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RESUMO

Comportamentos motivados podem compartilhar mecanismos de recompensa
em comum (sensibilizagdo cruzada). O objetivo do presente estudo foi investigar se
o histérico de deplecdo de sodio, que sensibiliza o apetite de sodio, também
sensibiliza a ingestdo de agucar em ratos. O apetite ao sddio foi induzido por dois
tratamentos que aumentam a produgédo de angiotensina Il, o diurético furosemida
combinado com 24 horas de remocgao de sddio ambiental ou furosemida combinada
com uma dose baixa do inibidor da enzima conversora da angiotensina (Furo/Cap);
e foi inibido através da utilizacdo do antagonista de NMDA (MK-801). Cada
tratamento foi repetido trés a quatro vezes com um intervalo de 4 ou 7 dias entre as
duas repeticdes. Sete dias apds a ultima repeticao, foi realizado o primeiro teste de
sacarose em animais inexperientes para sacarose, hidratados e alimentados
(esponténea). O teste de sacarose foi repetido uma vez por dia, num total de cinco
dias consecutivos. Tanto os animais com historico de um ou de outro tratamento que
produz a deplec¢ao de sddio ingeriu mais sacarose 10% no teste da sacarose que os
animais controle, que nunca foram depletados ao sodio. O efeito foi mais forte nos
primeiros testes (de sacarose), apds isto, os grupos ingeriram quantidades
semelhantes de sacarose (apdés o segundo teste de sacarose). Desidratagéo
intracelular repetida (por sonda de NaCl 2 M), ao contrario da deplegao de sédio, foi
ineficaz em alterar o teste de ingestdo de sacarose. A administragdo sistémica de
MK-801, um antagonista do receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), combinado
com Furo/Cap impediu o aumento observado na ingestdo de sacarose 10%. Os
resultados sugerem que: 1) historia de desidratagdo, especialmente a que envolve a
producdo de angiotensina Il, sensibiliza o consumo de agucar em animais
inexperientes a sacarose 2) a sensibilizagdo do consumo de agucar depende de

eventos plasticos mediados por receptores NMDA.

Palavras-chave: apetite ao sddio, sensibilizagdo, neuroplasticidade e desidratagao.



ABSTRACT

Motivated behaviors may share common reward mechanisms and cross-
sensitization. The objective of the present study was to find out if history of sodium
depletion, which sensitises sodium appetite, also sensitizes sugar intake rat. Sodium
appetite was induced by two treatments that raise the production of angiotensin II,
diuretic furosemide combined with 24 hours of removal of ambient sodium or
furosemide combined with low dose of angiotensin converting enzyme inhibitor
captopril (Furo/Cap); and it was blocked by NMDA antagonist (MK-801). Each
treatment was repeated three to fours times with an interval of 4 or 7 days between
two repetitions. About 7 days after the last repetition, sucrose-naive animals entered
a first 2-h sucrose test under hydrated and fed (need-free) condition. The sucrose test
was repeated once a day for a total of five consecutive days. Animals with history of
either treatment that produced sodium depletion ingested more 10% sucrose in the
sucrose test than control animals, which were never sodium depleted. The effect was
stronger in the first tests for sucrose, after that groups ingested similar amounts of
sucrose after the second sucrose test. Repeated intracellular dehydration (gavage of
2 M NaCl), instead of sodium depletion, was ineffective to alter the later sucrose
intake test. Systemic administration of MK-801, an N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor antagonist, combined with Furo/Cap prevented the enhancement observed
in 10% sucrose intake. The results suggest that 1) history of dehydration, particularly
that involving production of angiotensin Il, sensitizes sugar consumption in sucrose-
naive animals, 2) sensitization of sugar consumption depends on plastic events

mediated by NMDA receptors.

Key words: sodium appetite, sensitization, neuroplasticity and dehydration.
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1. INTRODUGAO

A agua faz parte de 60% do corpo humano e esta em constante processo de
perda, através da excrecdo renal, das glandulas sudoriparas e lacrimais, como
também pela ventilagdo pulmonar; e de ganho, através da ingestdo de alimentos e
liquido. Um tergo desta agua corpérea se localiza no liquido extracelular (LEC) e os
outros dois tergos restantes no liquido intracelular (LIC). Uma das causas desta
diferenga na quantidade de agua entre os meios intra e extracelular esta relacionada
com a concentragao do ion sodio no LEC, o qual ndo consegue facilmente entrar no
LIC devido a semipermeabilidade da membrana celular, fazendo deste ion de grande
importancia na regulagédo do gradiente osmético do LEC (VERBALIS, 2003).

A manutencgéo dentro de limites estreitos tanto da quantidade de agua quanto
de outras variaveis do LEC tais como, por exemplo, a concentragao de ion sodio, &
de extrema importancia pois o LEC banha nossas células e proporciona a elas um
meio externo estavel. Este fendbmeno é conhecido como homeostase, conforme
definido por Walter Cannon baseado nos estudos de Claude Bernard (CANNON,
1929).

Além do constante processo de perda, desafios tais como hemorragia ou perda
intensa de agua corporea por sudorese podem ocorrer e, assim, NOSSO COrpo
necessita de meios para detectar estas mudancas e desencadear respostas
neuroendocrinas para reestabelecer a homeostase (JOHNSON, 2007b).

Um dos meios para o reestabelecimento da volemia em animais terrestres é a
reabsorgéo renal de agua e sodio. Entretanto somente esta resposta ndo é muitas
vezes suficiente para reequilibrar a volemia. Nesses casos acaba sendo necessaria
a promocgao de estados motivados, por exemplo sede e apetite ao sodio, que
impulsionardo os animais a busca, aquisicdo e ingestdo de agua e sddio,
respectivamente. Esses comportamentos sao essenciais para a reposicdo do LEC e,
assim, a homeostase (RODRIGUES,2008).

1.1. Apetite ao Sédio
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Visao Geral

O apetite ao sodio tem papel essencial na busca, aquisicdo e ingestdo do ion
sédio e na manutencdo da homeostase em fungcdo de perdas do ion sédio e no
volume do LEC. Entretanto, o ion sodio também se caracteriza pelos seus
maleficios. Quando ingerido em excesso € um dos principais precursores da
hipertensdo em humanos (HADDY, 2006), sendo as doengas cardiovasculares,
segundo a OMS, a maior causa de mortes no mundo (ORGANIZATION, 2011).

Por outro lado, apesar do relativo acesso facilitado a agua e ao sodio, casos de
desidratac&o ainda sao recorrentes em humanos. Por exemplo, em casos de vémito,
diarréia ou exercicio extenuante sem correta reposicdo idnica (STRICKER e
VERBALIS, 1990). Ainda tal como ocorre em pessoas com hiperplasia congénita da
adrenal, os quais mesmo apds reposigao hormonal para controle da desidratagao se
mantém com o apetite ao sodio aumentado (KOCHLI, TENENBAUM-RAKOVER e
LESHEM, 2005). Além disso, ha evidéncia que a falta de sodio nas fases iniciais da
vida pode também aumentar a preferéncia ao sédio na fase adulta (LESHEM, 2009).

Fica assim evidente a necessidade de pesquisas para a compreensio dos
mecanismos que controlam a ingestdo de sodio para a busca de tratamentos

auxiliares para as doencgas relacionadas com o aumento na ingestao de sédio.

Histoéria e Estudos

Um dos pioneiros no estudo do apetite ao sddio foi Richter com o modelo de
adrenalectomia em ratos (RICHTER, 1936). Ele observou aumento do apetite ao
sédio utilizando como parametro a ingestao de sédio em animais sem as adrenais,
removendo a ac¢ao da aldosterona. Um aspecto importante dos estudos de Richter
foi mostrar que a adrenalectomia levava a uma hipovolemia letal evitada pela
ingestao seletiva de solugdes contendo sédio (RICHTER e ECKERT, 1938).

Os estudos seminais liderados por Richter deram origem a varios estudos
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pioneiros sobre o controle neural do comportamento tendo como paradigma o
modelo homeostatico. Entre esses estudos citamos os de Miguel Covian e seu grupo
em Ribeirdo Preto (COVIAN e ANTUNES-RODRIGUES, 1963) mostrando que a
lesdo bilateral do hipotalamo lateral inibe a ingestdo de soédio hipertbnico, sem
produzir modificagdes na ingestdo de agua.

O apetite ao sodio é um estado motivado comportamental e inato (EPSTEIN e
STELLAR, 1955) isto €, 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 protocolo usado para produzir deplecao de sédio e apetite ao sédio em
laboratorio foi usado por Sakai e colaboradores (SAKAI et al., 1987). Este protocolo
emprega diuréticos como a furosemida que age na alga de Henle inibindo o

cotransportador de ions Na® K™ e CI” combinado a 24 horas de dieta deficiente em

sédio e agua a vontade. A exposigao repetida a este protocolo € capaz de
sensibilizar a ingestdo de sodio. Em outras palavras, a deplecao repetida de sodio

leva a um incremento na ingestdo de sédio sem que haja alteragdes na
. o , + , .
osmolaridade plasmatica do ion Na . Além disso, eles observaram que as

concentragbes plasmaticas dos horménios angiotensina Il (Ang Il) e aldosterona
(ALDO) eram aumentadas durante a execugdo do protocolo, mas eram
restabelecidos a niveis basais apds a ingestdo de agua e sodio, sem sofrer
incremento com novas deplecbes de sodio. Outros protocolos também estdo
descritos na literatura, como o protocolo de FURO/CAP o qual utiliza furosemida e
captopril em baixa dose potencializando a agao de Ang Il central (THUNHORST e
JOHNSON, 1994; PEREIRA, MENANI e DE LUCA, 2010).

1.2. A Sede
Outro estado motivacional importante para nossa sobrevivéncia, € a sede,

podendo ocorrer em resposta a casos de hipovolemia e desidratacdo extracelular
(SAKAI et al., 1987), como também em casos de desidratagdo intracelular por
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estimulagdo de osmorreceptores devido a hipertonicidade do LEC . A sobrecarga
(via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal ou gavagem intragastrica) de solugdes
hiperosméticas podem ser utilizadas para produzir a desidratacdo ou sede
intracelular. A utilizagdo de solugdes hiperosmoticas que ndo conseguem atravessar
a membrana celular, como a sacarose e o NaCl resulta no movimento da agua
intracelular para o LEC e na estimulacio de osmorreceptores devido a
hipertonicidade do LEC (FITZSIMONS, 1987).

Um dos meios para induzir a sede intracelular é o de gavagem (GVG)
intragastrica de NaCl 2 M, o qual eleva em 4% a osmolaridade do plasma e a
concentragcdo de sodio (PEREIRA et al, 2002). Osmorreceptores centrais
localizados no érgéo subfornical (OSF), 6rgado vascoloso da Iamina terminal (OLVT)
da regido pré-optica-periventricular antero-ventral ao terceiro ventriculo (AV3V)
(JOHNSON e THUNHORST, 1997) quando entdo ativados, sinalizam para areas
integradoras a informagéo estimulando a sede. A sede, ao contrario do apetite ao
sddio, ndo sofre incremento com o historico de desidratagdes mas, a lesdo do nucleo
accumbens (NAcc), uma das principais areas do sistema de recompensa, inibe a
ingestdo de agua (PAL, BHARATHI e THOMBRE, 1992).

1.3. Controle Neuroendécrino do Equilibrio Hidrossalino (Detecgao,
Sinalizacao e Agao Neuroendécrina)

Células especializadas sdo capazes de sinalizar determinadas alteracbes e
desencadear a ativagdo de mecanismos de ajuste para estas alteragdes. No caso da
diminui¢do no volume do LEC, como hemorragia e privagdo de agua, a deteccéo se
faz através de mecanoceptores, os quais estardo menos estirados, tais como os
barorreceptores de alta pressao, localizados na bifurcagdo do ramo adrtico e no seio
carotideo, e pelos receptores cardiopulmonares de baixa pressao localizados
principalmente nas grandes veias pulmonares e nos atrios. Via nervos cranianos IX e
X, o menor volume do LEC desencadeara uma menor ativagao de areas encefalicas
no tronco encefalico, essencialmente, area postrema (AP) e o nucleo do trato

solitario (NTS) (JOHNSON, 2007a). A menor ativacdo destas areas desencadeia
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uma diminuicdo na inibigdo, principalmente serotoninérgica, do nucleo parabraquial
lateral (NPBL), facilitando a produgdo de apetite ao sodio e agua (MENANI, DE
LUCA e JOHNSON, 1998). Além disso, um aumento na resposta eferente simpatica
também é produzida através da menor ativagao destas areas do tronco encefalico,
facilitando a produgao de renina pelas células justaglomerulares do glomérulo renal
(RODRIGUES, 2008).

As células da macula densa renais sao também sensiveis a diminuicdo do
perfusato renal e sinalizam para as células justaglomerulares a informagao
provocando um aumento na produgédo de renina. A renina na corrente sanguinea
facilita a quebra do precursor da angiotensina o angiotensinogénio, transformando-o
em angiotensina | (Ang 1), um decapeptideo. A Ang | é entdo convertida em
angiotensina Il (Ang IlI), um octapeptideo ativo, via enzima conversora de
angiotensina (ECA), a qual & produzida principalmente nos pulmdées (RODRIGUES,
2008).

A Ang Il em niveis elevados, perifericamente, aumenta a reabsorc¢ao tubular
renal de sédio, tem agéo vasoconstritora a nivel sistémico e renal, e age nas células
da zona glomerulosa das supra-renais estimulando a secregdo de aldosterona. A
ALDO é um mineralocorticéide com um papel muito importante na reabsor¢ao do
renal de sodio além de uma acgao no encéfalo facilitando a formagao do apetite ao
sodio (GEERLING e LOEWY, 2009).

A acgado da Ang Il no encéfalo depende de seus receptores, principalmente
receptores AT1, localizados em orgaos circunventriculares (OCVs, areas
desprovidas de barreira hematoencefalica), na lamina terminal e em areas do
sistema dopaminérgico, ou sistema de recompensa (RODRIGUES, 2008). O OVLT,
0 nucleo pré-optico mediano (MNPO) e OSF estéo localizados no AV3V fazendo
parte da l&mina terminal e sdo essenciais na resposta angiotensinérgica central.
Outras areas também sao importantes na agdo da Ang Il como AP, localizada na
regido do quarto ventriculo e também desprovida de barreira hematoencefalica, o
NAcc, o nucleo leito da estria terminal (NLET), o hipotalamo (JOHNSON e
THUNHORST, 1997) e a amigdala (Amig) os quais integram a resposta

angiotensinérgica induzindo sede e apetite ao sodio, além de estimular a produgéo
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de vasopressina (AVP), via NSO e PVN, e ALDO central.

A ALDO centralmente age em areas como o NTS, nucleo ventromedial do
hipotalamo e 6rgdo subcomissural, areas com a presenga da enzima HSD2 a qual
consegue diminuir os niveis de glicocorticoides, facilitando a agdo da aldosterona.
Outras areas também foram apontadas como responsivas a ALDO como Amig,
nucleo dorsal da rafe (NDR) e locus coeruleos (LC) (GEERLING e LOEWY, 2009).

1.4. Sensibilizacao

O aumento da intensidade do comportamento (ex: ingestdo de sbdio) a um
estimulo (ex: desidratacao extracelular induzida por deplecdo de sbdio), depois de
repeticoes do mesmo estimulo sempre na mesma intensidade € como pode ser
definida a sensibilizagdo comportamental (STEKETEE e KALIVAS, 2011). Conforme
proposto por Bernstein (2003), tendo por foco a ingestdao de sédio, essa definicdo é
analoga a utilizada para definir sensibilizacdo comportamental utilizando farmacos
como estimulo (STEKETEE e KALIVAS, 2011).

Estimulos motivacionais naturais, como os produzidos pelo desequilibrio de
alguns parametros homeostaticos, a exemplo o apetite ao sédio, podem intensificar
o comportamento gerado em fungdo de uma exposi¢ao prévia deste estimulo. Esta
mudanga comportamental como na resposta neural para estimulos motivacionais
naturais s&o parecidos com os verificados em estudos de sensibilizagdo as drogas
de abuso (PIERCE e KALIVAS, 1997).

A neurotransmissao glutamatérgica parece estar envolvida com os mecanismos
de sensibilizagcdo. Ha evidéncias de que a ativagdo de receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) (canal ionotropico ativado por glutamato) esta envolvida com
fendbmenos de neuroplasticidade tais como, por exemplo, potenciagado a longo-prazo
(LTP) para a aquisicdo de memoria e aprendizado (WRIGHT e HARDING, 2004b;
JOHNSTON, 2009b). A produgdo de LTP pela ativagdo dos receptores NMDA
decorre de aumento na expressdo de metaloproteinases, facilitando a reestruturagao
da matriz extracelular (WRIGHT e HARDING, 2004a), aumento no trafego dos
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canais glutamatérgicos AMPA, facilitando a despolarizagdo neuronal (JOHNSTON,
2009a), e aumento na expresséao de fator neurotrofico derivado do cérebro ou BNDF
(JOHNSTON, 2009a). Drogas de abuso, como a cocaina e anfetamina (CLARK e
BERNSTEIN, 2004; ACERBO e JOHNSON, 2011), influenciam no funcionamento
dos receptores NMDA em neurdnios do sistema dopaminérgico encefalico (GAO e
WOLF, 2007). O consumo de sacarose, por sua vez, aumenta os sitios de ligacédo de
receptores AMPA no NAcc em ratos com restrigdo alimentar (CARR, 2011). Além
disso, os receptores NMDA potencialmente participam de mecanismos plasticos
comuns a sensibilizagcdo da ingestao de sddio e de sacarose.

Esta mudanga na estrutura dendritica e funcional dos neurénios em resposta a
uma experiéncia prévia denominada neuroplasticidade, também ocorre em animais
sensibilizados ao apetite ao sodio (ROITMAN et al, 2002). Esses autores
encontraram um aumento da ramificacdo dendritica neuronal no Nacc em animais
com o apetite ao sédio sensibilizado, de forma parecida com aquela encontrada em
animais sensibilizados para a anfetamina. Além disso, o MK-801, um inibidor da
ativacédo do receptor NMDA, previne a sensibilizagao da ingestdo de sédio (HURLEY
e JOHNSON, 2013).

Sensibilizagdo e o Compartilhamento de Sistemas de Recompensa

O sistema mesocorticolimbico dopaminérgico consiste do VTA e suas
projecdes dopaminérgicas para areas como o NAcc, Amig, hipocampo e cortex
préfrontal (SWANSON, 1982). Estimulos tais como alimento e as drogas de abuso,
aumentam os niveis de dopamina do sistema de recompensa, formando a
informagdo heddbnica ou prazerosa. Este primeiro estimulo é capaz de ocasionar
mudancas na transmissao sinaptica das areas envolvidas, facilitando dependéncia
para as drogas de abuso, como a sensibilizacdo de seus efeitos comportamentais
(PIERCE e KALIVAS, 1997).

Sabe-se que um estimulo prazeroso, pode compartilhar mesmas vias do
sistema de recompensa que outro estimulo, como por exemplo entre cocaina e

anfetamina, os quais em fungdo de poderem compartilhar mecanismos em comum
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de recompensa, o efeito da repetichio de uma droga pode sensibilizar o
comportamento de outra droga de abuso (PIERCE e KALIVAS, 1997). Esta
sensibilizagdo cruzada também pode ser reciproca para a sensibilizagdo na ingestéao
de sddio e cocaina (ACERBO e JOHNSON, 2011).

O compartilhamento dos sistemas de recompensa, ndo ocorre somente entre
drogas de abuso, mas também com estimulos estressores (CRUZ et. al., 2012)
como também com recompensadores naturais, como ingestdo de sédio e comidas
palataveis como o acgucar. O historico de deplecdes de sbdio foi capaz de aumentar
a resposta locomotora da anfetamina (ROITMAN et al, 2002). Além disso, ha
sensibilizagdo cruzada entre a ingestao de sédio e cocaina (ACERBO e JOHNSON,
2011). Animais com periodo de abstinéncia de um més de anfetamina ingeriram
mais comida que os animais que receberam salina (MENDEZ et al., 2009).
Pacientes em abstinéncia de opiaceos ganharam peso através do consumo
excessivo de alimentos salgados (COCORES e GOLD, 2009). Além disso, animais
tratados repetidamente com anfetamina tiveram um aumento na ingestdo de
sacarose comparado ao grupo tratado com salina (AVENA, N. M. e HOEBEL, B. G,,
2003).

A sensibilizagdo na ingestdo de sédio e a ingestdo de comidas palataveis de
alto valor hedénico, portanto, podem compartilhar mesmos mecanismos de
recompensa que algumas drogas de abuso. Algumas evidéncias como
sensibilizagdo cruzada e da sindrome da abstinéncia estao citadas nas Tabelas 1
(vide Tabelas, pag. 40) e 2 (vide Tabelas, pag. 41), trazendo algumas caracteristicas
destes recompensadores naturais que sao similares com as encontradas nas drogas

de abuso.

1.5. Objetivo

O objetivo principal do trabalho foi testar se o histérico de deple¢des de sodio

pode aumentar a ingestdo esponténea de sacarose em ratos.

Foi complementarmente testado se:
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- 0 efeito na ingestao espontanea de sacarose esta relacionado com mudangas na
bioquimica sanguinea;

- 0 efeito na ingestdo espontanea de sacarose € especifico para desidratagdes
extracelulares;

- a repeticdo de ingestao de sacarose é capaz de alterar a resposta de ingestdo de
sédio em animais depletados de sddio;

- 0 efeito na ingestao espontanea de sacarose é dependente de receptores NMDA.

2. MATERIAIS E METODOS

Ratos Holtzman (colénia de Araraquara - UNESP) pesando entre 265 a 280 g
ou Sprague-Dawley (Harlan Teklad, Indianopolis, IN, EUA) pesando entre 245 a 260
g foram utilizados para os experimentos. Eles foram mantidos no ciclo de 12 h
claro/escuro e alojados em gaiolas individuais suspensas em sala com temperatura e
umidade controladas. Os animais tiveram acesso livre a agua e NaCl 0,3 M, a menos
gque mencionado de outra maneira, contidos em bebedouros feito de buretas de
polipropileno (capacidade para 100 ml com divisbes a cada ml) com bicos de ago
inoxidavel encaixados em rolha antiacida. Todos os bebedouros usados nos
experimentos foram sempre acoplados a parte dianteira com os bicos de acesso
voltados para o interior de cada gaiola. A ragdo granulada para roedores (Guabi,
Brasil; formula NIH-31, EUA) (1 - 2% de sodio) foi oferecida para os animais em um
recipiente suspenso encaixado do lado de fora de cada gaiola. Todos os
experimentos iniciaram 7 dias depois dos animais terem sido alojados. Eles foram
realizados durante o ciclo claro, entre 9 e 12 horas, quando todos os
comportamentos, inclusive de ingestdo, estdo reduzidos. Os protocolos foram
aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais da FOAr-UNESP (Experimento 1
realizado no Laboratério de Fisiologia do Departamento de Fisiologia e Patologia da
FOAr) e da University of lowa (Experimento 2 realizado no laboratério do professor
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Alan Kim Johnson no Departamento de Psicologia da Universidade de lowa)
seguindo as recomendacgdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo animal e do
Instituto Nacional Americano de Saude (NIH) para os Cuidados e Uso de Animais de
Laboratério.

2.1. Drogas utilizadas

Furosemida (diurético e natriurético, Sigma-Aldrich St. Louis, MO) dissolvida
em veiculo de agua destilada, ajustada em pH = 9,0 com hidroxido de sédio 0,1 N.

Captopril (inibidor da enzima conversora de angiotensina, Sigma-Aldrich St.
Louis, MO) dissolvido em veiculo de salina isoténica.

MK-801 (antagonista de receptor de NMDA, Sigma-Aldrich St. Louis, MO)
dissolvido em veiculo contendo 95% salina e 5% de dimetilsulfoxido.

2.2. Deplecao de sodio e teste de apetite ao sédio

Os procedimentos para produg¢ao do apetite ao sédio em resposta a deplecéo
de sddio estdo detalhados nos Experimento 1 e 2. Resumidamente, foram usados
dois procedimentos para se induzir apetite ao sddio, aplicados sempre depois de
removidas ragcédo e os bebedouros de polipropileno contendo agua, NaCl 0,3 M. Em
um deles a deplegédo de sodio foi induzida através da inje¢do subcutanea (s.c.) do
diurético natriurético furosemida combinada a remog¢ao do sodio ambiente por 24 h
para producéo tardia de apetite ao sddio. Em outros a deplec¢ao de sddio foi induzida
através da injegéo s.c. da furosemida (Furo) combinada a injec&o s.c. de baixa dose
do inibidor da enzima conversora de angiotensina Il (Cap) para produgao rapida do
apetite ao sodio. A ingestdo de NaCl 0,3 M e de agua foi medida através de
bebedouros de vidro graduados no teste do apetite ao sédio realizado imediatamente
apés cada procedimento para induzir deplecdo de sodio. Foi demonstrada a
presenca do sal aos animais tocando levemente os labios deles com o bico dos
bebedouros. Os liquidos foram oferecidos aos animais no inicio de cada teste em

bebedouros feitos de bureta de vidro graduada a cada 0,1 ml. Terminado um teste de
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apetite ao sédio, agua, NaCl 0,3 M e ragéo foram oferecidos para livre consumo até o

proximo teste.

2.3. Teste de (ingestao de) sacarose — pos-deplecao de sédio

A sacarose foi oferecida diariamente apos o ultimo teste de apetite ao sédio
(detalhes nos Experimentos 1a, 1b) para animais hidratados sem acesso prévio a
solugédo de agucar conforme protocolo de trabalho anterior (DE LUCA et al., 2002).
Foram removidas a racédo e os bebedouros de polipropileno contendo agua e NaCl
0,3 M. Em seguida, sacarose 10% foi oferecida em bebedouros feitos de bureta de
vidro graduada a cada 0,1 ml. Foi demonstrada a presenga do agucar aos animais
tocando levemente os labios deles com o bico dos bebedouros. A ingestdo de
sacarose 10% foi medida por 2 horas (teste de sacarose). A solugado de sacarose foi
removida ao final do teste e agua, NaCl 0,3 M e racédo foram oferecidos para livre

consumo até o proximo teste.

2.4. Analise bioquimica sanguinea

As amostras foram coletadas em tubos pré-refrigerados na temperatura de 4
°C contendo gel ou EDTA sadico (2 mg/ml de sangue) para obtengdo de soro e
plasma, respectivamente. Todas as amostras foram centrifugadas por 10 min. As
amostras para a determinacdo da atividade de renina plasmatica (ARP) foram
armazenadas a -20 °C. Todas as outras amostras foram analisadas imediatamente
apos centrifugagdo. As concentragdes de sodio (Sna) € potassio sérico (Sk) foram
medidas atraveés de potenciémetro usando um eletrodo ion-especifico (ISE AVL 9180
Scientific Co., Roswell, Georgia, EUA). A concentracdo sérica de glicose e
triglicérides foi medida pelos métodos da glicose-oxidase e enzimatico,
respectivamente, em sistemas automatizados (Labtest reagent, LABmax 240-
Labtest, Hirose Electronic System Co., Masu-Gun, Tochigi, Japao). Atividade de
renina plasmatica (ARP) foi determinada por radioimunoensaio com anticorpos para

angiotensina | gerada a partir do angiotensinogénio.
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2.5. Estatistica

ANOVA de uma via foi usada para comparar os grupos nos testes bioquimicos
sanguineos. ANOVA de duas vias com medidas repetidas ou teste T foram usados
para comparar os grupos nos testes de ingestdo. Para comparar a ingestao diaria
entre os grupos e entre os dias foram utilizadas ANOVA de duas vias ou uma via
com medidas repetidas, ou teste T pareado. O teste post-hoc Student-Newman-
Keuls foi utilizado para comparar as meédias. A significancia requerida foi de
probabilidade menor que 0,05. Os dados foram expressos pela média + erro padrao
da média.

Para analise da ingestao diaria no Experimento 2b, os dias foram separados
em blocos, Basal (periodo de dias sem nenhum tipo de tratamento, para todos os
animais), P6s FC (periodo de dias apds os quatro tratamentos com Furo/Cap),
Sacarose (dias de testes de sacarose) e Pos Sac (dias apds o ultimo teste de
sacarose). Foram utilizados somente os ultimos 5 dias de cada bloco. Os dias entre

os tratamentos com FC nao foram utilizados na analise.

2.6. Experimento 1. Episodios de deplegao de sédio e ingestao de sacarose.

2.6.1. Experimento 1a. Ingestédo espontanea de sacarose em ratos com historico de

deplegéo de sodio

O objetivo deste experimento foi testar se a ingestdo de sacarose é
aumentada pelo histérico de deplec¢des de sbédio. A deplecdo de sddio foi induzida no
grupo teste pela combinagdo da injecdo de furosemida com a remogédo do sodio
ambiente por 24 h (SAKAI et al., 1987). Este procedimento induz entre 1,5 e 2 mEq
de perda de sodio além de um consistente apetite ao sddio, o qual se expressa ou
“amadurece” mais de 10 h apos a injecdo de furosemida (ROWLAND e MORIAN,
1999; TEKOL, 2006).

Um grupo de 16 animais foi separado em 2 subgrupos, controle (n = 8) e teste
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(n = 8). Ragado, NaCl 0,3 M e agua foram removidas e as gaiolas dos animais foram
lavadas com agua. Em seguida, a deplec¢do de sodio foi induzida no grupo teste por
uma injegdo subcutédnea de furosemida (10 mg/ml/animal) seguida pelo acesso a
somente agua e alimento deficiente de sodio (fuba em po6; 0,001% de sddio e 0,33%
de potassio), por 24 h. O grupo controle recebeu injegdo subcutanea de veiculo e
acesso a agua, NaCl 0,3 M e ragao por 24 h. Ao final das 24 h, o fuba foi removido e
NaCl 0,3 M e agua oferecidas para todos os animais. A ingestdo cumulativa da cada
liquido foi medida a 15, 30, 60 e 120 min (teste de apetite ao sodio). A deplecao
seguinte foi induzida uma semana mais tarde. O segundo teste de apetite ao sédio
foi realizado apds a segunda deplegcdo de sdédio. Uma semana apos a segunda
deplecédo de sodio foi oferecida sacarose 10% dando inicio ao primeiro teste de
sacarose. O teste de sacarose foi repetido uma vez ao dia, pelos 4 dias seguintes.

Controle Veh + 24h dieta normal de Na+

! }

Furo + 24h dieta pobre de Na+*

! }

1 7 14 18
| | | | diasI
! ]

Teste do apetite Na+

Testes da sacarose

2.6.2. Experimento 1b. Ingestédo espontanea de sacarose em ratos com historico de

deplegdo, com reposig¢éo de sédio i.p. (sem teste do apetite ao Na*).

Conforme mostrado nos resultados, o historico de deple¢cdes de sddio
aumentou a ingestdo de sacarose 10% no Experimento 1a. O objetivo do

Experimento 1b foi testar se a experiéncia de ingerir sodio durante o teste de apetite
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ao sodio foi necessaria para aumentar a ingestao de sacarose. O protocolo usado foi
similar ao usado em trabalhos prévios de incremento no apetite ao sodio (SAKAI et
al., 1987).

Um grupo de 14 animais foi separado em dois subgrupos, controle (n = 7) e
teste (n = 7). Racdo, NaCl 0,3 M e agua foram removidas e as gaiolas lavadas com
agua. Em seguida, a deplegdo de sodio foi induzida no grupo teste pela injecéo
subcutanea de furosemida com a remoc¢ao do sddio ambiente como descrito no
Experimento 1a. O grupo controle recebeu uma injecdo subcutanea de veiculo e
acesso a agua, NaCl 0,3 M e ragao regular por 24 h. Ao final das 24 h, a ragao foi
removida e cada animal de ambos os grupos recebeu um total de 2,0 mEq de sédio
distribuidos uniformemente através de quatro injegbes intraperitoneais (0,5 mEqg/3,5
ml cada) de NaCl 0,15 M (carga passiva de sodio) as quais igualam o amonte de
sédio perdido pelo animal através da deplecdo. As quatro injegcdes de NaCl 0,15 M
foram realizadas a intervalos de 30 min. Somente agua e rac&o regular foram
retornadas imediatamente apds a ultima injegéo, ficando disponiveis por 24 h. O
NaCl 0,3 M foi retornado ao final das 24 h e mantido disponivel até a proxima
deplecdo. A segunda deplecdo de sddio foi seguida pela carga passiva de sodio
realizada uma semana apds a primeira deplecdo. Uma semana apds a segunda
deplecédo de sddio, ragcdo, NaCl 0,3 M e agua foram removidas para dar inicio ao
primeiro teste de sacarose. O teste de sacarose foi repetido uma vez ao dia, pelos 4
dias seguintes.
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Controle Veh + 24 h dieta normal de Na+

! }

Furo + 24 h dieta pobre de Na+*

! }

1 7 14 18
I | | | diasI
[ ]

Reposicao i.p. de Na*

Testes da sacarose

2.6.3. Experimento 1c. Apetite ao sodio em ratos com histérico de testes de

sacarose.

O objetivo deste experimento foi investigar se a experiéncia prévia ao sabor
de sacarose aumenta o apetite ao sédio.

Dezesseis animais foram utilizados e todos tiveram acesso a agua, NaCl 0,3
M e racdo. Metade do grupo teve livre acesso a uma terceira bureta contendo 5 ml
de sacarose 10%. A outra metade teve acesso a uma terceira bureta contendo 5 mi
de agua. O acesso a terceira bureta foi feito no mesmo horario todos os dias
(comecgo da tarde), horario correspondente aquele em que foram realizados os testes
de apetite ao sodio e de sacarose no Experimento 1a. Os animais ingeriram os 5 ml
de sacarose 10%, a qual foi renovada por 7 dias consecutivos. No dia seguinte ao
ultimo dia de acesso a sacarose, ragao, agua e NaCl 0,3 M foram removidas e todas
as gaiolas foram lavadas. Em seguida, a deplecdo de sddio foi induzida em ambos
0s grupos pela combinagao da inje¢cao de furosemida e remogao do sodio ambiente
por 24 h. O teste de apetite ao sodio comegou 24 h apos a injegcdo de furosemida. A
racao padrao foi retornada aos animais ao final do teste e, juntamente com agua e
NaCl 0,3 M, mantida disponivel para livre consumo até a segunda e ultima deplegao
de sddio induzida uma semana mais tarde. O segundo e ultimo teste de apetite ao
sédio ocorreu em seguida a ultima deplecéo.
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Controle sem acesso a sacarose 10%

! }

acesso a 5 ml de sacarose 10%

! }

1 7 14
| | | diasI

Testes da sacarose

Teste do apetite ao Na+

2.6.4. Experimento 1d. Ingestéo de sacarose espontanea em ratos com historico de

desidratagébes intracelulares

O objetivo deste experimento foi saber se o historico de desidratagéo
intracelular, que induz sede também chamada de intracelular, produz incremento na
ingestao espontanea de solugao de sacarose no teste de sacarose.

Os animais (n = 16) foram removidos de suas gaiolas e treinados para
gentilmente receber uma sobrecarga intragastrica (gavagem) resultante de infuséo
de agua destilada (1 ml) através de um tubo de polipropileno (PE-10) conectado a
uma seringa. O comprimento do tubo e a sobrecarga de NaCl (2 ml de solugédo de
NaCl 2 M), necessarias para induzir forte hipernatremia, natriurese, redu¢cado na ARP
e sede foram baseados em trabalho prévio (PEREIRA et al., 2002). O treinamento
comegou 2 dias apds a adaptacao e realizado uma vez ao dia, por 5 dias. No sexto
dia, apos remogao da racgado e liquidos da gaiola, metade do grupo recebeu gavagem
de NaCl 0,15 M (controle). A agua foi oferecida 1 h apos a gavagem e a ingestao de
agua foi registrada por 2 h (teste de sede). Ragao padrdo e agua foram mantidas
disponiveis até a proxima desidratagao intracelular realizada uma semana mais tarde
seguida do teste de sede. Uma semana apos o segundo teste de sede, ragéo
regular, NaCl 0,3 M e agua foram removidos e bebedouro contendo sacarose 10% foi
oferecido dando inicio ao teste de sacarose. O teste de sacarose foi repetido

diariamente, pelos proximos quatro dias.
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Controle Gavagem c/ salina isoténica

! }

Gavagem (2 ml de NaCl 2 M)

! }

1 7 14 18

| | | | diasI
! ]

Teste da sede

Testes da sacarose

2.6.5. Experimento 1e. Ingestdo de sacarose em ratos com historico de deplegéo de
sodio: producgéo de rapido apetite ao soédio

Nesse experimento utilizamos outro protocolo que induz e sensibiliza o apetite
ao soédio, o protocolo Furo/Cap. Conforme explicado adiante, o Furo/Cap induz um
rapido apetite ao sédio, em questdo de duas horas. A repeticdo de injegdes de
Furo/Cap também sensibiliza o apetite ao sdédio conforme mostrado originalmente em
nosso laboratorio (PEREIRA et al., 2010).

A rapidez na inducdo do apetite ao sodio pelo Furo/Cap colaborou para
investigarmos quatro aspectos importantes relacionados ao efeito do histérico de
deplegao sobre o teste de sacarose. O primeiro aspecto foi saber se o incremento na
ingestao de sacarose pode ser induzido por outro método de deplegéo de sbédio além
do método de furosemida combinada com 24 h de dieta pobre em sédio. O Furo/Cap
serviu para testar se o incremento na ingestdo do agucar estava de fato associado a
sensibilizagdo da ingestdo de sédio em geral ou se foi um fenbmeno dependente de
um protocolo particular (furosemida + 24 h de remogao de sodio ambiente). O uso do
protocolo Furo/Cap confirmou o carater geral do efeito conforme descrito em
Resultados. Um segundo aspecto € a intensa producdo de ANG Il que resulta da
injecdo de Furo/Cap (ver paragrafo seguinte) ajudando a definir melhor o agente da
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deplecdo de sodio responsavel pelos efeitos na ingestdo de sacarose. Testamos
entdo se a repeticdo do Furo/Cap estaria associada a alteragdes bioquimicas
sanguineas que pudessem explicar o aumento na ingestdo de sacarose. Finalmente,
confirmado o efeito na ingestdo de sacarose, o Furo/Cap passou a ser util para
investigar mecanismos associados a esse efeito na ingestdo de sacarose através da
utilizagao do inibidor de canais NMDA, Mk-801. A rapida agao deste protocolo sobre
a ingestdo de sodio permitiu intervengbes farmacoldgicas agudas visando o
entendimento desses mecanismos (PEREIRA et al., 2010; HURLEY e JOHNSON,
2013).

O Furo/Cap envolve a injegao subcuténea do diurético natriurético furosemida,
Furo (10 mg/kg/ml), e outra injecdo subcutanea de captopril Cap (5 mg/kg/ml) ou
Furo/Cap. Este protocolo induz a ingestdo de NaCl hiperténico ao redor de uma hora
apos as injegdes, devido a massiva conversdo de ANG | em ANG Il no encéfalo,
ajudado pela fraca hipotensdo resultante da falta de ANG Il na periferia
(THUNHORST e JOHNSON, 1994). O mesmo tratamento também sensibiliza o
apetite ao sédio produzido tanto em resposta ao Furo/Cap sozinho como em
resposta a privagao de agua; sensibilizacdo essa dependente, pelo menos em parte,
da acdo da ANG Il em seus receptores AT1 (PEREIRA et al., 2010).

Quatorze animais foram distribuidos em 2 grupos: Teste, o qual recebeu dois
tratamentos iniciais de Furo/Cap e um ultimo de Furo/Cap (n = 7); controle, o qual
recebeu dois tratamentos iniciais de veiculo e o ultimo de Furo/Cap (n = 7). Foi dado
um intervalo de dois dias sem tratamento entre dois dias de tratamento e seus
respectivos testes de apetite ao sédio. No dia do primeiro teste de apetite ao sddio, a
racdo e os liquidos foram removidos e o grupo teste recebeu duas injecdes
subcuténeas, uma de Furo e outra de Cap. O grupo controle recebeu inje¢cdes de
veiculo de Furo e Cap. Apds uma hora de injecdo de Furo/Cap ou veiculo, agua e
NaCl 0,3 M foram oferecidos e suas ingestdes registradas por 2 h (teste de apetite ao
sodio). A racao foi retornada aos animais ao final do teste e, juntamente com agua e
NaCl 0,3 M, mantida disponivel para livre consumo até o préximo teste. O mesmo
tratamento foi realizado para ambos os grupos no segundo teste realizado 3 dias

depois. O teste final foi realizado 3 dias apds o segundo, no qual ambos os grupos
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foram tratados com Furo/Cap antes do teste do apetite ao sodio. O primeiro teste de
sacarose iniciou-se dez dias apos o terceiro teste de apetite ao sodio para reforcar a
hipétese de que a sensibilizagdo do animal ao sddio possa influenciar a ingestéo de
uma substancia hedbénico como a sacarose. O teste de sacarose foi repetido
diariamente por outros 4 dias.

Controle Veh/Veh Furo/Cap

I | l

l Furo/lCap l

1 4 7 17 21
| | | | | diasI
! ! I

Teste do apetite ao Na+

Testes da sacarose

2.6.6. Experimento 1f. Analise bioquimica sanguinea em ratos com historico de

rapido apetite ao sodio

Vinte e trés animais foram distribuidos em trés grupos: Teste, o qual recebeu
2 tratamentos iniciais de Furo/Cap e um ultimo de Furo/Cap (n = 7); controle-Furo, o
qual recebeu dois tratamentos iniciais de veiculo e um ultimo de Furo/Cap (n = 8);
controle-veiculo, o qual recebeu dois treatmentos iniciais de veiculo e um ultimo
também de veiculo (n = 8). Foram dados dois dias de intervalo sem tratamento entre
os dois tratamentos e seus respectivos testes de apetite ao soédio. Cada animal
recebeu um tratamento seguindo a mesma sequéncia de tratamentos e dias
utilizados no Experimento 2a. Dez dias ap6s o ultimo teste de apetite ao sodio (dia
que iniciaria os testes da sacarose), os animais tiveram seu sangue do tronco
coletado imediatamente apds a decapitacdo para a determinacdo da concentragao
sérica de sddio, potassio, proteinas, glicose e triglicérides e da atividade de renina
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plasmatica.
Controle Veh/Veh
1 Furo/Cap Veh/Veh Furo/Cap

Coleta do sangue
! 1 l
l Furo/Cap

Teste do apetite ao Na+*

2.7. Experimento 2

2.7.1. Experimento 2a. Efeito do bloqueio de receptores NMDA combinado com
Furo/Cap no teste da sacarose

O objetivo deste experimento foi investigar se os receptores NMDA medeiam
os efeitos de repetidas inje¢cdes de Furo/Cap na ingestdo espontanea de sacarose
10%. Foi utilizado um protocolo baseado em trabalho prévio o qual utiliza MK-801,
um antagonista de NMDA, que previne a sensibilizagdo produzida pelo Furo/Cap
teste do apetite ao sodio induzido (HURLEY e JOHNSON, 2013). Aproveitamos para
também ampliar os dados da literatura (JOHNSON e THUNHORST, 1997) testando
o efeito do MK-801 na sensibilizacdo da ingestéo diaria de sodio.

Racgéo e liquidos foram removidos. Em seguida MK-801 (0,15 mg/kg), ou
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respectivo veiculo, foi injetado intraperitonealmente, 20 min apds da injegdo de
Furo/Cap ou veiculo. NaCl 0,3 M foi oferecido uma hora apoés injegao de Furo/Cap ou
veiculo. Na hora seguinte foi oferecida agua. A ragao foi retornada uma hora apos.
Racéo e liquidos foram mantidos disponiveis até o proximo teste.

Dezoito animais foram distribuidos em trés grupos: MK + FC, o qual recebeu
quatro tratamentos de veiculo de MK-801 e Furo/Cap (n = 6); MK + FC, o qual
recebeu quatro tratamentos de MK-801 com Furo/Cap (n = 5); VEH + VEH, o qual
recebeu quatro tratamentos de veiculo de MK-801 e veiculo de Furo/Cap (n = 7).
Foram realizados quatro tratamentos por grupos no total, cada tratamento sendo
efetuado com intervalo de dois dias entre eles. Um teste de sacarose foi realizado 5

dias apds o ultimo tratamento.

VEH + VEH
Vool
VEH + FC
Voo
MK + FC Teste da sacarose
Voo FT1T1
| I | I | >
| | | | |
0 5 17 23 27 34 dias
I O

Teste do apetite ao Na+

2.7.2. Experimento 2b. Bloqueio dos receptores NMDA combinado com Furo/Cap:
efeito na ingestéo diaria de solugéo de NaCl 0,3 M e agua.

Os mesmos animais do Experimento 2c foram utilizados para as medidas de
ingestao diaria. Os animais tiveram acesso diario a um bebedouro de polipropileno
contendo agua destilada e outro contendo NaCl 0,3 M. A ingestdo de cada liquido foi
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registrada diariamente.

VEH + VEH

oo

VEH + FC

oo

MK + F/C Teste da sacarose

Voor b FTi1Tl
Basal

0 5 17 23 27 34 dias

L r trt

Teste do apetite ao Na+
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3. RESULTADOS

3.1. Experimento 1

3.1.1. Experimento 1a. Ingestdo espontanea de sacarose em ratos com histoérico de

deplegcédo de sodio.

Ratos com histérico de deplecdo de sddio, i.e. grupo teste (n = 8) ingeriram
mais NaCl 0,3 M que o grupo controle (n = 8) no 1° e 2° testes de apetite ao sddio
(Tabela 3, Apéndice). Além disso, houve um incremento do 1° para o 2° teste do
apetite ao sédio na ingestdo de NaCl 0,3 M do grupo teste. Houve efeito no
tratamento [F (1,28) = 91,1; P < 0,05], e interac&o entre teste e tratamento [F (1,28)
= 4,4; P < 0,05]. Nao houve efeito no teste de apetite ao sodio [F (1,1) = 4,1; P =
0,052].

Quando avaliados todos os cinco testes de sacarose nota-se que o grupo
teste (n = 8) ingeriu mais sacarose 10% que o grupo controle (n = 8) no 1° e 2° testes
de sacarose (Figura 1). Houve efeito no tratamento [F (1,14) = 8,5; P < 0,05] e
interacdo entre tratamento e tempo [F (4,56) = 6,3; P < 0,05]. Nao houve efeito no
tempo [F (4,56) = 29,7; P < 0,05].
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Fig. 1. Ingestdo de sacarose de ratos hidratados submetidos a cinco testes de
sacarose. O grupo teste teve historico de deplecdo de sodio induzida pela
combinagao da injecdo de furosemida com remogéo do sodio ambiente por 24 h. O
grupo teste também teve experiéncia de ingerir NaCl 0,3 M nos testes de apetite ao
sédio. N = 8/grupo. * P < 0,05 comparado ao controle do mesmo teste de sacarose.

O grupo teste também ingeriu mais sacarose 10% do que o grupo controle aos
15 min do primeiro teste de sacarose quando todos os animais apresentavam
inexperiéncia com o agucar (Tabela 4, Apéndice). Nesse primeiro teste houve efeito
no tratamento [F (1,14) = 7,3; P < 0,05] e tempo [F (4,56) = 9,1; P < 0,05]. Nao houve
interacdo entre tratamento e tempo [F (4,56) = 2,4; P = 0,06].

3.1.2. Experimento 1b. Ingestdo espontanea de sacarose em ratos com histoérico de
deplegdo, com reposig¢do de sédio i.p. (sem teste do apetite ao Na*).

Quando avaliados todos os cinco testes de sacarose nota-se que os animais
teste com historico de deplegdo de sodio (n = 7) e seus controles (n = 7), ambos o0s
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quais receberam sodio através de uma carga passiva de sodio, ingeriram
quantidades similares de sacarose 10% nos testes de sacarose (Figura 2). Nao
houve efeito no tratamento [F (1,12) = 3,1; P = 0,1] ou interagdo entre tratamento e
tempo [F (4,48) = 0,7; P = 0,6]. Houve efeito no tempo [F (4,48) = 14,8; P < 0,05].

mm Teste
3 Controle

(ml/120min)

&
|

Ingestao de sacarose 10%

1 2 3 4 5
Testes de sacarose

Fig. 2. Ingestdo de sacarose de ratos hidratados submetidos a cinco testes de
sacarose. Os grupos teste e controle ndo tiveram experiéncia com o teste do apetite
ao sodio ao final de cada deplegéo de sodio. N = 8 /grupo.

N&o houve diferenga entre grupo teste e controle quando todos os animais
apresentavam inexperiéncia com o agucar. Nao houve efeito no tratamento [F (1,12)
= 2,0; P = 0,2] ou interagao entre tratamento e tempo [F (4,48) = 0,8; P = 0,6] (Tabela
4, Apéndice). Houve efeito para o tempo [F (4, 48) = 8,9; p < 0,001].

3.1.3. Experimento 1c. Apetite ao sodio em ratos com histérico de testes de

sacarose.

Animais teste com experiéncia na ingestdo de sacarose (n = 8) e controles (n

= 8) sem experiéncia ingeriram quantidades similares de NaCl 0,3 M no teste de
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apetite ao sodio (Figura 3). N&o houve efeito no tratamento [F (1,14) = 2,2; P = 0,16],
e na interagao entre tratamento e tempo a [F (4,56) = 0,5; P = 0,75]. Houve efeito no
tempo [F (4,56) = 25,9; P < 0,05].
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Fig. 3. Ingestdo ndo cumulativa de solu¢cdo de NaCl 0,3 M de ratos depletados de
sédio que tiveram experiéncia prévia com sacarose 10% (Teste) e ratos os quais nao

tiveram experiéncia prévia (Controle). N = 8 /grupo.

3.1.4. Experimento 1d. Ingestdo de sacarose espontanea em ratos com histoérico de

desidratacées intracelulares.

Ratos com histérico de desidratagdes intracelulares, i.e. grupo teste (n = 8),
ingeriram mais agua que o grupo controle (n = 8) no 1°teste de sede (controle = 1,6
+ 0,7 ml vs. teste = 7,9 + 1 ml) e no 2° testes de sede (controle = 1,6 + 0,7 ml vs.
teste = 7,9 + 1 ml). Além disso, ndo houve um incremento na ingestéo de agua do 1°
para o 2° teste de sede do grupo teste. Ndo houve efeito entre os testes de sede [F
(1,1) = 2,7; P = 0,1]. Houve efeito no tratamento [F (1,28) = 49,6; P < 0,05] mas nao

houve interac&o entre tratamento e testes de sede [F (1,28) = 0,16; P < 0,05].
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N&o houve diferenga na ingestdo de sacarose 10% entre testes com histérico
de desidratagdes intracelulares (n = 8) e controles (n = 8) nos testes de sacarose
(Figura 4). N&o houve efeito no tratamento [F (1,12) = 3,1, P = 0,103] ou interagao
entre tratamento e tempo [F (3,48) = 0,7, P = 0,3]. Houve efeito no tempo [F (3,48) =
14,8, P < 0,05].
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Fig. 4. Ingestdo de sacarose medida em ratos hidratados sem indugdo no inicio do
teste de sacarose. Para o grupo teste foi realizado um historico de desidratagdes

intracelulares induzidas por gavagem de 2 ml de solu¢gdo de NaCl 2 M. N = 8/grupo.

Interagdo entre tratamento e tempo [F (4,70) = 3,0; P < 0,05] apareceu no
primeiro teste de sacarose quando os animais desconheciam a sacarose (Tabela 4,
vide Apéndice). Nao houve efeito no tratamento [F (1,70) = 1,3; P = 0,27] e houve
efeito no tempo [F (4,70) = 79,0; P < 0,05].

3.1.5. Experimento 1e. Ingestdo de sacarose em ratos com historico de deple¢do de

sodio: produgéo de rapido apetite ao sodio.
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Ratos com histérico de Furo/Cap, grupo teste (n = 7) ingeriram mais NaCl 0,3
M que o grupo controle (n = 7) no 1° e 2° testes de apetite ao sédio (Tabela 3,
Apéndice). Além disso, houve um incremento do 1° para o 2° teste do apetite ao
sédio no grupo teste. Houve efeito do tratamento [F (1,12) = 10,2; P < 0,05], entre
testes de apetite ao sodio [F (2,24) = 3,8; P < 0,05] e interagdo entre tratamento e
testes de apetite ao sodio [F (2,24) = 3,7; P < 0,05].

O grupo teste com historico de Furo/Cap (n = 7) ingeriu mais sacarose 10% do
que o grupo controle (n = 7) nos testes de sacarose (Figura 5). Houve interagéo entre
tratamento e tempo [F (4,48) = 2,8; P < 0,05]. Nao houve efeito do tratamento [F
(1,12) =1,9; P = 0,2]. Houve efeito no tempo [F (4,48) = 4,9; P < 0,05].
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Fig. 5. Ingestdo de sacarose medida em ratos hidratados sem indugdo no inicio do
teste de sacarose. Para o grupo teste teve histérico de depleg¢des de sddio induzido
por Furo/Cap. O grupo teste também tinha experiéncia na ingestdo rapida de NacCl
0,3 M ocorrida no teste de apetite ao sédio em reposta ao Furo/Cap. * P < 0,05

comparado ao grupo controle. N = 7/grupo.
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Animais testes ingeriram mais solu¢ao de sacarose 10 % que os controles nos
15 min iniciais do primeiro teste da sacarose quando os animais ainda desconheciam
a sacarose (Tabela 4, Apéndice). Houve efeito significante no tratamento [F (1,12) =
16,5; P < 0,05], tempo [F (4,48) = 23,7; P < 0,05] e interagdo entre tratamento e
tempo [F (4,48) = 7,4; P < 0,05].

3.1.6. Experimento 1f. Analise bioquimica sanguinea em ratos com historico de
rapido apetite ao sodio.

O histérico de trés ou somente um Furo/Cap ndo teve efeito significante na
bioquimica sanguinea em relagdo aos animais controle tratados com apenas veiculo
(Tabela 5, Apéndice). Nao houve diferenga na concentragéo sérica de sodio [F (2,20)
= 0,9, P = 0,43], potassio [F (2,20) = 0,7, P = 0,51], proteinas totais [F (2,20) = 2,2, P
= 0,14], glicose [F (2,20) = 2,0, P = 0,17] e triglicérides [F (2,20) = 1,5, P = 0,25] entre
os grupos. Também n&o houve diferenga na atividade de renina plasmatica ou ARP
[F (2,20)=0,1, P =0,93].

3.2. Experimento 2

3.21. Experimento 2a. Efeito do bloqueio de receptores NMDA combinado com
Furo/Cap no teste da sacarose.

Ratos do grupo MK + FC (n = 5) e do grupo VEH + FC (n = 6) ingeriram mais
NaCl 0,3 M que o grupo controle VEH + VEH (n = 7) no 1°, 2°, e 4° testes de apetite
ao sodio (Tabela 3, Apéndice). O grupo VEH + FC apresentou ingestédo diferente de
NaCl 0,3 M comparada ao grupo MK + FC no 1°, 3° e 4° testes de apetite ao sddio.
No 3° teste de apetite ao sddio, somente o grupo VEH + FC ingeriu significantemente
mais NaCl 0,3 M que o grupo VEH + VEH. Houve efeito no tratamento [F (2,3) =
75,7; P < 0,05], teste [F (3,60) = 8,6; P < 0,05] e interagao entre tratamento e tempo



39

[F (6,60) = 4,7; P <0,05].

O historico de veiculo com Furo/Cap (VEH + FC, n = 6) aumentou a ingestéao
de sacarose 10% nos 15 min iniciais do teste de sacarose comparado ao histérico de
MK-801 e Furo/Cap (MK + FC, n = 5) ou somente veiculo (VEH + VEH, n = 7), em
quando os ratos estavam sem experiéncia prévia com sacarose (Figura 6). Nao
houve diferenca entre MK + FC e VEH + VEH. Houve efeito no tratamento [F (2,15)
= 5,9, P < 0,05] e tempo [F (3,45) = 19,4, P < 0,05]. N&do houve interagdo entre
tratamento e tempo [F (6,45) = 1,4, P = 0,3].

10 —>~ VEH + FC
—*- MK + FC
" —¥- VEH + VEH

*vs. outros grupos

\‘\"7:31’::—,, _—
e —e *e——9

30 45 60 120

Ingestao de sacarose 10%

Tempo (min)

Fig. 6. Ingestdo ndo cumulativa de sacarose 10% medida em animais hidratados. O
grupo FC teve histérico de deple¢des induzidas por Furo/Cap combinadas com
veiculo de antagonista NMDA (VEH + FC, n = 6) ou o antagonista NMDA MK-801
(MK + FC, n = 5). Um grupo tinha somente historico de veiculo de MK-801
combinado com veiculo de Furo/Cap (VEH + VEH, n = 7). N = 7/grupo. *P < 0,05
comparado ao controle do mesmo teste de sacarose.

3.2.2. Experimento 2b. Bloqueio dos receptores NMDA combinado com Furo/Cap:
efeito na ingestéo diaria de solugdo de NaCl 0,3 M e agua.

Analise dos blocos Basal e Poés FC: sensibilizacdo na ingestdo diaria de sodio e
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sodio.

A ingestdo de NaCl 0,3 M do grupo VEH + FC (n = 6) no bloco Pdés FC
aumentou comparado a sua ingestdo no bloco Basal. VEH + FC também ingeriu
mais NaCl 0,3 M do que o grupo VEH + VEH (n = 5) no bloco P6s FC (Figura 7,
esquerda). Houve diferenga significativa entre tratamentos [F (1, 11) = 5,96; P < 0,05]
e blocos [F (1,11) = 16,6; P < 0,05]. N&o houve interagao entre tratamento e bloco [F
(1,11)=2,2; P=0,2].

A ingestédo de agua do grupo VEH + FC (n = 6) e do grupo VEH + VEH (n =7)
nao foi alterada (Figura 7, direita). Nao houve diferenga significativa entre tratamento
[F (1, 11) = 0,1; P = 0,7], blocos [F (1,10) = 0,225; P = 0,6] ou interagao entre
tratamento e bloco [F (1,10) = 0,007; P = 0,9].

Ingestdo NaCl Ingestdo agua
t 30
16 1
[J VEH + VEH B VEH +FC

£ . ‘
- P
" %
= £
° >
o ©
R 8 8
r- o 24
g £
°
b 5
T o4 b=
& 22
£

0 0

Basal Pés FC Basal Pés FC

Fig. 7. Ingestdo média diaria de NaCl 0,3 M e agua dos grupos VEH + VEH (n=7) e

VEH + FC (n = 6), nos blocos Basal e Pés FC. * vs. Basal, respectivo grupo; Tvs.

VEH + VEH. P <0,05.

A ingestdo diaria de NaCl 0,3 M do grupo MK + FC (n = 5) no bloco Pés FC
(17,1 £ 1,5 ml) aumentou comparado ao bloco Basal (4,9 + 1,6 ml). t =-7,693 com 4



41

GL, P < 0,05 (Figura 8, esquerda). A ingestao diaria de agua do grupo MK + FC (n =
5) no bloco de dias Pés FC (25,3 £ 1 ml) diminuiu comparado ao bloco Basal (22,3 +
1,1ml).t=2,8com4 GL, P <0,05 (Figura 8, direita).

Ingestao NaCl Ingestdo agua
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Fig. 8. Ingestdo média diaria de solugdo de NaCl 0,3 M e agua do grupo MK + FC
nos blocos Basal e P6s FC. N = 5. * vs. Basal. P < 0,05.

Analise dos blocos Pbs FC, Sacarose e Pos Sac: efeito da ingestdo de sacarose na

ingestéo diaria de sodio e agua.

O grupo VEH + VEH n&o alterou sua ingestéo tanto de NaCl 0,3 M quanto de
agua durante todo o periodo, i.e. os blocos de dias P6s FC (antes do acesso a
sacarose), Sacarose e Pos Sac (Figura 9). Nao houve diferenca estatistica entre os
blocos tanto para a solu¢do de NaCl 0,3 M [F (6,2) = 0,8; P = 0,48] quanto para a
agua [F(6,2) = 1,3; P =0,3].
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Fig. 9. Ingestdo média diaria de NaCl 0,3 M e agua dos grupos VEH + VEH (n = 7),
MK + FC (N = 5) e VEH + FC (n = 6) nos blocos Pés FC (antes do acesso a

sacarose), Sacarose e Pds Sac. * vs. Pés FC, respectivo grupo. Tvs. Pés FC e

Sacarose. P < 0,05. N =5 - 7/grupo.

O grupo MK + FC (n = 5) nado alterou sua ingestdo de NaCl 0,3 M durante o
periodo analisado (Figura 9, esquerda). Nao houve diferenga entre os blocos para a
solugéo de NaCl 0,3 M [F (4,2) = 1,76; P = 0,23]. Houve um aumento na ingestao de
agua no ultimo bloco do periodo, i.e. Pés FC, comparado aos outros periodos
analisados. Houve diferencga significativa entre os blocos [F (4,2) = 10,5; P < 0,05].

A ingestdo de NaCl 0,3 M do grupo VEH + FC (n = 6) diminuiu no bloco Pos
Sac comparado com os blocos Pés FC e Sacarose (Figura 9, esquerda). Houve
diferenca significativa entre os blocos [F (5,2) = 6,6; P < 0,05]. Nao ocorreu alteragéo

na ingestao de agua do grupo entre os blocos [F (5, 2) = 0,3; P = 0,70].
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Tabela 1. Efeitos da sensibilizacdo ao sédio similares aos evidenciados para as

drogas de abuso.

Efeito das
drogas de Sodio Referéncias
abuso
Cocaina Sensibilizagdo cruzada reciproca (ACERBO e
(aumento da resposta locomotoraem  JOHNSON,
ratos). 2011)

Sensibilizagao
cruzada com

drogas de ~
abuso . Aum(_aqtp naNIocomqggo em ratos.
Anfetamina A sensibilizagdo ao sédio aumentou a (ROITMAN
ramificacdo dendritica no NAcc de et al., 2002)
forma parecida com a encontrada em N
animais sensibilizados a anfetamina.
, Alimentos perdem o sabor em uma
Sa'ggtriﬁgfcga alimentagdo sem soédio. (TZEOE%L’
~ 11,7 mg/ 24 h de sodio - indios
Doszee Ssu(;agao Yanomami. Maioria das outras ('I'onléé))L,
| populagdes ingerem 1000 vezes mais.
A ingestao excessiva normalmente se
mantém por toda a vida do individuo.
(TEKOL,
2006)
Pacientes hipertensos tiveram
Desei | dificuldades em seguir os conselhos (5/\/E1I3§7e)t
©s€jo pela na ingestdo moderada de sal. v
droga e
dificuldade em
diminuir seu
consumo.
Os conselhos de uma dieta saudavel
para pacientes hipertensos nio alterou (KORHONE
a ingestéo de sgl_, somente a N ef al
quantidade caldrica ingerida 2003)

diariamente.
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Tabela 2. Efeitos da ingestdo de comidas palataveis similares aos evidenciados para

drogas de abuso.

Efeitos das drogas de
abuso

Alimentos palataveis Referéncias

Aumento de dopamina no
Sistema Limbico.

Sindrome da abstinéncia

Sensibilizacdo cruzada
(binge intermitente diario
de agucar)

(RADA et al.,
1999); (HAJNAL,
SMITH e
NORGREN,
2004)

Aumento na liberacéo de
dopamina no sistema limbico.

Aumento nos niveis de dopamina
no sistema limbico em animais (HERNANDEZ e
que recebiam comida como HOEBEL, 1988)
recompensa.

Quando privados por 24h de
alimento: sinais de ansiedade e
comportamento depressivo.

(AVENA, RADA e
HOEBEL, 2006)

Aumenta ingestéo de alcool. (AVENA, N. M. e

HOEBEL, B. G,,

Aumenta os efeitos locomotores 2003); (AVENA et
da anfetamina. al., 2004)
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Tabela 3. Ingestdo de NaCl 0,3 M nos testes de apetite ao sédio em fungdo do
protocolo de deplegao de sodio.

Protocolo Grupo Teste de apetite ao Na+ (ml/15 min iniciais)
10 20 30 40
Deplegéo TeSte 8,0 + 1,8* 13,6 + 0,9*1- - -
Na Controle 0,5+0,2 0,0+0,0 - -
Teste 24+08  50+1,1* 4,5+0,8% -
Furo/Cap
Controle 0,3+0,2 1,0£0,6 2,9+0,8 -
MK + FC 72+16 3,3+0,8 1,905 3,7+0,7
MK+FC VEH+FC  50+0,6 67+09% 43+06 6,7+1,0
VEH+VEH 0,0£0,0 0,1+0,0 0,1+0,1 0,1+0,1

* vs. Controle, respectivo teste de apetite ao Na™; T vs. 1° teste de apetite ao Na”,
respectivo grupo; ® vs. VEH + FC, respectivo teste de apetite ao Na*. P <0,05.N =5
- 8 animais/grupo.
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Tabela 4. Ingestdo ndo cumulativa de solugdo de sacarose 10% em ratos que

desconheciam o sabor da sacarose no primeiro teste da sacarose. Os animais

tiveram (Teste) ou ndo (Controle) histérico de episédios de deplegao de sddio.

Histérico Grupo Tempo (min)
15 30 45 60 120

Deplecio Na©  Controle  19%10  08%05 0101 0000 00%00
pie¢ Teste 50+16* 11+09 13+08 03+03 00+00
Furo/Ca Controle 25+15 06+04 00+00 00+00 12+08
u P Teste 73+07* 08+03 00+00 0000 00+00
Deplecdo Na* Controle  3,5+1,5 02+02 00200 00+00 0,00,
s/sabor Na*  Teste 34+11 10+03 00+00 00+00 194009
2 M NaCl Controle 69+14 23+10 00+00 00+00 00200
(gavagem) Teste 98+06 14+04 00+00 00+00 0101

* P < 0,05 vs. respectivo Controle. N = 7- 8/grupo.
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Tabela 5. Analise de bioquimica sanguinea 10 dias apds o ultimo tratamento com

Furo/Cap (FC) ou veiculo.

[Na™] K] PTS ARP Glicose TGL
Histérico
mmol/| mmol/| 9% ngmi/h mg/dI mg/dI

Veiculo 139,7+0,7 74+04 7101 28+03 141,7+4,4 1003+7,2
1FC 1393+0,7 80+02 74 01 29+05 1335+45 113,6+8,8
3FC 138,505 78+04 74 01 27+03 1316+21 119,1+6,9

[Na’] e [K'], concentracdo de sodio e potassio sérico, respectivamente; PTS,
proteina total sérica; ARP, atividade de renina plasmatica; TGL, triglicérides. N = 7 —

8 animais/grupo.
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5. DISCUSSAO

Foi examinado o efeito do histérico de deplecbdes de sddio ou desidratacdes
extracelulares na ingestao espontanea de sacarose 10% em ratos adultos. Episédios
repetidos de deplegbes de sdédio produziram um aumento na ingestdo de sacarose
10% em animais sem experiéncia com ingestdo desse agucar.

Os dois protocolos utilizados para induzir deple¢cao de sodio, furosemida + 24
h de remocéo de sddio ambiente (apetite ao sodio “maduro”) e Furo/Cap (apetite ao
sédio “rapido”), foram capazes de induzir aumento na ingestdo de sacarose 10%
quando os animais entraram pela primeira ou segunda vez no teste de sacarose. O
efeito no aumento da ingestdo de sacarose desapareceu quando o sédio perdido foi
reposto através de uma carga passiva ministrada intraperitonealmente ao invés de
reposto através de ingestdo de sodio. O histérico de desidratagdes intracelulares
induzidas por gavagem de solugcdo de NaCl hiperténico nao foi eficaz para aumentar
a ingestdo de sacarose em animais inexperientes com sacarose.

A deplegao induzida por Furo/Cap induziu esperado aumento na ingestao
diaria de NaCl 0,3 M que néo foi alterada pela combinacdo do Furo/Cap com o MK-
801, antagonista de receptor glutamatérgico NMDA. Entretanto, o MK-801
combinado ao Furo/Cap impediu o aumento na ingestdo de sacarose 10% em
animais inexperientes ao agucar. Os dias de teste de sacarose interferiram com a
ingestao diaria de sddio, diminuindo a mesma apenas no grupo com histérico de
Furo/Cap, sem MK-801. O tratamento repetido com Furo/Cap n&o produziu
mudangas significativas na concentragdo sérica de glicose, triglicérides, sdédio,
potassio, e proteinas totais. Também n&o houve alteragcdo na atividade de renina
plasmatica.

Os resultados indicam trés importantes aspectos até entdo desconhecidos
sobre alteracdes plasticas do comportamento associadas a histérico de desidratacio.
O primeiro aspecto foi o incremento na ingestdo de sacarose 10% e sua
dependéncia de receptores NMDA. O segundo aspecto decorreu dos resultados do
primeiro, ou seja, o incremento induzido na ingestao diaria de NaCl 0,3 M foi afetado
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pelos testes de sacarose. O terceiro aspecto foi a ineficacia do MK-801 em impedir a
sensibilizagao da ingest&o diaria de NaCl 0,3 M.

De acordo com os resultados podemos sugerir pelo menos cinco
caracteristicas para incremento na ingestdo de sacarose 10%: dependéncia de
experiéncia com ingestdao de sodio; ndo reciprocidade, isto é, experiéncia com
sacarose 10% n&o provocou incremento na ingestdo de soédio; seletividade para o
historico de desidratagdes extracelulares; independéncia de alteragdes bioquimicas
sanguineas. Além disso, a produgéo de incremento na ingestdo de sacarose 10% em
resposta a deplecdes de sbédio parece depender da ativagao de receptores NMDA.

Os resultados sugerem que a experiéncia de ingerir sodio no teste do apetite
ao soédio influencia o incremento na ingestdo de sacarose 10%. Ainda parece ser
controverso o papel da experiéncia com ingestdo de sodio para se produzir
sensibilizagdo no apetite ao sodio e por extensao talvez o seja para o incremento
observado na ingestdo de sacarose. Por um lado observamos que a experiéncia com
a ingestao de sodio parece ter sido um fator decisivo para o incremento na ingestéao
espontanea de sacarose 10%. Esse resultado contrasta com a auséncia de efeito na
sensibilizagdo do apetite ao sd6dio quando os animais passaram por um protocolo
semelhante ao executado nesta dissertagao para evitar a ingestao de sodio no teste
do apetite ao sédio (SAKAI et al., 1987). Entretanto, outros autores tem sugerido que
nao se pode ainda descartar o papel do sabor do sédio na sensibilizacdo do apetite
ao sodio (DIETZ, CURTIS e CONTRERAS, 2006). Foi observado que a quantidade
de lambidas produzidas pelo animal depletado de sodio no periodo inicial (10 s) de
ingestdo de solugdo de NaCl sozinha ou combinada com sacarose foi maior
comparada ao grupo controle, mas, em condi¢des normovolémicas a quantidade de
lambidas do grupo teste se manteve igual a do grupo controle. Apesar deste mesmo
padrao de lambidas ter sido mantido apos a repeticdo das deple¢des, os autores
acham que a experiéncia recompensadora do sabor ndo pode ser descartada. De
qualquer modo, a ingestdo da sacarose foi dependente do acesso ao sabor do sodio
conforme observado no Experimento 1b.

A informagao sensorial do sabor do sédio e do agucar esta representada de

modo complexo e interativo no tronco encefalico, ao ponto que campos sensoriais
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primarios sensiveis ao agucar pode estar mais ativos quando o sddio € aplicado na
cavidade oral de ratos com apetite ao sodio (MCCAUGHEY e SCOTT, 2000). Nao
conhecemos evidéncia de que experiéncia com um sabor possa aumentar efeito de
outro e portanto fica em aberto decifrar como a ingestdo de NaCl 0,3 M possa afetar
a ingestdo posterior de sacarose 10% em ratos com experiéncia de deplecdo de
sodio.

Outro ponto com relagdo ao incremento na ingestdo de sacarose 10%
produzido pelo histérico de deplecbes de sddio € que esta sensibilizagcdo nao foi
reciproca. Como observado nos trabalhos de (ACERBO e JOHNSON, 2011; CLARK
e BERNSTEIN, 2004), a deplegao de sodio pode sensibilizar a atividade locomotora
induzida pela cocaina e anfetamina, e vice-versa, cocaina e anfetamina foram
capazes de sensibilizar o apetite ao soédio. Entretanto, o histérico de acesso limitado
diario de sacarose por 5 dias ndo foi capaz de alterar a intensidade do apetite ao
sodio.

Nao podemos por enquanto descartar a possibilidade de que a auséncia de
efeito reciproco esteja relacionada ao protocolo que usamos. Diferentemente do
presente trabalho em que a sacarose foi oferecida a animais alimentados e
hidratados, alguns trabalhos (AVENA, N. M. e HOEBEL, B. G., 2003); (AVENA et al.,
2004)) tem mostrado sensibilizacdo cruzada entre a sacarose e o alcool, e entre a
sacarose e a anfetamina. O protocolo que eles usaram funcionou apenas quando a
sacarose foi ingerida em resposta a um protocolo de “binge” (ingestdo rapida de
grande quantidade de alimento durante um periodo ou intervalo breve de acesso)
produzido através do regime intermitente de privagédo parcial de alimento alternada
com acesso limitado ao agucar.

O historico de desidratagéo intracelular n&o foi capaz de aumentar a ingestéao
espontanea de sacarose 10%. Tal historico também ndo produziu incremento na
ingestdo de agua. Por outro lado, os dois protocolos que produzem desidratagao
extracelular (furosemida + 24 de remogao de sédio ambiente e Furo/Cap) foram
capazes de produzir o incremento na ingestdo de sacarose. Assim parece que 0O
efeito do histérico de desidratacédo € seletivo para desidratacao extracelular. Talvez

porque esses protocolos produzam surtos de aumento da ANG I, responsavel pela
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sensibilizagao da ingestdo de sodio (SAKAI et al., 1987; PEREIRA et al., 2010).

Outro item avaliado sobre o incremento na ingestdo de sacarose 10% foi
verificar se o historico de deplegcdo de sodio estaria associado a mudancas
bioquimicas sanguineas. Foi observado que ndo ocorreu diminuigdo na concentragao
sérica do ion sddio e potassio. Assim o efeito natriurético da deple¢ao de sddio nao
resultou em animal hiponatrémico ou hipocalémico. A quantidade de proteinas totais
no sangue também se manteve igual ao grupo controle, sugerindo auséncia de
alteragdes no volume sanguineo. A quantidade de proteinas totais no sangue
também se manteve igual ao grupo controle. A atividade de renina plasmatica
também nao foi alterada, fortalecendo a possibilidade que ndo tenha ocorrido
aumento na quantidade de Ang Il circulante. Esses dados idnicos, volémicos e
hormonais estdo de acordo com o que SAKAI et al. (1989, p. 186) observaram com
relagao do protocolo de furosemida + remocgao de sddio ambiente.

Foi também analisada a concentragcdo de glicose e triglicérides, fatores que
poderiam alterar a ingestdo de sacarose dado que ambos afetam a secregdo de
horménios, por exemplo insulina e glicocorticoides, que controlam tanto o
metabolismo glicidico como a ingest&do alimentar (UCHOA et. al., 2012; GEISELMAN

e NAVIN, 1982). Os resultados sugerem, ao menos de modo preliminar, que

alteragdes no metabolismo energético ndo foram responsaveis pelo incremento na

ingestéo de sacarose 10%.

Nosso estudo também trabalhou com a hipotese de que a ativacdo de
receptores glutamatégicos NMDA em resposta a deplegcdo de sbédio possa ser
responsavel pelo incremento inicial na ingestdo de sacarose. Tem sido mostrado
ativagdo glumatérgica envolvida com neuroplasticidade e recompensa (JOHNSTON,
2009a). Um exemplo deste envolvimento é o efeito inibidor que o MK-801,
antagonista de receptor NMDA, exerce sobre a sensibilizagdo do reflexo nociceptivo
de retirada (CLARKE E HARRIS, 2004). Em trabalho recente (HURLEY e
JOHNSON, 2013) o MK-801 inibiu a sensibilizacdo do apetite ao sodio produzida
pelo historico de Furo/Cap. Aceitando esta evidéncia e de que a sensibilizacdo da
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ingestdo de sodio pode compartilhar mecanismos de recompensa com outros
estimulos (ACERBO e JOHNSON, 2011; CLARK e BERNSTEIN, 2004) como a
cocaina e anfetamina, ha a possibilidade de que receptores NMDA estejam
envolvidos com o incremento na ingestdo de sacarose 10% produzida pelo historico

de Furo/Cap.

E possivel que, além do glutamato, outros horménios e neurotransmissores,
importantes para o incremento na ingestdao de sodio, estejam também envolvidos
neste incremento na ingestdo de sacarose. Por exemplo, a deplegdo de sédio com
pré tratamento de antagonista de Ang Il e Aldo, horménios envolvidos com o controle
do balango hidroelétrolitico, inibe o0 aumento da ingestdo de sddio. Isso demonstra
que a acao tanto da angiotensina como da aldosterona € de grande importéncia para
o incremento na ingestdo de sodio, no caso, tanto espontdnea quanto induzida
(SAKAI et al., 1987; PEREIRA et al., 2010). Além disso, injecbes repetidas de
vasopressina icv foram capazes de aumentar a ingestdo espontédnea de NaCl sem
produzir desbalanco no equilibrio hidroeletrolitico, mostrando que a acéao
vasopressinérgica também esta envolvida no incremento na ingestdo de sodio
(MCBRIDE e FLYNN, 2007). Além do glutamato, outro neurotransmissor
potencialmente envolvido com sensibilizagdo da ingestdo de sédio e talvez da
ingestao de acucar € a dopamina. Antagonismo de receptor de dopamina raclopride
injetado por infusdo gastrica inibiu o apetite ao sédio (ROITMAN et al., 1997). Além
disso, a indugao da ingestdo de sacarose em binge € capaz de aumentar os niveis
de dopamina no NAcc no periodo inicial de aquisicdo da sacarose (RADA, AVENA e
HOEBEL, 2005).

O segundo aspecto importante desta Dissertagdo foi a descoberta de que os
testes de sacarose interferem com o incremento produzido na ingestdo diaria de
NaCl 0,3 M. A reducao que os testes de sacarose produziram apenas na ingestdo de
sédio dos animais com histérico de Furo/Cap sugere uma interagao inesperada que
vai no sentido contrario a fenbmenos de sensibilizagdo. O efeito na diminuigdo na

ingestao de sodio foi evitado pela combinagdo do MK-801 com o Furo/Cap e se
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manteve mesmo apods a retirada da sacarose.

O efeito do teste de sacarose sobre a ingestao diaria de sodio se assemelha a
um efeito conhecido como contraste antecipatério. O contraste antecipatorio é
produzido apds o periodo de treinamento de ingestdo de duas solugbes de sabor
doce, uma solugdo menos saborosa seguida da apresentagédo de outra solugao mais
saborosa, sem ter relagdo com a diferenga calorica entre as solugbes (FLAHERTY e
ROWAN, 1985 e 1986). Nestes trabalhos foram utilizadas baixas concentracdes de
sacarina ou sacarose, seguidas pelo acesso a solugbes de alta concentragcdo de
sacarina ou sacarose. O aumento na ingestdo dos estimulos mais “fortes” (mais
concentrado, e portanto mais saboroso) se deve a uma predigdo futura de seu
acesso o0 que consequentemente diminuiu a ingestdo do estimulo mais fraco. No
caso, a ingestdo de sacarose, um estimulo “forte”, pode ter produzido o mesmo efeito
de predigdo futura nos animais sensibilizados ao apetite ao sédio. Apesar da
semelhanga de efeitos no que se refere a ingestdo de um estimulo reduzindo a
ingestao de outro, devemos considerar que o contraste antecipatério requer que o
pareamento entre os sabores seja feito dentro de um intervalo maximo de 15
minutos. O intervalo entre o teste de ingestdo de sacarose, realizado no periodo da
manha, e a ingestdo de NaCl 0,3 M deve ter sido supostamente de varias horas
considerando que a maior parte da ingestdo de sédio € normalmente feita pelo rato
durante o periodo noturno. Além disso, existem duvidas de quanto o contraste
antecipatorio resulta de diferengas no valor hedénico ou de recompensa, caloérico ou
mesmo de sabor entre as solugdes (MOSS, CLARKE e KEHOE, 2002).

Talvez seja interessante especular como a recompensa da ingestdo da
sacarose poderia ter influenciado na recompensa da ingestdao de sédio diaria. O
efeito recompensador de um estimulo pode ser divido em duas variaveis o “querer”,
ou o “gostar”. O “querer” € a recompensa produzida pelas pistas preditivas. Pistas
como o sabor, o cheiro e a prépria imagem do alvo podem descencadear o “querer”
do animal. O “gostar” € o processo comportamental e psicolégico que produz uma
resposta subjetiva do prazer produzido pelo adquirido (BERRIDGE, 2009). Sabe-se
que o efeito recompensador do NaCl envolve mais o “querer” que o “gostar” (CLARK

e BERNSTEIN, 2006). Assim, em estado normovolémico, ratos com historico de
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deplecdo de sédio estdo “querendo” mais o sodio, sem o aumento do fator “gostar”.
Como demonstrado por ele, ndo houve alteracdo nas respostas comportamentais
reativas ao sabor salgado em animais com historico de deplec¢do (“gostar”), mas o
aumento no ponto onde os animais param de responder para o recebimento da
recompensa (“querer”’). Levando isto em consideragcdo, o estudo do quanto a
sacarose em animais com historico de deple¢des de sodio € “querida” ou “gostosa”
quanto de sodio, apds o periodo de apresentagcdo de sacarose, pode sugerir se o
fator recompensador da sacarose pode interferir no fator recompensador do sédio.
N&o podemos esquecer também que o MK impediu esta diminuicdo na ingestdo de
sédio espontanea diaria. Sabendo-se de seu papel neuroplastico, podemos supor
que o MK também é capaz de “fortalecer” a ingestdo espontanea diaria de sodio de
tal forma que a ingestdo de sacarose nao possa inibi-la.

O terceiro aspecto que gostariamos de salientar foi a ineficacia do MK-801 em
impedir a sensibilizacdo da ingestdo diaria de NaCl 0,3 M. Um dos efeitos do
historico de deplec¢des de sddio € a sensibilizagdo na ingestao diaria espontanea de
sédio (PEREIRA et al., 2010). Conforme ja mencionado, o MK-801 & capaz de
diminuir a ingestdo de sodio induzida por deplecdo de sodio (HURLEY et. al., 2014).
Entretanto, o tratamento de MK-801 combinado ao histérico de deplecbes com
Furo/Cap nao produziu efeito algum na sensibilizagdo da ingestao esponténea diaria
de NaCl 0,3 M.

Outros trabalhos sugerem uma diferenga na sensibilizagdo do apetite ao sodio
induzida pela deplegao de sodio e a ingestédo diaria de sédio. Em ratos Holtzman, o
historico de privagdo de agua aumentou os dois tipos de ingestdo de sodio (DE
LUCA JR. et. al., 2010). Ratos SHR (ratos espontaneamente hipertensos) tiveram um
“fraco” incremento no teste do apetite ao sddio induzido por PA-RP comparado com
outras linhagens mas nao produziram sensibilizagdo na ingestao diaria esponténea
de sodio, o que foi contrario ao visto para os animais na linhagem Winstar-Kyoto que
tiveram incremento no dois tipos de ingestao de sodio (PEREIRA et. al., 2014).

Uma questao que fica em aberto é sobre o incremento na ingestado de agucar
ocorrer principalmente quando o animal esta se conhecendo o sabor da sacarose. O

incremento na ingestdo de sacarose persistiu no segundo episédio do teste de
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sacarose apenas quando os animais com historico de deplegdes de sd6dio com uso
de furosemida combinada com 24 h de dieta pobre em sddio ja conheciam a
substancia. Entretanto, a ingestdo alcangou uma assintota a partir do segundo
episodio de teste da sacarose em todos os grupos estudados e assim se manteve
até o quinto e ultimo episodio de teste da sacarose. O incremento na ingestdo de
sacarose em relacdes aos controles desapareceu no terceiro episodio de teste da
sacarose. Esta ingestdo reduzida de sacarose que aumenta conforme o animal
ganha experiéncia com o agucar € conhecido na literatura e pode ter duas
explicagbes ndo mutuamente exclusivas. Uma € que a ingestdo da sacarose pode
acontecer desta forma inicial em funcdo da neofobia ao sabor da sacarose. A
neofobia se trata de um mecanismo de defesa do animal que limita a ingestdo da
substancia nova até que ele reconhega essa substancia como algo inofensivo
através dos efeitos gastrointestinais produzidos apds seu consumo (LIN et. al,
2012). Outra possibilidade é um efeito recompensador poés-ingestivo resultante
provavelmente do conteudo calérico da sacarose (DE ARAUJO et. al, 2008). Nossos
resultados sugerem a possibilidade curiosa de que experiéncia de sensibilizagdo da
ingestao de NaCl, possa diminuir a neophobia inicial na ingestao da sacarose.

O padréo de ingestdo de sacarose onde o efeito do histérico de deplecdes de
sédio na ingestdo de sacarose se esvaece gradualmente apds uma primeira
experiéncia € inconsistente com o visto em respostas comportamentais
sensibilizadas por drogas de abuso. A sensibilizagdo do comportamento locomotor,
por exemplo, da anfetamina perdura no minimo um ano (STEKETEE e KALIVAS,
2011). Entretanto, animais com histérico de anfetamina ingeriram maiores
quantidades de sacarose somente 3 dias dos 5 dias os quais a sacarose foi
oferecida comparado ao grupo que recebeu somente salina (AVENA, N. A. e
HOEBEL, B. G., 2003), mostrando que o aumento na ingestdo de sacarose em
funcdo de uma sensibilizacdo cruzada nao € tdo forte quanto evidenciada para
drogas de abuso. Trabalhos de AVENA et al., mostram que a indugao da ingestéo de
sacarose em binge € capaz de aumentar os niveis de dopamina no NAcc no periodo
inicial de aquisicdo da sacarose, como também adiar o aumento dos niveis de

acetilcolina (Ach) envolvida com o processo de saciedade na area (RADA et al,



57

2005). Mesmo com o aumento inicial de dopamina no Nacc e o adiamento no
aumento na concentragcdo de Ach produzidos pelo “binge” (vide definigdo acima), a
ingest&o total de sacarose diaria destes animais n&do aumentou comparado com o0s
animais com acesso livre a sacarose. Assim, ha a possibilidade de que o efeito de
sensibilizagdo, quando envolvendo sacarose ndo seja duradouro apos sua
aquisicdo, ou que haja mecanismos que impegam a ingestdo aumentada desta

substancia em ratos.

6. CONCLUSAO

Finalizando, os resultados apresentados sao consistentes com a hipétese de
compartilhamento de sistemas de recompensa relacionados a ingestéo de sédio e de
agucar. E possivel que os sistemas motivacionais que produzem a ingestéo de um
ou outro interajam através de sensibilizacdo cruzada da deplegdo de sodio com o
efeito recompensador da sacarose quando o animal esta conhecendo o sabor da

sacarose.
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