEIN, 1988).
Os resultados dos testes de reatividade ao sabor realizados em machos normotensos s&o
consistentes com os estudos de ingestdo de solucdes salinas, com ratos repletos de sodio
exibindo respostas orofaciais altamente aversivas a solugdes salinas hipertonicas (BERRIDGE et
al., 1984; BERRIDGE; SCHULKIN, 1989). Contudo, todos esses estudos citados que avaliaram

a reatividade ao sabor salgado foram realizados em machos.

EFEITOS DA MODULACAO ESTROGENICA SOBRE O EQUILIBRIO
HIDROMINERAL

Os primeiros estudos relacionando a influéncia dos horménios gonadais sobre o
controle do equilibrio hidroeletrolitico mostraram que fémeas ingeriam menos agua que 0S
machos sob as mesmas condi¢des (RICHTER; BRAILEY, 1929). Em estudo de Antunes-
Rodrigues & Covian da década de 1960 foi descrito que durante o periodo estral, que é a fase do
ciclo reprodutivo onde ha maior concentracao plasmatica de estrogeno, os animais apresentavam
diminuicdo da ingestdo de sddio, por outro lado, durante o diestro, quando ha baixos niveis de
estrogeno plasmatico, os animais aumentavam a ingestdo de sodio [Antunes-Rodrigues &
Covian, 1960 apud (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2014). Danielsen e Buggy (1980) também
observaram resultados similares em ratas intactas durante a fase do estro (DANIELSEN;
BUGGY, 1980). Estudos de reposicdo hormonal nas décadas seguintes mostraram que o
estradiol diminui a ingestdo de liquidos em roedores ovariectomizados. Estes resultados
mostraram que o intenso consumo de sodio pode ser produzido em ratos por prolongada
privacdo de sodio e que o estrégeno pode diminuir esse comportamento (STRICKER; THIELS;
VERBALLIS, 1991).

A terapia com estrégeno diminui ndo apenas a ingestdo de dgua, mas também abole a
ingestdo de sal induzida por injecdes intracerebroventriculares de ANG Il em ratas
ovariectomizadas (DO-VALE et al., 1995; MECAWI et al., 2007). A terapia com estrogeno

reduziu a ingestdo de agua induzida por privacdo hidrica, deplecdo de sédio por 24 h, e também
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reduziu a ingestdo de NaCl 0,3 M e de agua induzida pelo protocolo FURO+CAP s.c. Além
disso, foi verificado que o bloqueio central de receptores AT1 da angiotensina Il inibiu a
resposta dipsogénica induzida pela privacdo hidrica, estimulacdo osmotica e inibiu a ingestdo de
sodio induzida por deplecdo de sodio observada em ratas normotensas ovariectomizadas
(MECAWI et al., 2008).

O estrogeno exerce efeitos sobre o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA).
O estrogeno interage diretamente com 0 SRAA diminuindo a atividade da enzima conversora de
angiotensina (ECA), renina e a expressao de RNAm de receptores angiotensinérgicos do tipo 1
(AT1R), enquanto aumenta a expressao de receptores angiotensinérgicos do tipo 2 (AT2R) e 0s
niveis de ANG-(1-7) nos rins (SHENOY et al.,, 2009; BROWN et al., 2012; BHATIA;
ZIMMERMAN; SULLIVAN, 2013). O estrogeno também inibe a expressao de receptores AT1
e a enzima conversora de angiotensina no oOrgdo subfornical (SFO) em ratas normotensas
(KISLEY; SAKAI; FLUHARTY, 1999; DEAN et al., 2006; KRAUSE et al., 2006).

Apesar desses estudos realizados em ratas de linhagens normotensas, ainda é
desconhecida a influéncia do estrégeno sobre o apetite e palatabilidade ao sédio em fémeas

espontaneamente hipertensas.

MENOPAUSA E HIPERTENSAO

O envelhecimento natural faz com que 0s ovarios percam a responsividade as
gonadotrofinas, hormonio luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante (FSH), reduzindo
sua funcdo, levando ao fim dos ciclos menstruais (menopausa). Esse fenbmeno esta associado
com o declinio do nimero dos foliculos primordiais nos ovarios. Dessa forma, 0s ovarios ndo
produzem mais progesterona e estrogénios em quantidades significantes. Esse fenbmeno da
menopausa ocorre nas mulheres entre as idades de 45 e 55 anos de idade (GANONG, 2003).

O risco de doengas cardiovasculares € menor durante o ciclo reprodutivo de
mulheres do que em homens. Estudos mostram que na pré-menopausa as mulheres apresentam
menor pressdo arterial quando comparado aos homens da mesma idade (CUTLER et al., 2008).
Porém, a incidéncia de doencas cardiovasculares aumenta em mulheres na menopausa com
variaveis implicacdes clinicas (CROFTON; SHARE, 1997; GOLDMAN et al., 2009; LIMA,;
WOFFORD; RECKELHOFF, 2012).

A menopausa causada por ovariectomia em mulheres normotensas férteis de meia

idade causou aumento nos valores médios de pressao arterial sistolica e diastélica (MERCURO
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et al., 2004). A ovariectomia também aumenta a pressdo arterial em ratas Wistar normotensas
(MENDONCA LDE; FERNANDES-SANTOS; MANDARIM-DE-LACERDA, 2007) e em
camundongo fémeas (XUE; PAMIDIMUKKALA; HAY, 2005). Além disso, a menopausa
causada por ovariectomia ou envelhecimento em ratas espontaneamente hipertensas (SHR)
agravou a hipertensdo (FORTEPIANI et al., 2003; RECKELHOFF; FORTEPIANI, 2004).
Outros trabalhos mostram que a pressao sistolica de fémeas durante a fase estral foi menor do
gue a observada em machos, e a elevacao da pressao sistolica observada ap6s a ovariectomia foi
reduzida ap6s o tratamento subcutaneo com estrogeno, (SILVA-ANTONIALLI et al., 2004).
Dessa forma, vérias evidencias mostram a influéncia dos horménios esteroides femininos sobre
0 controle pressorico.

Portanto, considerando a importancia do estrogeno sobre o balan¢o hidromineral e
parametros cardiovasculares, o objetivo do trabalho foi estudar a importancia do estrégeno na

modulacéo do apetite e palatabilidade do NaCl em fémeas espontaneamente hipertensas.
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2. OBJETIVO

Considerando a importancia do estrogeno sobre o balango hidromineral e 0s
parametros cardiovasculares, o objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do estrogeno
no apetite e na palatabilidade ao sodio em ratas espontaneamente hipertensas (SHR) e
normotensas (HTZ). Para tanto investigamos: a) a influéncia dos horménios ovarianos na
palatabilidade ao sodio em ratas HTZ e SHR com apetite ao sodio; b) a influéncia da
suplementacdo com estrégeno na palatabilidade ao sddio em ratas SHR intactas com apetite ao
sodio; c¢) a influéncia da reposicdo de estrogeno em ratas SHR e HTZ ovariectomizadas (OVX)
sobre o apetite ao sodio; d) a influéncia da reposicdo de estrogeno na palatabilidade ao sddio em
ratas SHR e HTZ ovariectomizadas (OVX) com apetite ao sddio; e d) a influéncia da reposicédo
de estrdgeno sobre os parametros cardiovasculares e os efeitos pressores da angiotensina Il em
ratas SHR.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizadas ratas normotensas (Holtzman) (260 — 280 g, 3-5 meses) e
espontaneamente hipertensas (Spontaneously Hypertensive Rats, SHR) (180 — 200 g, 3-5 meses;
ou 8 e 9 meses), provenientes dos Biotérios Central e da Fisiologia da FOAr, respectivamente.
Elas foram mantidas em gaiolas individuais, com livre acesso a racdo, agua e solucdo de NaCl
0,3 M. As ratas foram mantidas em salas climatizadas (temperatura de 23 £ 2° C e umidade 50 +
10%) com ciclo claro-escuro 12-12 h (luz 7:00 — 19:00 h). A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi
registrada diariamente. Os protocolos experimentais e demais procedimentos citados neste
projeto foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/FOAr, protocolo
n: 51/2014.

3.2.  Ovariectomia e terapia de reposi¢cao de estrogeno

As ratas foram submetidas a ovariectomia bilateral (OVX) ou ovariectomia ficticia
(OVX — Ficticia), na qual foram submetidas &s mesmas etapas iniciais do procedimento
cirtrgico, mas com a preservacdo de ambos 0s ovarios intactos. Em alguns experimentos, ratas
submetidas a ovariectomia bilateral receberam a reposi¢cdo hormonal substitutiva com estrogeno
(OVX + E2, 10 pg/kg) enquanto o grupo controle (OVX + VEI) recebeu administracdo de
veiculo (6leo de girassol, 0,1 ml por animal) durante oito dias, iniciando-se 10 dias ap6s a
cirurgia de retirada dos ovarios.

Um grupo de ratas SHR intactas (8 e 9 meses de idade) recebeu suplementacéo de
estrdgeno (cipionato de estradiol, Zoetis; 2 mg/ml, 0,1 ml i.m.) a cada 4 dias por 12 dias ou seu
respectivo veiculo (6leo de girassol, 0,1 ml por animal).

Para verificar a eficiéncia da ovariectomia e da reposicdo hormonal com estrégeno
em relacdo aos grupos controles foi avaliado o indice uterino (peso do Utero/peso corporal
expresso como mg/100 g de peso corporal) e/ou 0s niveis plasmaticos de estrogeno. Para tanto,
ao final dos experimentos, todas as ratas foram profundamente anestesiadas com tiopental sédico
(80 mg/kg; Cristalia) para eutandsia e remocdo do Utero. Para alguns animais, foi feita a
determinacdo da concentracdo plasmatica de estradiol (E2) por quimioluminescéncia

(laboratério Alvaro - http://www.alvaro.com.br/laboratorio/menu-exames/ESTRA).
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3.3. Farmacos utilizados

Benzoato de beta-estradiol (Sigma-Aldrich), na dose 10 pg/rata (~ 40 pg/kg)
subcutaneo, volume 0,1 ml/rata, durante pelo menos oito dias (ALMEIDA-PEREIRA et al.,
2016).

Cipionato de estradiol (E.C.P. 2 mg/ml, Zoetis, Ourofino Saude Animal Ltda,
Cravinhos — SP), s.c., 0,1 ml/rata a cada 4 dias, por 12 dias.

Oleo de girassol (veiculo do estrogeno, 0,1 ml/rata, s.c.).

Angiotensina Il (ANG II), (Sigma), (50 ng/1 pl, administragdo no VL).

Losartana potéassica, o antagonista do receptor AT1 (Sigma-Aldrich), dissolvido em
solucéo salina e administrado no ventriculo lateral (VL) na dose de 100 ug/ul (RONCARI et al.,
2017).

3.4. Teste de Reacdo ao Sabor (TRS) e analise dos comportamentos

Para esse teste as ratas receberam o implante de uma céanula intra-oral. Elas foram
anestesiadas com quetamina (80 mg/ kg de peso corporal) combinada com Xxilazina (7 mg/kg de
peso corporal). A canula intra-oral (tubo de polietileno PE 50 com uma de suas extremidades
alargada e um “stop” de silicone endoddntico fixado a ela) foi introduzida na regido do primeiro
molar em direcdo a margem da musculatura mastigatéria que faceia o osso temporal sob o arco
zigomatico, seguindo para o topo do cranio, onde foi externalizada e ancorada com resina
acrilica e parafusos, (Figura 1). Ao final da cirurgia, elas receberam uma injecdo intramuscular
de antibiético (benzilpenicilina — 80.000 Ul + estreptomicina — 33 mg; Pentabi6tico Veterinario
— Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, Brasil) e uma injecdo subcutanea
de um analgésico/antiinflamatério (cetoprofeno 1% - 0,03 ml/rato; Ketoflex, Mundo Animal,
Séo Paulo, Brasil).

Previamente aos experimentos, as ratas foram submetidas a um periodo de
habituacdo por 3 dias, no qual elas foram expostas por 20 minutos a gaiola onde se realizou o
teste da reacdo ao sabor e, a seguir, foi feita a infusdo de 1 ml de &gua pela canula intra-oral. No
momento do experimento, a canula intra-oral foi conectada a um tubo de polietileno (PE 50)
para a infusdo da solucdo diretamente na cavidade oral do animal. O animal foi entdo colocado

na gaiola teste e em seguida foi feita a infusdo da solugcdo de NaCl 1,8% (0,3 M) em sua
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cavidade oral (1 ml/min.). O comportamento do animal foi gravado por meio de uma filmadora,
com o auxilio de um espelho montado abaixo do fundo transparente da gaiola, que permitiu a
camera aproximar a imagem de tal forma que a face do rato ocupasse a tela inteira (vide
apéndice 1). O teste de reacdo ao sabor e a subsequente analise dos comportamentos (hedénicos,
neutros e aversivos) foi realizado conforme descrito em estudos anteriores (GRILL, H. J.;
BERRIDGE, K. C., 1985; BERRIDGE, 2000; ANDRADE et al., 2011).

O comportamento de cada rato foi avaliado pela ocorréncia de comportamentos de
reacdo ao sabor considerados heddnicos, aversivos ou neutros (vide GRILL; BERRIDGE, 1985
para uma discussdo da andlise dos comportamentos de reacdo ao sabor e classificacdo). Séo

considerado comportamentos hedénicos: lambidas das patas, protrusdes laterais da lingua,

protrusdes ritmicas da lingua ao longo da linha mediana. Comportamentos neutros: movimentos

ritmicos da boca e escoamento passivo, ou seja, a saida passiva de liquidos da boca. E por fim,
sdo considerados comportamentos aversivos: “gapes” (grande abertura da mandibula e retracdo
dos labios inferiores); limpeza da face (ato de passar as patas uma ou varias vezes sobre a face);
“forelimb flail” (movimentos com o0s membros anteriores e movimentos da cabeca), e
finalmente rapida locomocao no interior da gaiola. As gravacdes foram analisadas em camera

lenta em 1/30 a 1/10 da velocidade normal.

3.5.  Teste do apetite ao sédio

Protocolo de privacdo hidrica e reidratacdo parcial — PH-RP foi feito de acordo com
estudos prévios (DE LUCA et al., 2002; PEREIRA-DERDERIAN et al., 2010). O modelo de
privacdo hidrica com reidratacdo parcial com agua por 2 horas (PH-RP) fornece subsidios para o
estudo da sede e apetite ao sédio, separadamente. O animal foi privado de agua por 24 horas, e
ao final desse periodo observa-se aumento da osmolaridade e sédio plasmaticos, hipovolemia e
aumento da atividade de renina plasmatica. O periodo de reidratacdo parcial (2 horas de acesso
apenas a agua) corrige totalmente o aumento da osmolaridade plasmética e parcialmente a
hipovolemia, enquanto que o aumento da atividade de renina plasmética permanece elevado até
0 inicio do teste do apetite ao sédio (DE LUCA et al., 2002; DE LUCA et al., 2010). Apds o
periodo de reidratacdo parcial o animal passa a ter também livre acesso ao NaCl 0,3 M por mais
2 horas (teste do apetite ao sodio). No momento em que o animal tem acesso a solugédo de sodio,
estdo presentes a hipovolemia e aumento de angiotensina Il como sinais facilitadores para o

apetite ao sodio, enquanto que o sinal inibitério da hipertonicidade para a ingestdo de sédio ja foi
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removido. A subsequente ingestdo de sodio corrige totalmente o volume do liquido extracelular
e a perda de sédio que ocorreu pela natriurese durante o periodo de privacdo hidrica (DE LUCA
et al., 2002). Foi aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois experimentos
nos mesmos animais. Foram utilizados bebedouros graduados com divisdo de 0,1 ml para o

registro da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M.

3.6. Registro da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca

A pressdo arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram registradas em
ratas ndo anestesiadas. Sob anestesia de quetamina (80 mg/kg de peso corporal) combinado com
xilazina (7 mg/kg de peso corporal), um tubo de polietileno (PE-10 conectado a uma PE-50) foi
inserido na aorta abdominal através da artéria femoral no dia anterior aos experimentos. O tubo
foi transpassado subcutaneamente e exposto no dorso da rata. Para o registro da pressao arterial
pulsatil, PAM e FC, o cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressdo acoplado a um
pré-amplificador (modelo ETH-200 Bridge Bio Amplifier, CB Sciences, Dover, NH, EUA)
conectado a um sistema de aquisi¢do de dados (modelo Powerlab 16SP; ADInstruments, Castle
Hill, Australia).

3.7.  Cirurgia para o implante de canulas em direcéo ao VL

As ratas foram anestesiadas com uma injecdo intraperitoneal de cetamina (80 mg/kg
de peso corporal) e xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e posicionadas em um aparelho
estereotaxico (Kopf, Tujunga, EUA) com o cranio nivelado entre o bregma e o lambda. Uma
canula-guia de aco inoxidavel foi implantada logo acima do VL, de acordo com as seguintes
coordenadas: 0,3 mm caudal ao bregma, 3,4 mm abaixo do cranio e 1,4 mm lateral a sutura
central para fémeas SHR e 0,3 mm caudal ao bregma, 3,5 mm abaixo do cranio e 1,4 mm lateral
a sutura central para as fémeas Holtzman. A ponta da canula-guia foi posicionada 2 mm acima
do VL. Em seguida ela foi fixada ao cranio com resina acrilica dental e parafusos. Um mandril
de metal foi utilizado para o preenchimento e fechamento da extremidade externa da cénula-
guia, exceto durante as injecdes. Ao final da cirurgia, as ratas receberam uma injecao
intramuscular de antibidtico (benzilpenicilina — 80,000 Ul + estreptomicina — 33 mg;
Pentabiotico Veterinario — Pequeno Porte, Fort Dodge Sadde Animal Ltda., Campinas, Brasil) e
uma injecdo subcutdnea de um analgésico/antiinflamatério (cetoprofeno 1% - 0,03 ml/rato;
Ketoflex, Mundo Animal, S&o Paulo, Brasil). Diariamente as ratas foram manipuladas e




30

treinadas com manobras utilizadas durante os procedimentos experimentais. Os experimentos

foram realizados 5-7 dias ap6s o implante da canula no VL.

3.8.  Inje¢des de farmacos no encéfalo

A administracdo de drogas no VL foi feita utilizando-se seringa Hamilton de 10 pl
(Hamilton, Reno, EUA) conectada por um tubo de polietileno (PE — 10; Clay Adams,
Parsippany, EUA) a uma agulha injetora. No momento dos testes, os animais foram retirados de
suas gaiolas, o madril de metal foi removido e a agulha injetora (2 mm mais longa que a canula-
guia) foi introduzida no encéfalo através da canula-guia. O volume injetado foi de 1 ul no VL.

Apos as injecdes o mandril de metal foi recolocado e os ratos realocados em suas gaiolas.

3.9. Histologia

Ao final dos experimentos, as ratas receberam injecdes de solucéo a 2% de Azul de
Evans na regido do VL, no mesmo volume das injecGes de farmacos. Elas foram entdo
profundamente anestesiadas com tiopental sdédico (80 mg/kg; Cristalia) e perfundidas
transcardicamente com salina seguida por formalina 10%. Os encéfalos foram removidos,
fixados em formalina 10%, congelados, cortados em se¢des de 60 um, corados com corante de
Giemsa, e analisados por microscopia de luz para confirmar os locais de inje¢des no VL.

3.10. Analise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média estdo
representados em graficos (resultados). Teste t, analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas
vias seguidas do pds-teste de Newman Keuls foram utilizados para as comparagdes dos dados,

de acordo com o Apéndice 2. Diferencas foram consideradas para p<0,05.
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3.11. Protocolos experimentais

3.11.1. Influéncia dos hormonios ovarianos sobre o apetite e palatabilidade ao sédio em
ratas normotensas (HTZ) e espontaneamente hipertensas (SHR).

Apos as ratas (com 4 — 5 meses) chegarem do biotério central, elas passaram por um
periodo de adaptacédo e foram aleatoriamente distribuidas nos seguintes grupos:

1) Ratas normotensas ovariectomizadas (HTZ — OV X)

2) Ratas normotensas com ovariectomia ficticia (HTZ — Ficticia)

3) Ratas hipertensas ovariectomizadas (SHR — OV X)

4) Ratas hipertensas com ovariectomia ficticia (SHR — Ficticia)

Apos dez dias da cirurgia de ovariectomia, as ratas receberam o implante da canula
intra-oral e entdo passaram pelo periodo de habituacdo e demais procedimentos experimentais
conforme descrito detalhadamente nos materiais e métodos. Em seguida, elas foram submetidas
ao protocolo de privacdo hidrica e reidratacdo parcial (PH-RP). O teste de reatividade ao sabor
foi realizado imediatamente apds o periodo de reidratacdo parcial (RP). Ao término 0s animais
retornaram para suas gaiolas para entdo realizar o teste de apetite ao sddio, onde tiveram acesso
ao NaCl 0,3 M e agua por 30 min. Apos esse periodo, foi avaliada novamente a rea¢do ao sabor
ao NaCl 0,3 M conforme descrito anteriormente. O mesmo procedimento foi repetido apds 60
min de livre acesso aos bebedouros graduados contendo ambas as solugdes. Os volumes de dgua
e de NaCl 0,3 M ingeridos durante os periodos de livre acesso a essas solu¢des também foram

avaliados. Durante o experimento as ratas ndo tiveram acesso a ragao.

PROTOCOLO PH-RP
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3.11.2. Influéncia da suplementagdo com estrogeno sobre o apetite e palatabilidade ao sodio
em ratas SHR intactas.

Foram utilizadas ratas SHR (8 e 9 meses de idade) aleatoriamente distribuidas em
dois grupos:

1) Ratas SHR com suplementacdo de estrogeno (SHR + E2)

2) Ratas SHR veiculo (SHR + VEI) — grupo controle

Para esse teste as ratas receberam o implante de uma canula intra-oral. Elas passaram
pelo periodo de habituacdo e demais procedimentos experimentais conforme descrito
detalhadamente nos materiais e metodos.

O teste de reatividade ao sabor foi realizado imediatamente ap6s o periodo de
reidratacdo parcial (RP). Ao término os animais retornaram para suas gaiolas para entdo realizar
0 teste de apetite ao sodio, onde tiveram acesso ao NaCl 0,3 M e agua por 30 min. Apos esse
periodo, foi avaliada novamente a reacdo ao sabor ao NaCl 0,3 M conforme descrito
anteriormente. O mesmo procedimento foi repetido ap6s 60 min de livre acesso bebedouros
graduados contendo ambas as solugdes. Os volumes de agua e de NaCl 0,3 M ingeridos durante
os periodos de livre acesso a essas solucdes também foram avaliados. Durante o experimento as

ratas ndo tiveram acesso a ragéo.

Testedo apetite ao
p—
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Estradiol Estradiol Estradiol Estradiol

" ~ ~ Teste de reatividade
ou yeiculo ou yeiculo ou yeiculo a0 sabor

ou yeiculo

Implante da cinula
intra-oral

3.11.3. Influéncia da reposicdo de cipionato de estradiol sobre o apetite ao sédio em ratas
SHR ovariectomizadas.

Para esse protocolo as ratas (com 8 e 9 meses) foram aleatoriamente distribuidas em
2 grupos:

1) Ratas SHR castradas com reposicéo de estrégeno (E2) (SHR OVX + E2)
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2) Ratas SHR castradas + veiculo (SHR OVX + VEI).

Apo6s um periodo de 10 dias da cirurgia de ovariectomia bilateral as ratas
receberam o implante de canulas em direcdo ao VL e também implante de canulas intra-oral no
mesmo ato cirdrgico. A partir de entdo iniciou-se o tratamento com estrégeno [10 ug/rata (~ 40
ug/kg) subcutaneo] (KISLEY:; SAKAI; FLUHARTY, 1999; KRAUSE et al., 2003; VILHENA-
FRANCO et al., 2011; ALMEIDA-PEREIRA et al., 2016) ou veiculo pelo periodo minimo de
oito dias. As ratas foram submetidas ao protocolo de PH-RP. Vinte minutos antes do inicio do
teste do apetite ao sddio, as ratas receberam injecoes i.c.v. de losartana (100 pg/pl) ou salina e
tiveram acesso ao NaCl 0,3 M e agua por 60 min. A ingestdo de adgua e de NaCl 0,3 M foram

avaliadas por todo esse periodo.

PROTOCOLO PH-RP
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3.11.4. Influéncia da reposicédo de estrogeno sobre o apetite e palatabilidade ao sédio em
ovariectomizadas hipertensas (SHR) e normotensa (HTZ).

Para esse protocolo as ratas (com 4 — 5 meses) foram aleatoriamente distribuidas em
4 grupos:

1) Ratas SHR castradas com reposicéo de estrégeno (E2) (SHR OVX + E2)

2) Ratas SHR castradas + veiculo (SHR OVX + VEI).

3) Ratas HTZ castradas com reposicao de estrégeno (E2) (HTZ OVX + E2)

4) Ratas HTZ castradas + veiculo (HTZ OVX + VEI).

Apo6s um periodo de 10 dias da cirurgia de ovariectomia bilateral as ratas receberam

o implante de canulas em direcdo ao VL e também implante de canulas intra-oral no mesmo ato
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cirargico. A partir de entdo iniciou-se o tratamento com estrogeno [10 ug/rata (=~ 40 ug/kQ)
subcutaneo] (KISLEY; SAKAI; FLUHARTY, 1999; KRAUSE et al., 2003; VILHENA-
FRANCO et al., 2011; ALMEIDA-PEREIRA et al., 2016) ou veiculo pelo periodo minimo de
oito dias.

As ratas foram submetidas ao protocolo de PH-RP. Vinte minutos antes do inicio
do teste do apetite ao sodio, as ratas receberam injecdes i.c.v. de losartana (100 pg/ul) ou salina
e tiveram acesso ao NaCl 0,3 M e agua por 60 min. A ingestdo de dgua e de NaCl 0,3 M foram
avaliadas por todo esse periodo.

O teste de reatividade ao sabor foi realizado imediatamente ap0s o periodo de
reidratagdo parcial (RP). Ao término os animais retornaram para suas gaiolas para entéo realizar
o0 teste de apetite ao sodio, onde tiveram acesso ao NaCl 0,3 M e agua por 30 min. Apos esse
periodo, foi avaliada novamente a reacdo ao sabor ao NaCl 0,3 M conforme descrito
anteriormente. O mesmo procedimento foi repetido apds 60 min de livre acesso bebedouros
graduados contendo ambas as solucBes. Os volumes de &gua e de NaCl 0,3 M ingeridos durante
os periodos de livre acesso a essas solucdes também foram avaliados. Durante o experimento as

ratas ndo tiveram acesso a racao.

PROTOCOLO PH-RP
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3.11.5. Influéncia da reposi¢ao de estrogeno sobre os parametros cardiovasculares em ratas
SHR OVX saciadas e ap6s PH-RP.
Para esse protocolo as ratas (4 e 5 meses de idade) foram distribuidas em 2 grupos:
1) Ratas SHR castradas com reposi¢do de estrogeno (E2) (SHR OVX + E2).
2) Ratas SHR castradas + veiculo (SHR OVX + VEI)




Apds um periodo de 10 dias da cirurgia de ovariectomia bilateral, as ratas receberam
o implante de canulas em direcdo ao VL. A partir de entdo se iniciou reposicdo com estrégeno
[10 ug/rata (= 40 ug/kg) subcutdneo] (KISLEY; SAKAI; FLUHARTY, 1999; KRAUSE et al.,
2003; VILHENA-FRANCO et al., 2011; ALMEIDA-PEREIRA et al., 2016) ou veiculo até o dia
do experimento. Apos periodo de recuperacdo da cirurgia estereotixica por oito dias, as ratas

foram submetidas a outra cirurgia para a canulacdo da artéria femoral. A PAM e a FC foram

registradas em ratas ndo anestesiadas.

Os parametros cardiovasculares foram registrados nas ratas por um periodo basal de

30 min, e apds administracdo de salina, ANG Il ou losartana no VL. Ap6s o término do registro,

0s animais tiveram acesso a agua € NaCl 0,3 M por periodo de 60 minutos.
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CANULACAO DE | Basal |
ARTERIAFEMORAL
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Alguns desses animais foram entdo submetidos ao protocolo de PH-RP, elas foram

entdo submetidas ao protocolo de PH-RP, para verificacdo da PAM e FC nas fases de reidratacao

parcial e apetite ao sodio.

20 min.

10 min.

20 min.

CANULACAODE
ARTERIA FEMORAL

REGISTRO

BASAL

REGISTRO
BASAL

REGISTRO
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4. RESULTADOS

4.1. Anédlise histoldgica

As injegdes i.c.v. foram confirmadas em cortes histologicos do encéfalo mostrando o
trajeto da canula em direcdo ao espago ventricular (VL), bem como pelo espalhamento de

corante neste espaco, (Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografias de cortes transversais de encéfalos de animais representativos dos
grupos testados mostrando o sitio de injecdo no VL (indicado pela seta) em A) animais
Holtzman e B) animais espontaneamente hipertensos (SHR).
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4.2. Influéncia dos hormonios ovarianos sobre o apetite e palatabilidade ao s6dio em

ratas normotensas (HTZ) e espontaneamente hipertensas (SHR).

As fémeas ovariectomizadas (OVX) apresentaram um valor menor de indice uterino
em relacdo as fémeas com ovariectomia ficticia, confirmando assim a eficiéncia da ovariectomia
[F(1,37) = 26,11; p < 0,001] (Tabela 1).

Em relacdo a ingestdo diaria de NaCl 0,3 M, as ratas SHR ficticia apresentaram uma
maior ingestdo de NaCl 0,3 M em comparagdo ao grupo HTZ ficticia. Os resultados mostram
também que as ratas HTZ OV X apresentaram maior ingestdo de NaCl 0,3 M do que as ratas
HTZ ficticia. Ratas SHR OV X apresentaram maior ingestdo diaria de NaCl 0,3 M apenas em
alguns dias do periodo analisado (4, 5, 6, 10 e 15) quando comparadas com SHR ficticia,
[F(3,450) = 112,124; p < 0,001], (Figura 2A). Com relacdo a ingestdo diéria de agua, foram
observadas diferengas entre os tratamentos, conforme indicado na Figura 1B. As ratas SHR
OVX e HTZ OVX apresentaram maior ingestdo diaria de agua quando comparado com seus
respectivos grupos de ovariectomia ficticia, [F(3,450) = 38,787; p < 0,001] (Figura 2B).

No periodo de reidratacdo parcial apos protocolo de PH-RP a ingestdo de agua foi
semelhante entre os grupos (SHR — OVX: 3,3 + 0,3, vs. SHR - ficticia: 2,6 £ 0,5; HTZ - OV X:
3,5+0,4, vs. HTZ - ficticia: 3,4 £ 0,7 ml/100 g/h), [F(3,37) = 0,512; p > 0,05].

Ja no teste do apetite ao sodio, a ovariectomia aumentou a ingestdo de NaCl 0,3 M
induzida por PH-RP tanto em ratas normotensas (HTZ — OVX: 2,3 + 0,3, vs. HTZ — ficticia: 1,0
+ 0,2 ml/100 g/h) como hipertensas (SHR — OVX: 4,4 + 0,6, vs. SHR — ficticia: 2,3 £ 0,4 ml/100
g/h). [F(1,37) = 16,82; p < 0,001]. Em relacdo a ingestdo de agua, ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos, [F(1,37) = 0,902; p > 0,05] (Figura 3).

No teste de reatividade ao sabor (TRS), a ovariectomia aumentou a frequéncia de
respostas heddnicas a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M tanto SHR OVX como HTZ OVX,
[F(3,110) = 34,6; p < 0,001]. A frequéncia de respostas aversivas nao foi alterada pela
ovariectomia, [F(3,110) = 23,86; p < 0,001] (Figura 4). No TRS, realizado imediatamente antes
do acesso ao NaCl 0,3 M (0 min), verificou-se que houve um aumento significativo no numero
de respostas hedonicas para 0s grupos de ratas castradas quando comparados aos grupos com
ovariectomia ficticia. Esse mesmo padrdo de respostas hedénicas repetiu-se nos tempos 30 e 60
min. Com relacdo ao nimero de reacOes aversivas, a ovariectomia ndo promoveu alteracGes

significativas entre os grupos, nos trés periodos de tempo avaliados (0, 30 e 60 min.). Além
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disso, esses resultados mostram que as ratas hipertensas apresentaram um menor nimero de

rea(;()es aversivas quando comparado com ratas normotensas.
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Tabela 1. indice uterino, em mg/100g p. c., de ratas hipertensas (SHR) e normotensas (HTZ)
ovariectomizadas (OVX) ou ovariectomia ficticia (ficticia).

PESO PESO UTERO INDICE UTERINO
RATAS
9 (mg) (mg/100g p. c.)
SHR - OVX 1837 + 4,5 289.8 + 29,7 158.7 + 16,3"
(n=11)
iy ot 1721245 409,3 + 26,7 236,8 + 12
M emessn 501,8 + 115,6 182,6 + 42,9°
My T 28322211 850,5 % 40,8 3252+ 18,6

Resultados sdo expressos como média + EPM; * diferente de SHR - Ficticia

; N = ndmero de animais por grupo #
diferente de HTZ — Ficticia.
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Figura 2. Ingestdo diaria de A) NaCl 0,3 M (ml/24h) e B) de agua (ml/24h) em ratas
normotensas (HTZ) e hipertensas (SHR), submetidas a ovariectomia (OVX) ou ovariectomia
ficticia. Valores sdo representados como média £ EPM; N = nimero de animais por grupo.
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1 HTZ - Ficticia (n=12)
EEE HTZ - OVX (n=7)
F—~—A SHR - Ficticia (n= 11)
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(ml/60 min/100 g p.c.)

Ingestdao de agua
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Figura 3. Ingestdo de A) NaCl 0,3 M e B) agua durante a fase do apetite ao sodio induzido por
privacdo hidrica e reidratacdo parcial, em ratas normotensas (HTZ) e hipertensas (SHR),
submetidas a ovariectomia (OVX) ou ovariectomia ficticia. Valores sdo representados como
média = EPM; N = nimero de animais por grupo.
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Figura 4. A) Respostas hedonicas e B) Respostas aversivas ao teste de reatividade ao sabor ao
NaCl 0,3 M durante a fase do apetite ao sodio induzido por privacdo hidrica e reidratacdo
parcial, em ratas normotensas (HTZ) e hipertensas (SHR), submetidas a ovariectomia (OVX) ou
ovariectomia ficticia. Valores sdo representados como média £ EPM; N = nimero de animais
por grupo.
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4.3. Influéncia da suplementacdo com estrdgeno sobre o apetite e palatabilidade ao sédio

em ratas SHR intactas (8 e 9 meses de idade).

Os animais que receberam suplementacdo de estradiol (cipionato de estradiol)
apresentaram um aumento significativo no valor do indice uterino quando comparado com
animais que receberam veiculo, (t = 3,3, GL = 17; P < 0,05) (Tabela 2).

Foi observado diferenca entre os tratamentos na ingestdo diaria de NaCl 0,3 M
[F(1,100) = 4,964; p < 0,05], contudo o pos teste ndo apontou o tempo dessa diferenca. Com
relacdo a ingestdo diaria de agua foi apresentado diferenca apenas no oitavo dia de analise
[F(1,100) = 21,762; p < 0,001] (Figura 5).

O tratamento com estradiol ndo promoveu uma alteracdo significativa entre o0s
grupos com relacdo a ingestdo de dgua no periodo de reidratacao parcial, apos protocolo de PH-
RP (SHR + E2: 3,2 £ 0,3, vs. SHR + VEI: 3,6 + 0,5 ml/100 g/h) (t = 0,657, gl = 17; P = 0,520).

O estrogeno diminuiu a ingestdo NaCl 0,3 M induzida por PH-RP no teste do apetite
ao sodio (1,9 = 0,4 vs. veiculo: 3,3 £ 0,4 ml / 60 min / 100 g). ANOVA apontou diferenca
apenas entre os tempos [F(1,34) = 7,413; p < 0,05], sem diferenca entre os tratamentos [F(1,34)
= 1,457; p > 0,05] ou interagdo entre tempos e tratamento [F(1,34) = 3,809; p > 0,05]. Em
relacdo a ingestdo de &gua, induzida pelo protocolo de PH-RP, ndo foram observadas diferencas
entre os tratamentos (1,4 + 0,3 vs. veiculo: 0,8 £ 0,3 ml / 60 min / 100 g), tratamento: [F(1,34) =
2,459; p > 0,05] (Figura 6).

Antes do acesso ao sédio, no tempo O min, o estrogeno diminuiu 0 ndmero de
respostas hedoénicas frente ao NaCl 0,3 M intra-oral (162 + 22, vs. veiculo: 243 £+ 15 / min)
[F(1,45) = 7,076; p < 0,05] e aumentou as respostas aversivas (17 + 3, vs. veiculo: 4 + 2 / min)
[F(1,45) = 8,931; p < 0,05]. Contudo, para os tempos 30 e 60 min, ndo foram observadas
diferencas significativas entre 0s grupos, tanto para as respostas hedonicas (148 + 34, vs.

veiculo: 195 + 32 /60 min), quanto aversivas (7 + 3, vs. veiculo: 3 + 2 /60 min), (Figura 7).
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Tabela 2. indice uterino, em mg/100g p. c., ratas hipertensas (SHR), com 8 e 9 meses de idade,
intactas, com suplementacéo de estrogeno (E2) ou veiculo (VEI).

PESO PESO UTERO INDICE UTERINO
RATAS
(@) (mg) (mg/100g p. c.)
SHR + E2 1645+ 27 984,7 + 98.2 599.3 + 60.2*
(n=12)
SH(E:;)V El 163+38 507,7 + 65,1 3158 + 45,9

Resultados sdo expressos como média + EPM; n = nimero de animais por grupo * diferente de SHR + VEI.
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Figura 5. A) Ingestdo diéria de NaCl 0,3 M (ml/24 h) e B) ingestdo diaria de agua (ml/24 h) em
ratas hipertensas com 12 meses de idade (SHR) submetidas a suplementacdo de estradiol (E2) ou
veiculo (VEI). Valores sdo representados como média + EPM; N = numero de animais por

grupo.
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Figura 6. A) Ingestdo de NaCl 0,3 M e B) Ingestdo de agua durante a fase do apetite ao sodio
induzido por privacdo hidrica e reidratacdo parcial, em ratas hipertensas com 12 meses de idade

(SHR), submetidas a suplementacdo de estradiol (E2) ou wveiculo (VEI). Valores séo
representados como média + EPM; N = nUmero de animais por grupo.
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Figura 7. A) Respostas heddnicas e B) Respostas aversivas ao teste de reatividade ao sabor ao
NaCl 0,3 M durante a fase do apetite ao sddio induzido por privacédo hidrica e reidratacdo parcial
ratas hipertensas com 8 e 9 meses de idade (SHR) submetidas a suplementacao de estradiol (E2)
ou veiculo (VEI). Valores sdo representados como média £ EPM; N = ndmero de animais por

grupo.
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4.4. Influéncia da reposicdo de estrogeno sobre o apetite ao s6dio em ratas

espontaneamente hipertensas (4 — 5 meses de idade).

As fémeas SHR ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX + E2) apresentaram
um valor maior de indice uterino em relacéo as fémeas ovariectomizadas tratadas com veiculo
(OVX + VEI), confirmando assim a eficiéncia do tratamento com estrégeno, t = -4,249, GL 8, (P
< 0,05) (Tabela 3).

Foi observada diferenca significativa na ingestdo diaria de dgua, contudo o pds teste
ndo apontou o tempo dessa diferenca [F(1,63) = 6,003; p < 0,05]. Com relacdo a ingestao diaria
de NaCl 0,3 M foi observada diferenca apenas no quarto e sexto dia de analise [F(1,63) =
10,916; p < 0,05] (Figura 8).

O grupo de ratas que recebeu a reposicdo de estrdgeno apresentou uma menor
ingestdo de agua no periodo de reidratagdo parcial ap6s protocolo privacdo hidrica por 24 h em
relacdo ao grupo de ratas ovariectomizadas (OVX + VEI), (SHR OVX + VEI: 55 £ 0,2, vs.
SHR OVX + E2: 4,4 £ 0,7 ml/100 g/h), (t = 2,645, GL 7, P < 0,05).

No teste do apetite ao sddio, a reposicdo de estrogeno diminuiu a ingestdo de NaCl
0,3 M induzida por PH-RP em ratas hipertensas (SHR OVX + VEI: 4,2 + 1,0, vs. SHR OVX +
E2: 2,6 £ 0,4 ml/100 g/h). A administracdo i.c.v. do antagonista de receptores AT1, losartana,
diminuiu a ingestdo de NaCl 0,3 M no teste de apetite ao sodio induzido por PH-RP tanto em
ratas ovariectomizadas quanto em ratas com reposicdo de estrogeno (SHR OVX + VEI salina:
42 +15, vs. SHR OVX + VEI losartana: 0,5 + 0,1; SHR OVX + E2 salina: 2,7 £ 0,4, vs. SHR
OVX + E2 losartana: 0,9 + 0,5 ml/100 g/h), [F(3,42) = 14,810; p < 0,001].

Em relagdo a ingestdo de agua, ANOVA resultou em diferenca entre o tratamento
com losartana e salina no grupo SHR OV X + VEI, porém o pds-teste ndo indicou o tempo dessa
diferenca, [F(3,42) = 5.692; p < 0,002] (Figura 9).
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Tabela 3. Indice uterino, em mg/100g p. c., de ratas hipertensas (SHR) ovariectomizadas
tratadas com estradiol (OVX+E2) ou veiculo (OVX+VEI).

PESO PESO UTERO INDICE UTERINO
RATAS
(9) (mg) (mg/100g p. c.)
ROV TS ate274 7347+ 96,5 451,3 + 80,5%
SR oIy VE 10428 185,1 + 32,8 97,8 £ 20,7

Resultados sdo expressos como média = EPM; n = nimero de animais por grupo * diferente de SHR OV X + VEI.
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Figura 8. Ingestdo diaria de A) NaCl 0,3 M (ml/24h) e B) de agua (ml/24h) em ratas hipertensas
(SHR) ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX + E2) ou veiculo (OVX + VEI). Valores
sdo representados como média £ EPM; N = nimero de animais por grupo.
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Figura 9. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) de agua durante a fase do apetite ao sodio
induzido por privagdo hidrica e reidratacdo parcial, em ratas hipertensas (SHR),
ovariectomizadas tratadas com estrégeno (OVX + E2) ou veiculo (OVX + VEI), com injecdes
i.c.v. de losartana ou salina. Valores sdo representados como média + EPM; N = nimero de
animais por grupo.
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4.5. Influéncia da reposic¢éo de estrogeno sobre o apetite e palatabilidade ao sddio em ratas

espontaneamente hipertensas € normotensas.

As fémeas SHR e HTZ ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX + E2)
apresentaram um valor maior de indice uterino em relagdo as fémeas ovariectomizadas tratadas
com veiculo (OVX + VEI), confirmando assim a eficiéncia do tratamento com estrogeno,
[F(1,25) = 31,863; p < 0,001] (Tabela 4).

Na tabela 5 sdo apresentados os resultados dos niveis plasméticos de estradiol
(pg/ml) e os valores de indice uterino em ratas hipertensas e normotensas, ovariectomizadas
tratadas com estradiol (OVX+E2) ou veiculo (OVX+VEIl). As fémeas SHR e HTZ
ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX + E2) apresentaram um valor maior de indice
uterino [F(1,10) = 27,913; p < 0,001] e também nos niveis plasmaticos de beta-estradiol (pg/ml)
[F(1,10) = 76,355; p < 0,001] em relacdo as fémeas ovariectomizadas tratadas com veiculo
(OVX + VEI).

A ingestdo diaria de agua e NaCl 0,3 M foi avaliada por 8 dias, a partir do inicio do
tratamento com E2 ou veiculo. Na figura 10, estdo representados os valores de ingestdo diaria de
agua e NaCl 0,3 M, corrigidos pelo peso corporal, do quarto ao sétimo dia do periodo de
reposicdo com estradiol ou veiculo em ratas hipertensas e normotensas. Nao houve diferenca
significativa na ingestdo diaria de agua entre as ratas de mesma linhagem, contudo, as ratas
hipertensas tratadas com estradiol apresentaram uma maior ingestdo de agua, no sexto dia de
anélise, quando comprado com ratas normotensas tratadas com estradiol [F(3,100) = 5,292; p <
0,05], (Figura 10B). Com relacao a ingestao diéria de NaCl 0,3 M (Figura 10A), também néo foi
observada diferenca entre as ratas de mesma linhagem. Entretanto, as ratas SHR
ovariectomizadas tratadas com veiculo apresentaram uma maior ingestdo diaria de NaCl 0,3 M
no quarto dia de analise, quando comparada com ratas normotensas tratadas com estradiol. No
sexto dia de andlise, as ratas SHR OVX apresentaram uma maior ingestdo de NaCl 0,3 M
quando comparado com ratas de linhagem HTZ OVX, sejam elas tratadas com estradiol ou
veiculo [F(3,100) = 7,654; p < 0,001] (Figura 10).

As ratas SHR OVX e HTZ OVX, tratadas com estradiol ou veiculo, nédo
apresentaram diferenca significativa na ingestdo de &gua no periodo de reidratacdo parcial apos o
protocolo privacdo hidrica por 24 h (HTZ OVX+VEI: 5,3+ 0,5, vs. HTZ OVX+E2: 4,2 + 0,6;
SHR OVX+VELI: 4,6+ 0,4, vs. SHR OVX+E2: 3,5 + 0,3 ml/100 g/h) [F(3,25) = 2,219; p > 0,05].
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A reposicao de estrogeno diminuiu a ingestdo de NaCl 0,3 M em ratas SHR, no teste
de apetite ao sodio, induzido por PH-RP (SHR OVX+VEI salina: 3,5 = 0,7; vs. SHR OVX+E2
salina: 1,1 £ 0,3 ml/100 g/h). A administracdo i.c.v. do antagonista de receptores AT1, losartana,
diminuiu a ingestdo de NaCl 0,3 M no teste de apetite ao sédio induzido por PH-RP em ratas
ovariectomizadas tratadas com veiculo (SHR OVX+VEI salina: 3,5 + 0,7; vs. SHR OVX+VEI
losartana: 0,3 £ 0,2, ml/100 g/h), ndo apresentando diferenca significativa nos animais tratados
com estradiol (SHR OVX+E2 salina: 1,1 £ 0,3, vs. SHR OVX+EZ2 losartana: 0,1 £ 0,01 ml/100
g/h), [F(3,48) = 18,879; p < 0,001] (Figura 11A). Em relacdo a ingestdo de agua, houve reducao
ap6s o tratamento com losartana i.c.v. nos grupo tratados com estradiol (SHR OVX+E2
losartana: 0,1 + 0,02 ml/100 g/h) e com veiculo (SHR OVX+VEI + losartana: 0,2 £ 0,09 mi/100
g/h), quando comparados aos animais que receberam salina i.c.v. (SHR OVX+E2 salina: 1,1 +
0,4 e SHR OVX+VElI salina: 0,9 £ 0,4 ml/100 g/h), [F(3,48) = 4,374; p < 0,05] (Figura 11B).

Ja em fémeas HTZ OVX, ndo foi observada diferenca significativa na ingestdo de
NaCl 0,3 M induzida por PH-RP em ratas normotensas tratadas com estradiol ou veiculo (HTZ
OVX+VElI salina: 1,2 £ 0,4, vs. HTZ OVX+E2 salina: 0,7 = 0,3 ml/100 g/h). Entretanto, apds
administracdo i.c.v. de losartana, ocorreu uma diminui¢do na ingestdo de NaCl 0,3 M em ratas
ovariectomizadas tratadas com veiculo (HTZ OVX+VEI losartana: 0,1 + 0,04 vs. HTZ
OVX+VElI salina: 1,2 = 0,4 ml/100 g/h), ndo apresentando diferenca entre os animais tratados
com estradiol (HTZ OVX + E2 losartana: 0,1 + 0,04 vs. HTZ OVX + E2 salina: 0,7 + 0,3
ml/100 g/h), [F(3,52) = 6,166; p < 0,001] (Figura 12A). Em relacdo a ingestdo de agua, 0s
resultados mostram que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos de ratas normotensas,
sejam elas tratadas com estradiol ou veiculo (HTZ OVX+VEI salina: 1,4 £ 0,4, vs. HTZ
OVX+E2 salina: 0,8 £ 0,3 ml/100 g/h). Contudo, ap0s injecdes i.c.v. de losartana foi observada
uma inibicdo da ingestdo de agua, quando comparado com inje¢des i.c.v. de salina em ambos 0s
grupos de ratas normotensas (HTZ OVX+VEI salina: 1,4 + 0,4, vs. HTZ OVX+VEI losartana:
0,04 £ 0,01; HTZ OVX+EZ2 salina: 0,8 £ 0,3, vs. HTZ OVX + E2 losartana: 0,07 + 0,04 ml/100
g/h) [F(3,52) = 9,348; p < 0,001] (Figura 12B).

Em relacdo ao teste de reatividade ao sabor em animais SHR, antes do acesso ao
sodio (0 min) foi observado que a reposicdo de estrogeno diminuiu a frequéncia de respostas
hedobnicas a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M em ratas hipertensas castradas (SHR OVX+E2
salina: 60 £ 16/min), quando comparado com ratas controle (SHR OVX+VEI salina: 177 +
48/min), sem alteracdo no numero de respostas aversivas (SHR OVX+E2 salina: 43 £ 5; vs.
SHR OVX+VElI salina: 20 + 5/min). Ainda no periodo prévio ao acesso ao NaCl 0,3 M (tempo 0
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min), a administracdo i.c.v. de losartana promoveu uma diminuicdo no numero de respostas
hedbnicas quando comparado com injecBes i.c.v. de salina em ratas SHR OVX+VEI (SHR
OVX+VEl salina: 177 *+ 48; vs. SHR OVX+VEI losartana: 63 = 10/min), [F(3,66) = 11,541; p <
0,001]. Nesse periodo a administragdo de losartan ndo alterou a frequéncia de respostas
aversivas (SHR OVX+VEI salina: 20 £ 5; vs. SHR OVX+VEI losartana: 50 + 9/min), (Figura
13).

Na figura 13 também se observa que aos 30 e 60 minutos a losartana nao alterou a
frequéncia de respostas heddnicas, contudo aumentou o nimero de respostas aversivas aos 30
min, [F(3,66) = 6,782; p < 0,001]. Ao final dos 60 minutos, novamente foi visto que a reposi¢ao
com estradiol diminuiu o nimero de respostas heddnicas em ratas hipertensas ovariectomizadas,
quando comparadas com ratas tratadas com veiculo, (Figura 13).

Na tabela 6 foi apresentado a comparagdo do numero de reagdes hedonicas e
aversivas de ratas SHR em resposta a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M durante condi¢fes basais
(normoidratacdo) e apds protocolo de PH-RP. O tratamento com estrégeno ndo alterou a
frequéncia de respostas hedobnicas durante a condi¢do basal, e sim apenas ap6s a PH-RP.
ANOVA mostrou diferenca significativa entre tratamentos para as respostas hedonicas [F(1,45)
= 8,809; p < 0,05]. Em relacdo ao numero de respostas aversivas, ANOVA mostrou diferenca
entre tratamentos [F(1,45) = 4,650; p < 0,05], contudo o pos-teste ndo apontou em qual

condigéo.
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Tabela 4: indice uterino, em mg/100g p. c., ratas hipertensas (SHR) e normotensas (HTZ)
ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX+E2) ou veiculo (OVX+VEI).

RATAS PESO (g) PESO UTERO (mg) Indice Uterino (mg/100g p.

c.)
SHR C()r?/:é;’ VEl  1g75+51 1954 + 19 105,9 + 13,2
SHR(S:\g(*EZ 166,3+ 6 950,4 + 159,9 567,6 + 91*
HTZ C()r?g)* VBl oo5+68 200,6 + 22,1 71172
HTZ(nO:\%(*EZ 265,1 + 12,2 1545,7 + 442,2 560,1 + 137,1*

Resultados sdo expressos como média £ EPM; n = nimero de animais por grupo * diferente de SHR OVX + VEL.
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Tabela 5. Niveis plasmaticos de estradiol (pg/ml) e valores de indice uterino, em mg/100g p. c.,
de ratas hipertensas (SHR) e normotensas (HTZ) ovariectomizadas tratadas com estradiol
(OVX+E2) ou veiculo (OVX+VEI).

, - ESTRADIOL
SATAS PI(ES)O PEscz ;IJ'I)'ERO INI(Z)nI] C/EO%TERCI)NO Byl
g g g/100g p. c. (/)
SHR
OVX+VEl  1813%6.6 176+ 4.8 975463 <118
(n=3)
SHR(SZ\Q)(*EZ 1662 + 105 918 + 209 545 + 116.1* 171.2 + 24,1%
HTZ
OVX+VEI 28579 2675+ 546 94,2 + 20,4 <118
(n=4)
HTZ(S:\Q;“EZ 265+126 11792+ 232.9 430,3 + 6554 128.3 + 16,14

Resultados sdo expressos como média + EPM; * diferente de SHR OVX+VEI, # diferente de HTZ OVX+VEI; n =
nimero de animais por grupo.
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Figura 10. Ingestdo diaria de A) NaCl 0,3 M (ml/24 h) e B) agua (ml/24 h) em ratas hipertensas
(SHR) e normotensas (HTZ) ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX + E2) ou veiculo
(OVX + VEI). Valores sdo representados como média £ EPM; N = namero de animais por

grupo.
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—4)- SHR OVX + VEI salina (n=6)
—/- SHR OVX + E2 salina (n=8)
—l- SHR OVX + VEI losartana (n=6)
~>- SHR OVX + E2 losartana (n=8)

* Diferente de SHR OVX+VEI salina

# Diferente de SHR OVX + E2 salina

Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M
(m1/100 g pc)

Tempo (min)

Ingestdo cumulativa de agua
(m1/100 g pc)

Tempo (min)

Figura 11. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) de &gua durante a fase do apetite ao
sodio induzido por privacdo hidrica e reidratacdo parcial, em ratas hipertensas (SHR),
ovariectomizadas tratadas com estrégeno (OVX + E2) ou veiculo (OVX + VEI), com injecdes
i.c.v. de losartana ou salina. Valores sdo representados como média + EPM; N = nimero de
animais por grupo.
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—@)- HTZ OVX + VEI salina (n=8)
-~/ HTZ OVX + E2 salina (n=7)
—}- HTZ OVX + VEI losartana (n=8)
>~ HTZ OVX + E2 losartana (n=7)

* Diferente de HTZ OV X+VEI salina

# Diferente de HTZ OVX + E2 salina

1,5 1

Ingestdao cumulativa de NaCl 0,3 M
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Tempo (min)

1,5 1
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Figura 12. Ingestdo cumulativa de A) NaCl 0,3 M e B) de &gua durante a fase do apetite ao
sodio induzido por privacdo hidrica e reidratacdo parcial, em ratas normotensas (HTZ),
ovariectomizadas tratadas com estrégeno (OVX+E2) ou veiculo (OVX+VEI), com injecdes
i.c.v. de losartana ou salina. Valores sdo representados como média £ EPM; N = nimero de
animais por grupo.
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1 SHR OVX + VEI salina (n= 6)
SHR OVX + VEl losartana (n= 6)
[/ SHR OVX + E2 salina (n= 8)
SHR OVX + E2 losartana (n=8)
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Figura 13. A) Respostas heddnicas e B) Respostas aversivas ao teste de reatividade ao sabor ao NaCl
0,3 M durante a fase do apetite ao sddio induzido por privacao hidrica e reidratacdo parcial, em ratas
hipertensas (SHR), ovariectomizadas tratadas com estrégeno (OVX + E2) ou veiculo (OVX + VEI), com
injecdes i.c.v. de losartana ou salina. Valores sdo representados como média + EPM; N = numero de
animais por grupo.
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Tabela 6. Comparacdo do numero de reacfes heddnicas e aversivas em resposta a infusdo intra-
oral de NaCl 0,3 M em ratas hipertensas (SHR) ovariectomizadas tratadas com estradiol
(OVX+E2) ou veiculo (OVX+VEI), em condi¢des basais (normoidratadas), apés periodo de
reidratacdo parcial (RP), e 30 e 60 min durante a fase de apetite ao sédio.

NUMERO DE RESPOSTAS HEDONICAS

Tratamentos Basal RP Apetite ao sodio 30’ Apetite ao sodio 60’
112 + 38,2 _ 150,3 + 47,9 166,3 + 45,5
SHR OVX+VEI (n=7) 177,5 £ 48,2 (n=6) (n=6) (n=6)
92,4+ 374 .l 81,8 +£24,6 65,6 +31,1*
SHR OVX+E2 (n=7) 60,2 £ 16,6* (n=8) (n=8) (n=8)

NUMERO DE RESPOSTAS AVERSIVAS

Tratamentos Basal RP Apetite ao sédio 30’ Apetite ao sédio 60’
SHR OVX 30,8+9,2 20,6 54 18+6,1 14,1+ 8,8
SHR OVX E2 40,4 +£12.2 43,757 26,8+7,3 23,6 8,5

Resultados sdo expressos como média + EPM; n = nimero de animais por grupo; ™ diferente de SHR
OVX+VEL.
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4.6. Influéncia da reposicéo de estrogeno sobre os parametros cardiovasculares em ratas

espontaneamente hipertensas (SHR) saciadas e ap6s PH-RP.

A figura 14 mostra a variacdo de PAM e FC em ratas SHR OVX saciadas com
reposicdo de estrogeno ou veiculo, apds administracdo i.c.v de salina, ANG Il e losartana. O
efeito pressor da angiotensina Il foi menor em ratas com reposi¢éo de estrogeno (APAM: SHR
OVX + E2: 20 £ 6 vs. SHR OVX + VELI: 36 + 3 mmHg). Administracdo de losartana no VL em
ratas saciadas nao promoveu alteracdo significativa na PAM e FC basais em ambos grupos de
ratas, mas reverteu o efeito pressor da ANG Il (Figura 14A). ANOVA mostrou interacdo entre o
tratamento sistémico e central [F(3,40) = 6,4; p < 0,001]. Em rela¢do a variacdo de FC, nédo
foram observadas diferencas significativas [F(3,40) = 0,32; p > 0,05] (Figura 14B). As fémeas
ovarictomizadas (OVX + VEI) apresentaram um valor menor de indice uterino em relacdo as
fémeas com reposicdo de estrégeno (OVX + E2), confirmando assim a eficiéncia da
ovariectomia (t = -4,543, GL 10 (P < 0,05) (Tabela 7).

Apds periodo de 24 h de privacdo hidrica e reidratacdo parcial ndo foram observadas
diferencas significativas na PAM [F(1,30) = 0,0702; p > 0,05] e FC ([F(1,30) = 0,0178; p >
0,05] de ambos os grupos em relacdo a condicdo controle (Figura 15). A eficiéncia do tratamento
com estrogeno nessas ratas foi confirmado a partir do indice uterino, no qual as ratas
apresentaram um valor maior quando comprado com fémeas ovariectomizadas (OVX + VEI) (t
=-4,112 , GL 10; P < 0,05) (Tabela 8).
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Figura 14. Variacdo de A) PAM e B) FC em ratas saciadas hipertensas (SHR) ovariectomizadas
tratadas com estrogeno (OVX + E2) ou veiculo (OVX + VEI). Valores sdo representados como
média £ EPM N = nimero de animais por grupo.
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Tabela 7. Indice uterino, em mg/100g p. c., de ratas hipertensas (SHR) ovariectomizadas
tratadas com estradiol (OVX+E2) ou veiculo (OVX+VEI), grupo saciado.

PESO PESO UTERO INDICE UTERINO
RATAS
@) (mg) (mg/100g p. c.)
SHR 8\:@; *E2 0 1702467 682,9 + 66,4 407,2 +50,8*
R ey VL 1642258 226,7 + 41,3 143,6 £ 332

Resultados sdo expressos como média + EPM; * diferente de SHR OV X + VEI.
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Figura 15. A) PAM e B) FC em ratas hipertensas (SHR) ovariectomizadas tratadas com
estrogeno (OVX + E2) ou veiculo (OVX + VEI), antes e ap6s PH-RP. Valores sdo representados
como média + EPM; N = nimero de animais por grupo.
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Tabela 8. Indice uterino, em mg/100g p. c., de ratas hipertensas (SHR) ovariectomizadas
tratadas com estradiol (OVX+E2) ou veiculo (OVX+VEI), grupo submetido a PH-RP.

PESO PESO UTERO INDICE UTERINO
RATAS
(9) (mg) (mg/100g p. c.)
SHR (Cr)‘\:/é; *E2 169+58 654,3 + 61,4 391,9 + 44,6%
Sl 8\% *VEL 16a6166 23324486 148,3+38,9

Resultados sdo expressos como média = EPM; n = nimero de animais por grupo * diferente de SHR OVX + VEL.
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5. DISCUSSAO

Os presentes resultados mostram que a auséncia dos hormdnios ovarianos aumentou
a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por privagdo hidrica com reidratacdo parcial (PH-RP) no
teste do apetite ao sddio em ratas HTZ e SHR, em comparacdo aos respectivos controles com
cirurgia ficticia. No teste de reatividade ao sabor, houve aumento da frequéncia de respostas
hedbénicas a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M tanto em normotensas como hipertensas castradas,
enguanto que a frequéncia de respostas aversivas nao foi alterada pela ovariectomia. A
suplementacdo com alta dose de estrégeno em ratas SHR intactas diminuiu a frequéncia de
respostas heddnicas e aumentou frequéncia de respostas aversivas a infusdo intra-oral de NaCl
0,3 M, ap6s o periodo de reidratacdo parcial, antes do acesso ao sodio. A suplementacdo de
estrégeno também diminuiu a ingestdo de NaCl 0,3 M sem alteracdo na frequéncia de respostas
heddnicas ou aversivas a 10-NaCl apds a ingestdo de sodio em fémeas SHR. A reposicdo diaria
de estrogeno (10 pg/rata) diminuiu a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por PH-RP, sem
alteracdes dos parametros cardiovasculares basais em SHR. A reposicdo diaria de estrégeno (10
pg/rata) também reduziu o numero de respostas hedoénicas, sem alterar significativamente a
frequéncia de reacOes aversivas, a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M apds o periodo de
reidratagdo parcial antes do inicio do teste do apetite ao sodio.

Estudos anteriores de nosso laboratério (FARIA et al., 2014) verificaram que ratos
hipertensos (SHR) apresentam um aumento na palatabilidade a infuséo intra-oral de NaCl 0,3 M
quando comparado aos animais normotensos HTZ, de forma independente as condicdes do
balanco hidromineral nos SHR. Esses resultados obtidos em machos sugerem que o aumento das
propriedades hedonicas, de uma solugdo de NaCl normalmente aversiva, contribui para a maior
ingestdo de sodio pelos SHR. Semelhantemente, os presentes resultados mostram que as ratas
hipertensas (SHR) com ovariectomia ficticia também apresentam um aumento na palatabilidade
ao NaCl 0,3 M durante a fase do apetite ao sédio induzido por PH-RP, em comparacao as ratas
normotensas de mesmo tratamento. Além disso, quando se compara 0 numero de respostas
hedbnicas e aversivas em ratas SHR ovariectomizadas em condic¢des basais (saciadas) ou na fase
do apetite ao sodio, ndo foram observadas diferencas na palatabilidade ao NaCl 0,3 M,
independentemente do tratamento com estradiol ou veiculo. Em conjunto esses dados sugerem
gue animais SHR apresentam uma elevada palatabilidade ao NaCl 0,3 M de forma independente
as condicOes do balanco hidromineral.
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Neste estudo verificamos que a auséncia dos hormoénios ovarianos aumentou o
apetite ao sodio induzido pela privacdo hidrica e reidratacdo parcial, em ambos os grupos,
normotensos e hipertensos. O tratamento de reposicdo de estrogeno em ratas SHR OVX
diminuiu a ingestdo de sodio induzida por PH-RP em compara¢do ao grupo SHR OVX tratado
com veiculo, sem alteragdes da ingestdo de agua. Esses resultados mostram um efeito inibitorio
do estrégeno sobre o apetite ao sddio em fémeas SHR, corroborando os estudos anteriores sobre
a importancia deste horménio sobre o equilibrio hidroeletrolitico. Em estudo de Antunes-
Rodrigues & Covian da década de 1960 foi descrito que durante o periodo estral, que é a fase do
ciclo reprodutivo onde h&a maior concentracdo plasmatica de estrégeno, os animais apresentavam
diminuigdo da ingestdo de sodio, por outro lado, durante o diestro, quando ha baixos niveis de
estrégeno plasmatico, os animais aumentavam a ingestdo de sodio [Antunes-Rodrigues &
Covian, 1960 apud (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2014)]. Estudos mais recentes mostraram
que a terapia com estrégeno também diminuiu a ingestdo de agua e aboliu a ingestdo de sal
induzida por injecdes i.c.v. de ANG Il em ratas normotensas ovariectomizadas (OVX) (DO-
VALE et al., 1995; MECAWI et al., 2007). Além disso, foi mostrado em ratas normotensas que
0 tratamento com estradiol também diminuiu a ingestdo de agua apés periodo de 24 h de
privacdo hidrica (MECAWI et al., 2007; MECAWI et al., 2008).

Vaérios estudos mostram que a diferenca de sexo do animal afeta diretamente as
preferencias de sabores e comportamentos de ingestdo (VALENSTEIN; KAKOLEWSKI; COX,
1967; ZUCKER, 1969; WADE; ZUCKER, 1970; FLYNN; SCHULKIN; HAVENS, 1993;
CLARKE; OSSENKOPP, 1998). Mais especificamente, as fémeas apresentam maior
preferencia as solugbes de sacarina e aclcar do que os machos (VALENSTEIN;
KAKOLEWSKI; COX, 1967). Fémeas da linhagem Long-Evans testadas durante a fase de
diestro ou proestro apresentaram maior nimero de respostas ingestivas a infusdo intra-oral de
sacarose (0,3 M) do que os machos, e menor nimero de respostas aversivas a infusdo intra-oral
de mistura de sacarose/quinina (sacarose 0.3 M e quinina 0.0003 M) do que ambos machos e
fémeas testadas durante estro ou metaestro (CLARKE; OSSENKOPP, 1998). Esta correlacdo
entre mudancas no teste de reatividade ao sabor e diferentes fases do ciclo estral/niveis
hormonais sugerem um impacto dos horménios ovarianos na modulacdo da palatabilidade ao
sabor. Em relacdo ao sabor salgado, resultados de Flynn e cols (1993) mostraram que, em
condi¢Bes hidratadas, fémeas Sprague-Dawley (intactas) apresentaram um numero maior de
respostas hedonicas ao NaCl 0,15 M e 0,3 M quando comparado com machos de mesma

linhagem, mostrando uma maior preferéncia. Contudo, a infusdo intraoral de NaCl 1,0 M
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elicitou um numero maior de respostas aversivas quando comparado aos machos, (FLYNN;
SCHULKIN; HAVENS, 1993).

Em relacdo ao teste de reatividade ao sabor a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M
durante a fase do apetite ao sodio, verificamos que a auséncia dos horménios ovarianos
aumentou a frequéncia de respostas hedonicas a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M tanto em ratas
normotensas como hipertensas castradas em comparagdo com as respectivas ratas controles,
enguanto que a frequéncia de respostas aversivas nao foi alterada pela ovariectomia. Em ratas
SHR intactas (com 8 e 9 meses de idade), a suplementacdo de estrégeno diminuiu 0 nimero de
respostas heddnicas a 10-NaCl e aumentou o niumero de respostas aversivas apés a reidratacdo
parcial antes do acesso ao sodio. A suplementacdo de estrogeno também diminuiu a ingestdo de
NaCl 0,3 M, sem diferenca significativa entre 0os grupos no nimero de respostas hedénicas ou
aversivas a 10-NaCl apos a ingestdo de sodio. Apesar da diferenca de idade, verificamos que o
indice uterino das ratas SHR intactas (8 e 9 meses) que receberam veiculo foi semelhante ao das
ratas SHR com ovariectomia ficticia (4 — 5 meses), sugerindo que as fémeas com 8 e 9 meses de
idade ainda estariam ciclando. No entanto, no presente estudo néo foi avaliada o ciclo estral das
ratas intactas ou com ovariectomia ficticia, além da verificacdo do indice uterino.

A reposicdo didria de estrogeno (10 pg/dia) diminuiu o ndmero de respostas
hedobnicas a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M, em ratas hipertensas com apetite ao sodio
(induzidas por PH-RP). Esse mesmo resultado também foi verificado ao final dos sessenta
minutos de acesso e ingestdo de NaCl 0,3 M. Essa reposicao diaria com estrogeno nédo produziu
alteracdo significativa no nimero de reagdes aversivas em SHR. Em alguns animais desse grupo
foi realizada a coleta de sangue para determinacdo das concentrages plasmaticas de estrogeno,
além do indice uterino. Verificou-se que fémeas SHR e HTZ ovariectomizadas tratadas com
veiculo apresentaram niveis plasmaticos de estradiol minimos, enquanto que os grupos tratados
com estradiol (OVX + E2) apresentaram um valor maior de indice uterino e niveis plasmaticos
de estradiol que correspondem aos valores observados em condicdes fisioldgicas durante a fase
reprodutiva desses animais (BUTCHER; COLLINS; FUGO, 1974; SAMPSON et al., 2012;
TAZUMI et al., 2016), confirmando assim a eficiéncia do tratamento com estrdgeno.

Em conjunto, os resultados do presente estudo mostram que: a) na auséncia dos
hormdnios ovarianos ocorreu aumento da frequéncia de respostas hedonicas; b) a reposicéo
diéria de estrogeno (10 pg/dia) diminuiu o nimero de respostas hedénicas; ¢) a suplementacédo
de estrégeno diminuiu 0 nimero de respostas hedbnicas e aumentou 0 nimero de respostas

aversivas a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M apds a reidratacdo parcial antes do acesso ao sodio,
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sugerindo que o estrégeno pode diminuir a palatabilidade do sédio. Portanto, os resultados
sugerem que o estrogeno modula a palatabilidade do sédio, tendo um efeito inibitdrio,
influenciando a ingestao deste ion.

Esse efeito inibitério do estrogeno sobre a palatabilidade ao sddio parece ndo ser
secundario a alteracdes do balanco hidromineral. Em ratas normotensas OV X durante condi¢bes
basais (nomoidratacdo), o tratamento com estrogeno ndo alterou a osmolaridade plasmatica e
hematocrito, nem o volume ou osmolaridade urinérias ou os niveis basais de AVP, OT, e ANG
Il (VILHENA-FRANCO et al., 2016). Em relacdo ao protocolo de privacdo hidrica e reidratacdo
parcial, a reposicdo de estrégeno atenuou o0 aumento da osmolaridade plasmatica e hematdcrito,
sem alteragdes do volume ou osmolaridade urinarias induzido pela privagédo hidrica (PH). Além
disso, esse estudo também mostrou que o tratamento com estrogeno potencializou a secre¢do de
AVP induzida por PH, acompanhada pelo aumento da expressdo de Fos na regido magnocelular
lateral do PVN e SON, sem alteragdes no MnPO e SON. Ja o aumento dos niveis plasmaticos de
OT e ANG Il induzido pela PH ndo foram alterados pelo tratamento com estrogeno. Apds o
periodo de reidratacdo parcial, a reducdo dos niveis de OT préximos a condicdo basal e a
permanéncia dos elevados niveis plasmaticos de ANG Il também nédo foram alterados pelo
tratamento com estrogeno, (VILHENA-FRANCO et al., 2016). Assim sendo, pelo menos em
ratas de linhagens normotensas, baseado nesse estudo anterior podemos sugerir que as condi¢fes
iniciais prévias ao teste do apetite ao sodio e palatabilidade ao s6dio ndo foram alteradas pelo
tratamento com estrdgeno.

Estudos anteriores sugerem que o estrégeno pode modular a percep¢do ao sabor
tanto por alteracOes periféricas e centrais. Registro eletrofisioldgico da atividade do nervo corda
do timpano (CT) de animais Sprague—Dawley anestesiados mostrou que, em resposta a
estimulacdo lingual por 10 s de solucdo de NaCl 600 mM, houve reducdo das respostas desse
nervo no grupo de fémeas OV X tratadas com estrégeno em comparacdo aos grupos de machos e
fémeas OVX tratadas com veiculo, (CURTIS; CONTRERAS, 2006). Por meio de registro de
neurdnios do ndcleo parabraquial (PBN) de animais anestesiados foi verificado a frequéncia de
disparos dos neurénios do PBN em resposta as solugdes de sacarina sodica (0,004 M) e sacarose
(0,5 M) foram maiores em fémeas em diestro e prenhes do que quando comparados aos machos,
sem alteragcdes para os demais sabores testados, (DI LORENZO; MONROE, 1989). Quando se
comparou com os machos, em fémeas intactas e fémeas OVX foi verificado que ndo houve

diferencas na frequéncia de disparos de neurénios do PBN em resposta a estimulacgdo lingual
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com NaCl 0,1 M, apenas para as solugdes de sacarina sddica (0,004 M) e sacarose (0,5 M) (DI
LORENZO; MONROE, 1990).

O estrogeno exerce importante efeitos sobre o sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA). O estrogeno interage diretamente com o SRAA diminuindo a atividade da
enzima conversora de angiotensina (ECA), renina e a expressdo de RNAm de receptores
angiotensinérgicos do tipo 1 (AT1R), enguanto aumenta a expressdo de receptores
angiotensinérgicos do tipo 2 (AT2R) e os niveis de ANG-(1-7) nos rins (SHENQY et al., 20009;
BROWN et al., 2012; BHATIA; ZIMMERMAN; SULLIVAN, 2013). O estrégeno também
inibe a expressdo de receptores AT1 e a enzima conversora de angiotensina no 6rgdo subfornical
(SFO) em ratas normotensas (KISLEY; SAKAI; FLUHARTY, 1999; DEAN et al., 2006;
KRAUSE et al., 2006). Os presentes resultados mostram que a reposicao de estrogeno em ratas
SHR diminuiu a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por PH-RP em comparacdo com as ratas SHR
tratadas com veiculo. A administracdo i.c.v. do antagonista de receptores angiotensinérgicos
AT1, losartana, diminuiu a ingestdo de NaCl 0,3 M no teste de apetite ao sédio induzido por PH-
RP tanto em ratas ovariectomizadas quanto em ratas com reposi¢cdo de estrogeno, sejam elas
SHR ou HTZ.

Como j& anteriormente mencionado, 0s presentes resultados mostram que a
reposicao diaria (10 pg/dia) de estrégeno diminuiu o nimero de respostas heddnicas a infusdo
intra-oral de NaCl 0,3 M, em ratas hipertensas com apetite ao sddio (induzidas por PH-RP). Esse
mesmo resultado também foi verificado ao final dos sessenta minutos de acesso e ingestao de
NaCl 0,3 M. A reposicdo diaria com estrogeno ndo produziu alteracdo significativa no numero
de reacOes aversivas. A administracdo i.c.v. de losartana levou a uma diminui¢do no nimero de
respostas hedénicas, sem alteracGes significativas no nimero de respostas aversivas em ratas
hipertensas ovariectomizadas tratadas com veiculo. Entretanto, em ratas SHR ovariectomizadas
com reposicdo de estrogeno associado a administracdo i.c.v. de losartana ndo foi observado
alteracéo adicional.

E provavel que a reducio da ingestdo do NaCl 0,3 M e do nimero de respostas
hedbnicas em ratas SHR com apetite ao sddio apds a reposicao de estrégeno seja devido a uma
diminuicdo do numero de receptores AT1 em areas prosencefalicas. Essa hipdtese é reforcada
pelo fato de que apds o bloqueio dos receptores de angiotensina Il (AT1) houve uma diminuicdo
no namero de respostas hedonicas e uma tendéncia no aumento de respostas aversivas em ratas
hipertensas ovariectomizadas tratadas com veiculo. Além disso, ndo foi observada redugédo

adicional no nimero de respostas hedbnicas apos o bloqueio desses receptores AT1 em ratas
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com reposi¢éo de estrégeno, embora esse efeito tenha sido observado ao longo de todo o periodo
do teste de apetite ao sédio. Assim, pode-se sugerir que isso os efeitos do estrogeno sejam
devido a uma reducé@o do namero de receptores AT1 presentes em areas prosencefalicas nessas
ratas, conforme mostrado em estudos anteriores. Por outro lado, ndo podemos excluir a
possibilidade do envolvimento dos sistemas serotoninergicos no nucleo dorsal da rafe (DRN)
como possivel mecanismo na acéo inibitdria do estrogénio na ingestdo de sodio (DALMASSO;
AMIGONE; VIVAS, 2011). Portanto, mais estudos sao necessarios para elucidar os mecanismos
envolvidos nessas respostas observadas em fémeas SHR.

Em relacdo a influéncia dos hormonios esteroides sobre o controle da pressdo
arterial, estudos mostram que machos castrados e fémeas ovariectomizadas, de linhagens
Sprague-Dawley, apresentam aumento da pressdo arterial em relagdo aos animais intactos
(CROFTON; SHARE, 1997; HINOJOSA-LABORDE et al., 2004), sugerindo que a testosterona
e estradiol sdo hormoénios moduladores na hipertenséo. A reposicdo hormonal com estradiol
atenua esse aumento da pressao arterial em machos e fémeas ovariectomizadas (CROFTON;
SHARE, 1997; XUE et al., 2008). No modelo animal de hipertensdo essencial (SHR), foi
observado que em ratas SHR idosas ha um aumento da pressdo arterial semelhante aos machos
(FORTEPIANI et al., 2003; MARANON; RECKELHOFF, 2013). Outro estudo mostrou que a
pressao sistolica de fémeas hipertensas (SHR) durante a fase estral foi menor do que a observada
em machos, e a elevacdo da pressao sistdlica observada p6s a ovariectomia foi reduzida apds o
tratamento subcutaneo com estrégeno, (SILVA-ANTONIALLI et al., 2004).

Em nosso estudo verificamos que ndo houve diferenca nos valores de PAM e FC em
condicBes basais, ap6s o periodo de PH ou apds a RP entre as ratas SHR ovariectomizadas
tratadas com estrogeno ou veiculo. Contudo, verificamos que em ratas SHR ovariectomizadas
tratadas com estrdgeno a resposta pressora a ANG Il foi menor quando comparado com ratas
ovariectomizadas tratadas com veiculo. Considerando que o estrégeno inibe a expressao de
receptores AT1 e a enzima conversora de angiotensina no 6rgdo subfornical (SFO) (KISLEY;
SAKAI; FLUHARTY, 1999; DEAN et al., 2006; KRAUSE et al., 2006), podemos sugerir que a
diminuicdo do efeito pressor da ANG Il nas ratas SHR ovariectomizadas tratadas com estrogeno

também seja devido a uma diminuicdo do numero de receptores AT1 em areas periventriculares.
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6. CONCLUSAO

Em suma, os resultados do presente estudo mostram que: a) na auséncia dos
hormdnios ovarianos ocorreu aumento da frequéncia de respostas hedonicas; b) a reposicéo
diéria de estrogeno (10 pg/dia) diminuiu o nimero de respostas hedénicas; ¢) a suplementacédo
de estrégeno diminuiu 0 nimero de respostas heddnicas e aumentou o numero de respostas
aversivas a infusdo intra-oral de NaCl 0,3 M apds a reidratacdo parcial antes do acesso ao sodio,
sugerindo que o estrégeno pode diminuir a palatabilidade do sédio. Portanto, o estrogeno parece
modular a palatabilidade do sodio, tendo um efeito inibitério, influenciando a ingestéo deste ion.
Esses efeitos do estrogeno na ingestdo e palatabilidade ao NaCl 0,3 M induzidas por privacéo
hidrica e reidratacdo parcial (PH-RP) ndo sdo devidos a altera¢Ges cardiovasculares, pois ndo
houve diferenca nos valores de PAM e FC basais, apos o periodo de PH ou apds a RP entre as
ratas SHR ovariectomizadas tratadas com estrogeno ou veiculo. O tratamento com estrégeno
reduziu a resposta pressora a ANG Il quando comparado com o mesmo estimulo em ratas
ovariectomizadas tratadas com veiculo. O bloqueio de receptores AT1 presencefalicos levou a
uma diminui¢do na ingestdo e palatabilidade ao NaCl 0,3 M induzidas por PH-RP em ratas SHR,
sugerindo que o efeito do estrogeno seja devido a uma menor expressao de receptores AT1 em

areas prosencefélicas.
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8. APENDICE

8.1 A) Esquema da localizacdo do local de implante da canula intra-oral e B)
esquema do aparato experimental para o estudo da palatabilidade (reatividade ao

sabor) a solucdes infundidas diretamente na cavidade oral (Grill e Berridge, 1985).

A) B) - -l ‘

GRILL, H. J.; BERRIDGE, K. C. Taste reactivity as a measure of the neural control of
palatability. In: JM, S. e AN, E. (Ed.). Progress in Psychobiology and Physiological
Psychology. Orlando: Academic Press, 1985. p.1-61.
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8.2 Descricdo de analises estatisticas realizadas

Protocolo Parametro avaliado Estatistica Resultados
. ) ANOVA Linhagem x tratamento: [F(1,37) =
1 Tabela 1: Indice uterino (1U) )
Duas vias 26,11; p <0,001]

Tempo x tratamento: A) [F(3,450) =

Figura 2: ingestdo diaria de NaCl ANOVA
112,124; p < 0,001] e B) [F(3,450) =

0,3 M (A) e agua (B) Duas vias
38,787; p < 0,001]
Figura 3: ingestdo de NaCl 0,3 M ANOVA Linhagem x tratamento: A)[F(1,37) =
1 (A) e dgua (B) durante fase apetite _ 16,82; p <0,001] e B) [F(1,37) =
o Duas vias
ao sodio 0,902; p > 0,05]
_ » : ANOVA  Tratamento: [F(3,37) =0,512; p >
1 Reidratacéo parcial :
uma via 0,05]
Figura 4: respostas hedonicas (A) ANOVA Tempo x tratamento: A) [F(3,110) =
1 e aversivas (B) ao teste de ) 34,6; p<0,001] e B) [F(3,110) =
o Duas vias
reatividade ao sabor 23,86; p <0,001]
o : Tratamento: (t =3,3, GL=17; P <
2 Tabela 2: indice uterino (1U) Teste t
0,05)
) ) o Tempo x tratamento: A) [F(1,100) =
Figura 5: ingestdo diaria de NaCl  ANOVA
2 , _ 4,964; p < 0,05] e B) [F(1,100) =
0,3 M (A) e 4gua (B) Duas vias
21,762; p < 0,001]
_ y : Tratamento: (t = 0,657, GL =17; P =
2 Reidratacdo parcial Teste t
0,520)
Tempo X tratamento: A)
Tempo: [F(1,34) =7,413; p < 0,05],
Figura 6: ingestdo de NaCl 0,3 M Tratamento: [F(1,34) = 1,457; p >
~ ANOVA _
2 (A) e agua (B) durante fase apetite _ 0,05], interacdo entre tempo e
o Duas vias
ao sodio tratamento: [F(1,34) = 3,809; p >
0,05] e B) tratamento: [F(1,34) =
2,459; p > 0,05]
Figura 7: respostas hedénicas (A Tempo x tratamento: A) [F(1,45) =
g _ P (A) ANOVA P ) [F(1,45)
2 e aversivas (B) ao teste de : 7,076; p<0,05] e B) [F(1,45) =
- Duas vias
reatividade ao sabor 8,931; p < 0,05].

3 Tabela 3: Indice Uterino (1U) Teste t Tratamento: t = -4,249, GL 8, (P <




86

Figura 8: ingestdo diaria de NaCl
0,3 M (A) e &gua (B)

Reidratacéo parcial

Figura 9: ingestdo de NaCl 0,3 M
(A) e agua (B) durante fase apetite
ao sadio

Tabela 4: indice Uterino (1U)

Tabela 5: Niveis plasmaticos de
beta-estradiol, ratas SHR e HTZ

Figura 10: ingestdo diaria de NaCl
0,3 M (A) e agua (B)

Reidratacgdo parcial

Figura 11: ingestdo de NaCl 0,3 M
(A) e 4gua (B) durante fase apetite
ao sodio (ratas SHR)

Figura 12: ingestdo de NaCl 0,3 M
(A) e 4gua (B) durante fase apetite
ao sodio (ratas HTZ)

Figura 13: respostas heddnicas (A)
e aversivas (B) ao teste de
reatividade ao sabor (ratas SHR)
Tabela 6: respostas hedonicas e
aversivas ao teste de reatividade ao
sabor em diferentes condi¢cbes
Tabela 7: Indice Uterino (1U) ratas
SHR, grupo saciadas
Tabela 8: indice Uterino (IU) ratas

ANOVA
Duas vias
ANOVA

Teste t

ANOVA
Duas vias

ANOVA
Duas vias
ANOVA

Duas vias

ANOVA

Duas vias

ANOVA

Uma via
ANOVA

Duas vias

ANOVA

Duas vias

ANOVA

Duas vias

ANOVA

Duas vias

Teste t

Teste t

0,05).

Tempo x tratamento: A) [F(1,63) =
10,916; p < 0,05] e B) [F(1,63) =
6,003; p < 0,05]
Tratamento: (t = 2,645, GL 7, P <
0,05).

Tempo x tratamento: A) [F(3,42) =
14,810; p < 0,001] e B) [F(3,42) =
5.692; p < 0,002]
Linhagem x tratamento [F(1,25) =
31,863; p < 0,001]
Linhagem x tratamento: [F(1,10) =
76,355; p < 0,001]

Tempo x tratamento: A) [F(3,100) =
7,654; p < 0,001]; B) [F(3,100) =
5,292; p < 0,05]
Tratamento: [F(3,25) = 2,219; p >
0,05].

Tempo x tratamento: A) [F(3,48) =
18,879; p < 0,001], B) [F(3,48) =
4,374, p <0,05]

Tempo x tratamento: A) [F(3,52) =
6,166; p < 0,001], B) [F(3,52) =
9,348; p < 0,001]

Tempo x tratamento: A) [F(3,66) =
11,541; p < 0,001] B) [F(3,66) =
6,782; p < 0,001].

Tempo X tratamento: Heddnicas:
[F(1,45) = 8,809; p < 0,05].

Aversivas: [F(1,45) = 4,650; p < 0,05]

Tratamento: (t = -4,543, GL 10 (P <
0,05).
Tratamento: (t =-4,112 , GL 10; P <
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SHR, grupo PH-RP.
Figura 14: variacdo de A) PAM e
B) FC em ratas saciadas
hipertensas
Figura 15: A) PAM e B) FC em
ratas hipertensas antes e apds PH-
RP

ANOVA

Duas vias

ANOVA

Duas vias

0,05).

Tempo x tratamento: A) [F(3,40) =
6,4; p <0,001] e B) [F(3,40) =0,32; p
> 0,05].

Tempo x tratamento: A) [F(1,30) =
0,0702; p > 0,05] e B) [F(1,30) =
0,0178; p > 0,05]




