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RESUMO

A ingestdo de sédio pode ocorrer de forma esponténea ou induzida, a
qual é incrementada por repetidos episédios de tratamentos que levam a
desidratacéo extracelular ou aumento dos niveis de horménios natriorexigénicos. O
incremento se deve provavelmente a uma adaptacgao a repetidos episédios de perda
de sédio mediado por alteragées de longo prazo dos efeitos hormonais sob os
circuitos que controlam o apetite ao sédio. O objetivo da presente tese foi investigar
trés aspectos das alteragdes de longo prazo na ingestdo de sodio associada a
angiotensina (ANG) II: 1) neuroenddcrino: efeito de repetidos episodios de
FURO/CAP na ingestdo induzida e espontédnea de sdédio, 2) genbmico: associar
alteragcdes de RNAm do sistema renina-angiotensina (SRA) hipotaldmico com o
incremento da ingestdo de sodio induzido por repetidos episédios de privagao
hidrica seguida de rehidratagdo parcial com agua (PHRP), e 3) comparativo: apetite
ao sodio em ratos da linhagem SHR, submetidos a um episédio de PHRP. Ambos os
protocolos, PHRP e FURO/CAP sao metodologias validas para incrementar a
ingestao de sddio, que ndo esta relacionada a alteragbes sistémicas, sugerindo que
0s mecanismos do incremento sdo devidos a plasticidade neural e dependéncia ao
sal. Repetido bloqueio de receptores de ANG Il tipo-1 (Agtr1) pelo losartan inibiu ou
aboliu o incremento da ingestdo espontanea de sodio produzido pelo historico de
FURO/CAP. Este resultado sugere que a ANG Il encefalica pode exercer fungdo na
sensibilizagdo da ingestdo espontanea de sodio e talvez isto n&o ocorra no
hipotalamo, pois esta sensibilizagdo ndo esta associada a nenhuma alteragao
hipotalamica de RNAm relacionados ao SRA no protocolo PHRP. No entanto,

animais hidratados submetidos a um prévio episédio de PHRP apresentaram
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aumento de 76% do RNAm que codifica receptor de ANG Il tipo-1a (Agtria) no
hipotalamo. O incremento da ingestdo induzida de sédio esta relacionado com
aumento de 43%, 60%, 36% e 159% do RNAmM hipotaldmico que codifica
angiotensinogénio, aminopeptidase N, proteina associada ao receptor Agtr1, e
receptor de ANG semelhante ao tipo-1 ou receptor de apelina, respectivamente. Por
conseguinte, o incremento do apetite ao sédio induzido pela PHRP esta associado
com alteragdes na expressao génica hipotalamica relacionada ao SRA. Portanto,
ANG Il e apelina no hipotdlamo podem exercer papel nas alteragbes de longo prazo
da ingestdo induzida de sédio. Além disso, aumento da atividade celular no érgéao
subfornical, pré-locus coeruleus e nucleo do trato solitario caudal esta associado
com o exacerbado apetite ao sédio exibido pelos animais da linhagem SHR, e este
resultado sugere que o aumento da atividade celular nestas areas esta relacionado
com o avido apetite ao so6dio demonstrado pelos animais da linhagem SHR em
resposta a privagao hidrica. Estes resultados sugerem que ativagao repetida de
receptores encefalicos de ANG |l, talvez em areas diferentes, é capaz de
incrementar ambas as formas de ingestdo de sédio e reforca a ANG Il encefélica

como um peptideo que medeia efeitos de longo prazo no comportamento.
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ABSTRACT

Sodium intake occurs either as a need-free or a need-induced behavior, which
is enhanced by repeated episodes of treatments leading to extracellular dehydration
or increased levels in natriorexigenic hormones. This enhancement is likely an
adaptation to repeated episodic sodium loss mediated by the long-term effects of
hormones on brain circuits subserving sodium appetite. The objective of the present
thesis was to investigate three aspects of long-term alterations in sodium intake
associated to angiotensin (ANG) Il: 1) neuroendocrine: the effect of repeated
episodes of FURO/CAP on need-induced and need-free sodium intake, 2) genomic:
associate hypothalamic renin-angiotensin system mRNA alterations with sodium
intake enhancement induced by repeated episodes of water deprivation followed by
partial rehydration with water (WDPR), and 3) comparative: sodium appetite in SHR
submitted to a single WDPR. Both protocols, WDPR and FURO/CAP, were effective
methodologies to enhance sodium intake, not related to systemic changes,
suggesting that its mechanisms are due to neural plasticity and salt addiction.
Repeated blockade of Agtr1 receptors by losartan inhibited or abolished the
enhancement in the need-free sodium intake produced by a history of FURO/CAP.
This result suggests that encephalic ANG |l may play a role in the sensitization of
spontaneous sodium intake, and perhaps it does not occur in the hypothalamus
because it was not correlated to any hypothalamic RAS mRNA alteration in the
WDPR protocol. However, hydrated animals with a history of WDPR increased the
hypothalamic mRNA encoding of ANG Il receptor type-1a (Agtria) by 76%. The
enhancement in the need-induced sodium intake in the WDPR was related to

increased hypothalamic mRNA encoding of angiotensinogen, aminopeptidase N,
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Agtr1-associated protein, and ANG receptor like-1 or apelin receptor by 43%, 60%,
36%, and 159% respectively. Thus, the enhancement in the sodium appetite in
WDPR was associated with alterations in the hypothalamic gene expression related
to RAS. Thus, hypothalamic ANG Il and apelin may play a role in the long-term
changes of need-induced sodium intake. Moreover, the increased cellular activity that
occurred in the subfornical organ, pre-locus coeruleus, and caudal nucleus of the
solitary tract is associated with a stronger sodium appetite shown by SHR. These
results suggest that increased cellular activity in these areas is correlated with the
avid sodium appetite shown by SHR in response to water deprivation. The results
suggest that repeated activation of encephalic ANG Il receptors, perhaps in different
areas, is able to enhance both forms of sodium intake and reinforce encephalic ANG

Il as a peptide that mediates long-term effects on behavior.
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1. Introdugao

A ingestdo de sodio pode ocorrer de duas maneiras: espontanea ou
induzida. A ingestdo espontanea refere-se ao consumo de sal de um animal
hidratado em excesso a necessidade diaria de sodio, e a ingestao induzida, também
chamada de apetite ao sodio, refere-se ao consumo de sal desencadeado pela
diminuicao de volume do compartimento extracelular (Antunes-Rodrigues e Covian,
1963; Denton, 1984; Schulkin, 1991; Epstein, 1991). Tratamentos que levam a
desidratacido extracelular, tais como dialise intraperitoneal, furosemida associada a
dieta deficiente de sdédio (protocolo da furosemida), furosemida associada ao
captopril (protocolo FURO/CAP) e privagao hidrica, induzem apetite ao sddio
mediado por horménios natriorexigénicos: angiotensina (ANG) Il e aldosterona (Falk,
1965; Jalowiec, 1974; Sakai et al., 1986; Fitts et al., 1989; Stricker et al., 1992;
Thunhorst et al., 1994, 1999; Thunhorst e Johnson, 1994; Sato et al., 1996). No
entanto, uma unica injegao intracerebroventricular (icv) de ANG Il exdgena nao induz
ingestao de NaCl hipertonico (Fitzsimons, 1998), mas repetidas injecées ou infusao
continua deste peptideo induzem ingestao de solugao hipertdnica de NaCl em ratos
(Bryant et al., 1980; Moellenhoff et al., 2001). Além disso, este peptideo é capaz de
induzir sinaptogénese e ativar fatores de transcricdo no encéfalo (Lebrun et al.,
1995; Wright et al., 2002a, 2002b, 2004).

Uma unica ou repetidas deple¢des de sodio incrementam tanto a ingestao
induzida de sodio quanto a espontanea (Falk, 1966; Frankmann et al., 1986; Sakai et
al., 1987, 1989; Pereira et al., 2002), ou seja, alteragdes periféricas e/ou centrais
induzidas pela deplegao de sodio faz com que os animais passem a ingerir uma

maior quantidade de sal comparada a uma quantidade previamente ingerida. A
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propriedade de incremento da ingestdo de sédio ndo depende de pistas aprendidas
pelo comportamento de ingestdo de sddio, pois se manifesta mesmo se a reposigao
de sddio ocorrer sem estimulagao oral apos as deplegdes prévias (Falk, 1966; Falk e
Lipton, 1967; Sakai et al., 1987) e também n&o esta relacionada com alteragbes
sistémicas permanentes (Frankmann et al., 1986; Sakai et al., 1987, 1989), devendo-
se provavelmente a uma adaptagao a perda de sédio garantindo a presenca desse
ion num momento critico: o proximo episédio de deplecéo de sodio.

O incremento da ingestao espontanea de sddio induzido pelo protocolo da
furosemida nao é afetado por lesdo da regidao antero-ventral do terceiro ventriculo
(AV3V) (De Luca Jr. et al.,, 1992), mas € abolido pela lesdo do érgao subfornical
(OSF) (Ruhf et al., 2001). Além disso, pode ter um carater permanente, pois esta
presente até quatro meses apds uma primeira deplegao (Frankmann et al., 1986;
Sakai et al.,, 1989). O incremento do apetite ao sddio induzido pelo protocolo da
furosemida esta associado ao sinergismo ANG Il e aldosterona (Sakai et al., 1987,
1989), aumento da atividade celular em regides encefalicas envolvidas no controle
do equilibrio hidro-eletrolitico (OSF, nucleo basolateral da amigdala e nucleo
accumbens) (Na et al., 2007) e remodelamento de sinapse e forga sinaptica em
neurénios do nucleo accumbens, regido encefalica envolvida com recompensa e
comportamento motivado (Roitman et al., 2002). Por conseguinte, pode-se dizer que
a propriedade de incremento constitui uma alteracéo de longo prazo da ingestao de
sodio, a qual provavelmente se deva a plasticidade neural que levaria a dependéncia
ao sal (Tekol, 2006).

Quatro métodos de produgcdo de desidratagdo extracelular tém sido
utilizados para demonstrar o incremento da ingestao de sddio: dialise intraperitoneal,

dialise hiperoncoética, protocolo da furosemida e privacao hidrica-rehidratagao parcial
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(PHRP) (Falk, 1966; Frankmann et al., 1986; Sakai et al., 1987, 1989; Pereira et al.,
2002). No entanto, existe outro método de producéo de desidratagédo extracelular: o
protocolo FURO/CAP, no qual a propriedade de incremento ainda nao foi testada. O
FURO/CAP consiste na administracdo simultanea do diurético e natriurético
furosemida e baixa dose do inibidor da enzima conversora de ANG captopril e
resulta, num curto intervalo de tempo, em sede e apetite ao sédio, ambos
dependentes do aumento de ANG Il encefalica (Fitts et al., 1989; Thunhorst et al.,
1994, 1999; Thunhorst e Johnson, 1994).

A privagao hidrica pode causar danos a saude (Kleiner, 1999; Verbalis,
2003) e é a forma mais natural de se induzir deplegdo de sddio. A ocorréncia de
periodos de privagdo de agua é comum tanto em animais quanto em humanos e
induzem aumento da preferéncia por solugdo de sédio nestas espécies (Denton,
1984; Weisinger et al., 1985; Takamata et al., 1994; Sato et al., 1996; De Luca Jr. et
al.,, 2002; Leshem et al.,, 2008). O protocolo PHRP, desenvolvido em nosso
laboratério por Sato et al. (1996), também induz apetite ao sddio na presenga de
elevada atividade de renina plasmatica (ARP) (De Luca Jr. et al., 2002) e sua
metodologia consiste em eliminar a sede, induzida pela privagdo de agua, antes dos
animais terem acesso a ambos os liquidos, NaCl hipertonico e agua, para ingestao
(De Luca Jr. et al., 2007). Além disso, é sabido que repetidos episddios de PHRP
incrementam a ingestdo espontanea de sddio em ratos normotensos (Pereira et al.,
2002); porém, nao se sabe quais alteragcbes, periféricas e/ou centrais, estédo
envolvidas com o incremento da ingestdo de sédio induzido pela privagao hidrica.
Considerando-se que o incremento na ingestdao de sédio constitui uma alteragao
comportamental de longo prazo, € possivel que ela seja resultante de alteragdées no

transcriptoma induzida pela privacdo hidrica. No entanto, nada se sabe a respeito
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das alteragcbes na expressao génica hipotalamica, regido do sistema limbico
envolvida no controle do apetite ao sédio e equilibrio hidro-eletrolitico (Covian e
Antunes-Rodrigues, 1963).

Rato espontaneamente hipertenso (SHR), linhagem desenvolvida por
Okamoto e Aoki (1963), é uma linhagem de rato susceptivel a ocorréncia
espontanea de hipertensdo e um modelo animal para o estudo da hipertensao
primaria em humanos (Folkow, 1990). O SHR apresenta elevada atividade do
sistema renina-angiotensina (SRA) encefalico (Di Nicolantonio, 1982) e o avido
consumo espontaneo de solugbes salgadas por esta linhagem (Catalanotto et al.,
1972; McConnell e Henkin, 1973a, 1973b; Fregly, 1975; Mogenson e Morris, 1980;
Bertino e Beauchamp, 1988) é um comportamento que depende mais da
hiperatividade do SRA enceféalico do que de alteragbes no balanco hidro-eletrolitico
(Di Nicolantonio, 2004). No entanto, ndo se sabe como esta linhagem se comporta
apos um episodio de privacao hidrica.

Em suma, o objetivo da presente tese foi investigar o papel da ANG Il
encefalica associada a alteragbes de longo prazo na ingestdo de sdédio em ratos,
enfatizando, embora ndo de modo exclusivo, o protocolo de privacado hidrica. Para
tanto, trés aspectos foram investigados: 1) neuroenddcrino: repetidos aumentos de
ANG Il encefdlica, ou seja, repetidas ativagcdes de receptores angiotensinérgicos,
seriam capazes de incrementar o apetite ao sédio induzido pela repeticdo do
protocolo FURO/CAP, bem como a ingestdo espontanea de sédio?, 2) gendbmico:
haveria relagdo entre alteragcbes na expressdo génica do SRA hipotalamico e
incremento da ingestdo de sdédio induzido por repeticdo do protocolo PHRP? e 3)
comparativo: como o SHR, linhagem que possui hiperatividade do SRA encefalico,

se comporta apos um episédio de PHRP?
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As respostas a essas questdes estdo distribuidas por trés artigos que
estdo sendo preparados para serem submetidos a revisdo editorial em periddicos
especializados, e que fazem parte do corpo desta tese (Pereira et al., 2008a, 2008b,
2008c). No primeiro artigo sugerimos: o protocolo FURO/CAP como um método
valido para produzir incremento e, portanto, alteragbes de longo prazo na ingestéao
de sddio e alteracbes aparentemente vinculadas a acdo da ANG I, que inclusive
influenciam o apetite ao sodio induzido por privagao hidrica (Pereira et al., 2008a).
Em seguida mostramos que ha correlagbes entre alteragdes de longo prazo no
transcriptoma de componentes do SRA presentes no hipotalamo e episoddios
repetidos de privagdo hidrica (Pereira et al., 2008b). Finalmente, encontramos
atividade celular encefdlica diferenciada, medida pela expressdo do gene c-Fos,
associada a um apetite ao sodio intenso nos SHR (Pereira et al., 2008c).

Com relagao as alteragbes de longo prazo na ingestdo de sédio e seus
aspectos neuroenddcrinos, repetidos episddios de FURO/CAP incrementaram a
ingestdo espontanea e induzida de sédio (Pereira et al., 2008a). O mesmo ocorreu
para repetidos episédios de PHRP (Pereira et al., 2008b). Quanto a sensibilizagao,
dois episddios prévios de FURO/CAP sensibilizaram o apetite ao sédio induzido pela
PHRP (Pereira et al., 2008a). Alteragdes sistémicas que poderiam explicar o
incremento da ingestdo de sddio ndo foram induzidas pelo FURO/CAP nem pela
PHRP (Pereira et al., 2008a, 2008b). Dois episddios prévios de FURO/CAP
combinados com losartan em baixa dose (10 e 20 mg/kg) inibiram o incremento da
ingestao espontanea de sédio e combinados com losartan na maior dose (40 mg/kg)
aboliram este incremento (Pereira et al., 2008a). O mesmo tratamento combinado
suprimiu tanto a ingestao induzida de sédio quanto a de agua (Pereira et al., 2008a).

Animais previamente tratados com losartan em baixa dose (10 mg/kg) reduziram a
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ingestdao de agua induzida pelo FURO/CAP num terceiro episédio (Pereira et al.,
2008a). Além disso, animais previamente tratados com losartan nas maiores doses
(20 e 40 mg/kg) incrementaram a ingestdao espontanea de sédio apds o terceiro
episodio de FURO/CAP (Pereira et al., 2008a).

Com relagao as alteragbes de longo prazo na ingestdo de sédio e seus
aspectos gendémicos, o incremento da ingestdo espontadnea de sdodio induzido pela
repeticdo do protocolo PHRP n&o esta relacionado com alteragdes génicas do SRA
hipotalamico (Pereira et al., 2008b). Animais hidratados submetidos a um prévio
episddio de PHRP apresentaram aumento de 76% do RNAm que codifica receptor
de ANG Il tipo-1a (Agtr1a) no hipotalamo (Pereira et al., 2008b). O incremento do
apetite ao sodio induzido pela repeticdo do protocolo PHRP esta relacionado com
aumento de 43%, 60%, 36% e 159% do RNAmM hipotaldmico que codifica
angiotensinogénio, aminopeptidase N, proteina associada ao receptor Agtr1, e
receptor de ANG semelhante ao tipo-1 ou receptor de apelina, respectivamente
(Pereira et al., 2008b).

Com relacdo ao apetite ao sodio induzido pela PHRP e aspectos
comparativos entre linhagens, mostrou-se que o SHR ingeriu mais NaCl 0,3 M
durante o teste do apetite ao soédio do que ratos das linhagens Wistar-Kyoto e
Holtzman (Pereira et al., 2008c). No protocolo PHRP, o SHR apresentou respostas
semelhantes as dos normotensos em termos de concentracdo sérica de sodio,
osmolalidade sérica, atividade de renina plasmatica, ingestdo de racao, balanco de
soédio, excregcado urinaria e registros cardiovasculares (Pereira et al., 2008c). No
entanto, imediatamente antes do teste de apetite ao sédio, ou seja, apés um
episoddio de PHRP, o SHR apresentou maior expressao de c-Fos no OSF, pré-locus

coeruleus (pré-LC) e nucleo do trato solitario caudal (cNTS) (Pereira et al., 2008c).
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Ativacao repetida de receptores encefalicos de ANG Il é capaz de incrementar
ambas as formas de ingestao de sddio, ou seja, a ANG Il encefalica exerce papel na
propriedade de incremento da ingestdo de sdédio. Ambos os protocolos, PHRP e
FURO/CAP sao validos para se estudar sensibilizagdo da ingestdo de sddio, a qual
nao esta relacionada com nenhuma alteragao sistémica, sugerindo que seus
mecanismos sao devidos a plasticidade neural. Bloqueio repetido do Agtr1 pelo
losartan inibiu o incremento da ingestao diaria de sédio. Este resultado sugere que
a ANG Il encefalica tem funcédo na sensibilizagdo da ingestdo espontanea de sédio,
e talvez isto n&o ocorra no hipotalamo, pois esta sensibilizacdo ndo esta associada a
nenhuma alteracédo hipotalamica de RNAm relacionados ao SRA. Bloqueio repetido
do Agtr1 pelo losartan ndo alterou o incremento do apetite ao sédio induzido pelo
FURO/CAP, o qual também n&o esta associado a alteragdo do RNAm hipotalamico
que codifica o receptor Agtria em animais sob rehidratagcdo submetidos a repetidos
episddios de PHRP. Além disso, o incremento do apetite ao sddio esta associado
com alteragdes na expressdo génica hipotaldmica relacionada ao SRA e tanto a
ANG Il quanto a apelina no hipotalamo exercem papel nas alteragdes de longo prazo
da ingestao induzida de sodio. No entanto, 0 aumento da atividade celular no OSF,
pré-LC e cNTS esta associado com maior apetite ao sédio mostrado pelo SHR. Por
conseguinte, a ANG Il encefalica atua modulando as alteragdes de longo prazo da
ingestao de sddio.

Esperamos assim que os trés artigos contribuam para enfatizar os efeitos de
longo prazo da ANG Il através de um protocolo experimental valido, de uma
correlagao de fundo genémico referente a uma regido importante do encéfalo, e de
uma linhagem de rato com atividade celular no encéfalo diferenciada associada a

um avido apetite ao sddio.
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2.1 Resumo

PEREIRA, D. T. B., MENANI, J. V., DE LUCA, L. A. Jr. FURO/CAP: um protocolo
para o incremento da ingestdo de sodio. PHYSIOL BEHAV XX(Y) 000-000, 2008.
Administracdo simultanea de furosemida (FURO) e captopril (CAP), totalizando dois
ou quatro FURO/CAP intervalados por uma semana, e respectivo teste de ingestéao
induzida incrementou a ingestao de solu¢cdo de NaCl 0,3 M e agua no segundo e
terceiro teste, respectivamente. Repeticdo do FURO/CAP também incrementou a
ingestdo diaria de NaCl 0,3 M, mas nao alterou a ingestdo diaria de agua. O
antagonista do receptor de angiotensina (ANG) Il tipo-1, losartan (10, 20 ou 40
mg/kg) administrado simultaneamente com FURO/CAP, totalizando dois tratamentos
combinados intervalados por uma semana, aboliu a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua
induzida pelo FURO/CAP nos respectivos testes de ingestdo induzida. Losartan nas
menores doses (10 e 20 mg/kg) inibiu o incremento da ingestédo diaria de sodio e na
maior dose (40 mg/kg) aboliu este incremento. Apds o tratamento com apenas
FURO/CAP, administragdo prévia de losartan nas maiores doses (20 e 40 mg/kg)
paradoxalmente facilitou o incremento da ingestdo diaria de NaCl 0,3 M induzido
pelo FURO/CAP, mas na menor dose (10 mg/kg) inibiu o incremento da ingestao
diaria de sodio e da ingestdo induzida de agua. Repeticdo do FURO/CAP também
incrementou outro comportamento mediado pela ANG Il encefalica: a ingestado de
NaCl 0,3 M induzida por 36 h de privacao hidrica seguida de 2 h de rehidratagao
parcial com apenas agua. Estes resultados sugerem que o FURO/CAP é um
protocolo valido para se estudar o incremento da ingestdo de sdodio e talvez o

incremento da ingestédo induzida de agua, e reforca o papel da ANG Il encefélica
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como um peptideo que medeia alteragdes de longo prazo no comportamento

ingestivo.

FURO/CAP, apetite ao sodio, angiotensina I, losartan, incremento, privagao hidrica,

sensibilizagao, natriurese
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2.2 Introducao

Repetidos episddios de desidratagcdo extracelular ou deplecdo de sodio
aumentam a ingestao de solucéo hipertonica de sddio em ratos. Este fendbmeno tem
importantes caracteristicas que correlacionam fisiologia ao comportamento motivado
e a plasticidade comportamental. O incremento da ingestdo de sédio ganhou maior
importancia com os resultados de uma série de experimentos que detalharam a sua
relagdo com género, gravidez e mecanismos envolvendo o efeito organizacional de
dois horménios que faciltam o apetite ao sodio: angiotensina (ANG) Il e o
mineralocorticéide aldosterona (1, 2, 3). O incremento da ingestdo de sodio ocorre
nao apenas com o apetite ao sodio (ingestao induzida), mas também com a ingestao
espontanea de sdédio (ingestdo diaria). O incremento tem sido demonstrado por
diferentes laboratérios utilizando diferentes linhagens e procedimentos para induzir
desidratagéo extracelular (dialise intraperitoneal, furosemida associada a dieta pobre
em sodio por 24 h e privagdo hidrica), com implicagbes para a saude e
comportamentos de dependéncia (1-8). O incremento esta também relacionado a
sensibilizagdo comportamental, efeito pronunciado de uma droga que aparece como
resultado de prévias exposicbes a mesma droga, particularmente a sensibilizagao
induzida por drogas de abuso (9).

Embora as implicagbes e os mecanismos do incremento da ingestao de sodio
sejam interessantes, existe uma preocupacédo a respeito da reprodutibilidade do
incremento como um fendmeno confiavel para investigacdo. Tal preocupacado é
levantada a partir de estudos empregando repetidos episddios de injecéo
subcuténea de furosemida, potente diurético e natriurético, combinada com dieta

pobre em soédio por 24 h (protocolo de furosemida). Por exemplo, um grupo de
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investigadores mostrou resultados conflitantes entre ingestdo espontanea e induzida
usando diferentes linhagens e géneros no protocolo de furosemida: ratos da
linhagem Sprague-Dawley de ambos os géneros apresentaram incremento da
ingestao diaria, mas nao incrementaram a ingestao induzida; no entanto, ratos da
linhagem Wistar se comportaram de modo exatamente oposto (5, 10).

Considerando apenas machos, o padrdo do incremento foi novamente
diferente entre ratos da linhagem Wistar originados de duas col6nias diferentes (5);
uma delas mostrou consistente incremento da ingestdo induzida, mas incremento
transiente da ingestdo diaria, semelhante ao que ocorre com ratos da linhagem
Zucker (11). Além disso, incremento da ingestao induzida em ratos da linhagem
Long Evans foi obtido em um laboratério, mas ndo em outro (12, 13). Estes
resultados contrastam com os das pesquisas lideradas por Alan Epstein, nas quais
observam-se consistente incremento da ingestdo de sédio em ambas as condigdes,
diaria e induzida, em ratos da linhagem Sprague-Dawley de ambos os géneros (1, 2,
7,14, 15).

Os resultados de Epstein et al. mostraram que o apetite ao sédio e seu
incremento, induzido pelo protocolo da furosemida, resultaram do sinergismo entre
os niveis elevados de ANG Il e aldosterona enddgenas (1, 2, 3, 16, 17). No entanto,
a ANG Il pode induzir apetite ao sédio independentemente do aumento dos niveis
circulantes de aldosterona, por exemplo, como resposta a adrenalectomia ou
privagao hidrica (8, 18-21) e também sensibilizagcdo comportamental.

Sensibilizacdo comportamental pode ocorrer em resposta a um aumento
diario de ANG Il exdégena no cérebro de ratos por meio de injecéo
intracerebroventricular (icv), feita através de uma canula de demora, o que reforca a

habilidade do peptideo em induzir sede ou ingestdo de NaCl 0,5 M (22, 23). Este
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ultimo efeito € surpreendente considerando a ineficacia de uma unica dose de ANG
Il em induzir ingestdo de NaCl hiperténico (24). Os resultados conflitantes entre o
protocolo da furosemida e a habilidade da ANG Il em sensibilizar a ingestao de sédio
nos levaram a investigar um protocolo confiavel no qual o peptideo incrementa tanto
a ingestao induzida quanto a diaria.

Embora um método valido para injecdo de drogas em regides especificas do
encéfalo, o implante de canula encefalica envolve uma técnica elaborada e invasiva
que pode acarretar algumas dificuldades em estudos de longo prazo, tais como
aqueles relacionados com o incremento da ingestdo de soédio. Além diso, a
administracao sistémica de ANG Il € menos eficaz do que administracado central na
indugao do apetite ao sddio (25, 26). No entanto, existe um protocolo confiavel para
se induzir rapidamente apetite ao sddio, 0 qual se baseia no fato de que a ANG Il
formada no encéfalo desencadeia os circuitos que facilitam este comportamento.
Este protocolo € conhecido como FURO/CAP e induz paradoxalmente sede e
ingestdo de NaCl hipertdbnico em ratos através da administracdo sistémica de
furosemida e captopril, inibidor da enzima conversora de ANG. O FURO/CAP é um
protocolo muito mais efetivo do que uma unica inje¢ao icv de ANG Il na indugao da
ingestdao de NaCl hipertonico, provavelmente por causa da intensa conversdo de
ANG | em ANG Il no encéfalo é facilitada pela leve hipotensao resultante da falta de
ANG Il na periferia (27). O principio deste protocolo consiste no fato de que
subsequentemente a administragao de furosemida, a qual induz rapidamente intensa
desidratacdo extracelular, poderoso estimulo para secre¢do de renina (enzima
responsavel pela conversdo do angiotensinogénio em ANG 1), captopril é
administrado em baixa dosagem impedindo a formagédo de ANG Il circulante e desse

modo facilitando o aumento do aporte de ANG | em regides encefalicas que nao
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foram atingidas pelo captopril (28, 29, 30). ANG | é entdo convertida em ANG Il no
enceéfalo, por conseguinte a formagao de ANG |l encefélica desencadeia os circuitos
que induzem apetite ao sédio e sede.

Assume-se que aumento episodico de ANG Il encefalica em resposta a
repeticdo do protocolo FURO/CAP incrementara o apetite ao sédio como resultado
de sensibilizacdo deste peptideo. Portanto, o objetivo deste artigo foi testar se a
repeticdo do protocolo FURO/CAP incrementa a ingestéo induzida e espontanea de
NaCl 0,3 M e agua. Em seguida, tentou-se validar a participagcdo da ANG Il no
bloqueio do incremento da ingestao de sdédio através da administragao de losartan,
antagonista do receptor de ANG Il tipo-1 (Agtr1). Finalmente, foi testado se a
repeticao do protocolo FURO/CAP incrementa o apetite ao sddio mediado pela ANG

Il em resposta a privagao hidrica (31, 32).

2.3 Materiais e métodos

2.3.1 Animais

Foram utilizados noventa e trés ratos adultos da linhagem Holtzman, criados
no Biotério da Faculdade de Odontologia da UNESP de Araraquara, Sao Paulo, cujo
peso inicial variou em 300 = 5 g no inicio dos experimentos. Os animais foram
alojados em gaiolas individuais de ago inoxidavel em ambiente controlado: 23 + 2°C,
55 £ 10% umidade e ciclo claro-escuro de 12:12 h, com o inicio da fase clara as 7 h
da manha. Agua e solugdo de NaCl 0,3 M ficaram disponiveis “ad libitum” em dois
bebedouros de polipropileno colocados na parte da frente da gaiola. Os bebedouros

com capacidade para 100 ml eram graduados a cada 1 ml e tampados com rolhas
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de borracha providas de bico de aco inoxidavel. A leitura da ingestao espontanea de
agua e NaCl 0,3 M em 24 h foi realizada diariamente, a ndo ser quando indicado o
contrario. Racao granulada contendo 0,5 — 1,0% de sdédio (GUABI, Paulinia, SP,
Brazil) ficou disponivel a vontade para consumo em um recipiente localizado na
lateral de cada gaiola. Os animais foram adaptados as condigdes laboratoriais
(periodo de adaptacgao) por quatro dias e o registro da ingestdo espontanea dos
liquidos foi ignorado durante os trés primeiros dias de ambientagao individual. Todos
os tratamentos foram aplicados pelos menos sete dias apds o periodo de adaptagao
e a média da ingestao espontanea durante estes sete dias foi denominada ingestéao
basal. O teste de ingestdo induzida pelo FURO/CAP foi iniciado entre 1 e 2 h da
tarde, a rehidratagdo parcial seguida do teste do apetite ao sddio apdés 36 h de
privagao hidrica foi iniciada entre 8 e 9 h da manha, e a leitura da ingestao diaria foi
realizada entre 4 e 6 h da tarde. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité
Etico Institucional de Cuidados aos Animais (FOAr, UNESP) e seguidas as

recomendagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

2.3.2 Drogas e solugoes

Furosemida (FURO) (SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, MO, USA) foi dissolvida
numa mistura de veiculos de pH 9,0 que consistiu de (v/v) 96% de agua deionizada
e 4% de NaOH 1 M (LABSYNTH, Diadema, SP, Brazil) e injetada subcutaneamente
(sc) na dose de 10 mg/ml, sendo 0,1 ml/100 g de peso corporal. O mesmo volume
da mistura de veiculos foi injetado sc em ratos controles.

Captopril (CAP) (SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, MO, USA) foi dissolvido em

solugédo de NaCl 0,15 M estéril (ASTER, Sorocaba, SP, Brazil) e injetado sc na dose
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de 5 mg/ml, sendo 0,1 ml/100 g de peso corporal. O mesmo volume de salina
isotbnica estéril foi injetado sc em ratos controles.

Losartan (LOS) (DEG, india) foi dissolvido em solugdo de NaCl 0,15 M estéril
(ASTER, Sorocaba, SP, Brazil) em trés diferentes doses: 10, 20 e 40 mg/kg de peso
corporal. Cada animal recebeu injecéo intraperitoneal (ip) de uma das trés doses,
sendo 0,1 ml/100 g de peso corporal. O mesmo volume de salina isotonica estéril foi
injetado ip em ratos controles.

Solugdo hiperténica de cloreto de sédio (NaCl 0,3 M) foi feita a partir do
respectivo sal (LABSYNTH, Diadema, SP, Brazil) dissolvido em agua filtrada.

Tiopental sédico (CRISTALIA, Itapira, SP, Brazil) foi injetado ip na dose de 8
mg/100 g de peso corporal para o sacrificio dos animais ao término dos

experimentos.

2.3.3 Teste de ingestdo induzida: apetite ao sédio e sede induzido pelo

FURO/CAP

Os animais foram cuidadosamente retirados das gaiolas, pesados e
receberam administracdo simultanea do diurético e natriurético furosemida, FURO
(10 mg/kg), e de baixa dose de captopril, CAP (5 mg/kg) (FURO/CAP). A seguir, 0s
animais retornaram a gaiola, da qual ragdo e os bebedouros contendo agua e NaCl
0,3 M foram removidos. Apdés 1 h, buretas de vidro com divisbes a cada 0,1 ml,
providas de bico de ago inoxidavel e contendo agua ou NaCl 0,3 M foram oferecidas
simultaneamente. A leitura das ingestdes foi realizada aos 15, 30, 60 e 120 min
(teste de ingestdo induzida). Ao término do teste, as buretas de vidro foram

substituidas pelos bebedouros de polipropileno, os quais permaneceram disponiveis
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juntamente com a racao até o préximo FURO/CAP e respectivo teste de ingestao
induzida. Ratos controle (VEH/VEH) receberam os respectivos veiculos, agua
deionizada pH 9,0 e salina isotdnica estéril, ao invés de FURO/CAP. A ingestédo de
liguidos por 2 h que ocorreu durante o teste de ingestdo induzida nao foi

considerada na analise da ingestao diaria.

2.3.4 Privacgao hidrica-rehidratagao parcial (PHRP) e teste do apetite ao sédio

O apetite ao sodio induzido pelo protocolo PHRP envolve eliminagao da sede
apos o periodo de privagao hidrica, que ocorre antes dos animais terem acesso ao
NaCl hipertoénico e a agua para ingerirem (20, 31, 32).

Os animais foram cuidadosamente retirados das gaiolas, pesados e
retornaram as gaiolas, da qual os bebedouros contendo agua e NaCl 0,3 M foram
removidos. Os animais tiveram acesso somente a ragao por 36 h (privagao hidrica,
PH). Ap6s a PH, a ragao foi removida do recipiente lateral das gaiolas, os animais
foram pesados e retornados as gaiolas. A seguir, bureta de vidro com divisdes a
cada 0,1 ml, provida de bico de ago inoxidavel e contendo agua foi oferecida aos
animais, e a ingestdo de agua foi mensurada apés 2 h (teste de sede), durante o
periodo de rehidratagdo parcial (RP). Apds o RP, uma segunda bureta de vidro
contendo solugado de NaCl 0,3 M foi oferecida e as ingestdes de NaCl 0,3 M e agua
foram mensuradas apdés 2 h (teste de apetite ao sddio). Ao término do teste, as
buretas de vidro foram substituidas pelos bebedouros de polipropileno, os quais
permaneceram disponiveis juntamente com a ragdo até a préxima PHRP e

respectivo teste de apetite ao sédio, que ocorreram sete dias apods a primeira PHRP.
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A ingestao de liquidos por 4 h que ocorreu durante os testes de sede e apetite ao

sédio nao foi considerada na analise da ingestao diaria.

2.3.5 Excre¢ao Urinaria

Amostras de urina foram coletadas em tubos de polipropileno graduados a
cada 0,1 ml e o volume urinario (UV) foi mensurado. A concentragdo de sodio na
urina foi determinada num eletrodo ion-especifico (NOVA modelo 1, NOVA
BIOMEDICAL) por potenciometria (33), e a quantidade total de sddio excretada na
urina (UNaV) foi inferida pelo produto do UV pela concentragao de sédio na urina.
Osmolalidade urinaria (UOsmol) foi determinada num osmémetro (Digimatic modelo

3D2, ADVANCED INSTRUMENTS) por diminui¢ao do ponto de congelamento (34).

2.3.6 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. Utilizou-
se analise de variancia (ANOVA) de dois fatores com medidas repetidas e de um
fator com medidas nao-repetidas. Os fatores considerados foram tempo, semana,
teste e/ou grupo. A significancia das interagdes foi testada posteriormente a ANOVA
com o teste Student Newman Keuls. Teste “t” de Student pareado foi utilizado para
avaliar semanas ou testes. O nivel de significancia foi fixado em p 0,05 para ambos

os testes.
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2.3.7 Experimento 1. Efeito da repeticao do FURO/CAP na ingestao induzida e

espontanea de NaCl 0,3 M.

Este experimento foi um experimento-piloto destinado a testar se repetidos
episodios de FURO/CAP incrementam a ingestao de solu¢ao de NaCl 0,3 M induzida

por FURO/CAP e também a ingestao diaria de NaCl 0,3 M nos mesmos animais.

Apds a medida da ingestao basal, os animais receberam um 1° FURO/CAP
(FURO/CAP, n = 8) ou veiculo (VEH/VEH, n = 8) e entraram no respectivo teste de
ingestao induzida. Ao término do teste, as buretas de vidro foram substituidas pelos
bebedouros de polipropileno contendo NaCl 0,3 M e agua, os quais permaneceram
juntamente com a ragdo até o préximo FURO/CAP e teste. FURO/CAP ou
VEH/VEH e respectivo teste de ingestdo induzida foram repetidos a cada sete dias
por mais trés vezes. A ingestdo diaria de solugdo de NaCl 0,3 M e agua foi

mensurada durante todo o experimento, ou seja, por 35 dias.

2.3.8 Experimento 2. Efeito da repeticdo do FURO/CAP na ingestao de NaCl 0,3

M e excregao urinaria: combinagao com antagonista de receptor de ANG II.

O FURO/CAP induz ingestdo de sdédio e agua dependente da ativagao de
receptores encefalicos de ANG Il e estas ingestdes sao inibidas pela administragao
sistémica de losartan, antagonista de receptor Agtr1 (29, 30, 35, 36). Portanto, é
possivel que o mesmo tipo de administracao interfira com o incremento induzido pelo

FURO/CAP. Neste experimento, o objetivo foi o de testar se o incremento induzido
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pela repeticdo do FURO/CAP ¢é inibido pelo losartan e se este incremento é
acompanhado de alteracées na excregao urinaria.

Animais (n = 45) submetidos a repeticdo do FURO/CAP, combinada ou nao
com losartan (LOS), foram ambientados 1 h por dia em gaiolas metabdlicas durante
o periodo de adaptagdo. Os animais foram divididos em quatro grupos: um grupo
que recebeu FURO/CAP combinado com o veiculo do LOS (salina isotbnica estéril,
SAL) e trés grupos nos quais o FURO/CAP foi combinado com uma dose de LOS
(10, 20 ou 40 mg/kg). No dia do teste de ingestdo induzida, os animais foram
retirados de suas gaiolas individuais, receberam massagem pélvica para evitar
retengao urinaria e entdo, foram retornados para suas gaiolas individuais. Apos 10
min, os animais foram pesados, receberam uma injecédo ip de SAL (FURO/CAP +
SAL) ou LOS 10, 20 ou 40 mg/kg (FURO/CAP + LOS 10, 20 ou 40, respectivamente)
e logo a seguir, foram colocados em gaiolas metabdlicas. Apos 50 min, os animais
receberam uma segunda injecao ip de SAL ou LOS (10, 20 ou 40 mg/kg). Massagem
pélvica foi realizada novamente para garantir total excre¢ao urinaria € os animais
retornados as gaiolas metabdlicas. Apds 10 min, todos os animais foram transferidos
para suas gaiolas individuais para realizagao do teste de ingestdo induzida. Um
quinto (VEH/VEH + SAL) grupo recebeu injegao de apenas os respectivos veiculos
ao invés de FURO/CAP ou LOS no mesmo protocolo acima citado. Racdo nao foi
disponibilizada durante os testes. A seqliéncia deste protocolo esta demonstrada no

diagrama da Fig. 1.
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Figura 1. Diagrama ilustrando a sequéncia de procedimentos realizados em
diferentes grupos de animais do Experimento 2 durante a coleta de excreg¢ao urinaria

e teste de ingestao induzida pelo FURO/CAP.

2.3.8.1 Experimento 2a. Efeito do losartan no incremento da ingestao induzida
de NaCl 0,3 M por repeticido do FURO/CAP: experimento de validacao do papel

da ANG Il.

O teste de ingestdo induzida foi realizado, como descrito previamente, e

repetido duas vezes sendo de uma semana o intervalo entre cada teste.

2.3.8.2 Experimento 2b. Efeito do FURO/CAP, combinado ou nao com losartan,

na excre¢ao urinaria.



51

Urina foi coletada antes dos animais ingressarem no teste de ingestao
induzida do Experimento 2a. O UV foi determinado e a UNaV inferida em ambos os

testes, como descrito previamente.

2.3.8.3 Experimento 2c. Efeito do losartan no incremento da ingestao

espontanea de NaCl 0,3 M induzido pela repeticao do FURO/CAP.

As ingestdes diarias de solugdo de NaCl 0,3 M e agua foram mensuradas por
trés semanas, sendo a primeira anterior ao 1° teste de ingestdo induzida (basal), a

segunda entre os dois testes (2% semana), e a terceira apds o 2° teste (3% semana).

2.3.8.4 Experimento 2d. Efeito do FURO/CAP na ingestao induzida e
espontanea de NaCl 0,3 M em animais com histérico de veiculo ou losartan

combinado ao FURO/CAP.

Os animais testados no Experimento 2a foram submetidos a um 3° teste de
ingestdo induzida, no qual todos os grupos receberam apenas FURO/CAP uma
semana apoés o 2° teste. A previsdo neste experimento era de que animais
previamente tratados, 1° e 2° teste, com veiculo (VEH/VEH + SAL group) e losartan
(FURO/CAP + LOS) apresentassem menor ingestdo induzida de solugédo de NacCl
0,3 M do que o grupo FURO/CAP + SAL. Urina também foi coleta nestes animais
antes deles serem submetidos ao 3° teste de ingestdo induzida. O UV foi
determinado e a UNaV foi inferida. Racédo, agua e NaCl 0,3 M permaneceram
disponiveis aos animais ap6s o 3° teste por mais uma semana (4% semana).

Novamente, a previsdao era de que a ingestdo diaria de NaCl 0,3 M do grupo
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FURO/CAP + SAL fosse maior do que a dos demais grupos. Essas previsdes sao
baseadas no fato de que os receptores de ANG Il bloqueados pelo losartan, mas na
presenca de niveis elevados de ANG Il (FURO/CAP + LOS) ou livres, mas na
presenca de niveis basais de ANG Il (VEH/VEH + SAL), ndo deveriam mediar o

incremento da ingestao de sddio.

2.3.9 Experimento 3. FURO/CAP e sensibilizagdao do apetite ao sodio induzido

por privagao hidrica.

Baseado em estudos prévios (37, 38), em 1996 Sato e colaboradores (31)
desenvolveram um protocolo: PHRP, para analisar o apetite ao sddio induzido pela
PH, no qual permite-se primeiramente que o rato privado de agua saciar-se
totalmente ao ingerir apenas agua. Este simples procedimento permite interpretar a
subsequente ingestdo de NaCl hipertdbnico como sendo apetite ao sdodio, e esta
ingestdo permite que o animal recupere totalmente a perda de volume extracelular
que ocorre na falta de agua e saodio (20, 32).

A ANG Il medeia o apetite ao sédio induzido pela PH, pois este apetite é
inibido pelo antagonismo do sistema renina-ANG (31). Portanto, é possivel que
repetidas acdes episdédicas da ANG |l encefélica resultante da repeticdo do
FURO/CAP irdo também sensibilizar o apetite ao sodio induzido pela PH. O objetivo
deste experimento foi descobrir se repetidos episddios de FURO/CAP incrementam
o apetite ao sodio apés PHRP.

Apds a medida da ingestdo basal, os animais foram submetidos ao 1°
FURO/CAP (FURO/CAP, n = 12) ou veiculo (VEH/VEH, n = 12), e 0 1° teste de

ingestdo induzida foi realizado. Ao término do teste, as buretas de vidro foram
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substituidas pelos bebedouros de polipropileno e permaneceram disponiveis
juntamente com a ragdo por mais uma semana. A seguir, 0os animais foram
submetidos ao 2° FURO/CAP ou VEH/VEH, e o 2° teste de ingestdo induzida foi
realizado. Os animais permaneceram com livre acesso a ragao, agua e solugao de
NaCl 0,3 M por mais uma semana. Logo apés, ambos os grupos VEH/VEH e
FURO/CAP foram submetidos a 12 PH de 36 h seguida do 3° teste: testes de sede e
apetite ao sodio. Ao término do teste de apetite ao sddio, as buretas de vidro foram
substituidas pelos bebedouros de polipropileno, os quais permaneceram disponiveis
juntamente com a ragao por mais uma semana. A seguir, novamente ambos os
grupos foram submetidos a 22 PH de 36 h seguida do 4° teste: testes de sede e
apetite ao sddio. Em suma, os animais foram testados quatro vezes, sendo as duas
primeiras em resposta ao FURO/CAP ou VEH/VEH, e as duas ultimas em resposta a
PHRP em todos os animais. A ingestao diaria de solugao de NaCl 0,3 M e agua foi

mensurada durante todo o experimento, ou seja, por 35 dias.

2.4 Resultados

2.4.1 Experimento 1. Efeito da repeticao do FURO/CAP na ingestao induzida e

espontanea de NaCl 0,3 M

A ingestdao de NaCl 0,3 M induzida pelo FURO/CAP foi maior aos 15 min do
3° e 4° teste de ingestdo induzida quando comparada ao 1° e 2° teste [tempo, F(3,
21) = 12,2; teste, F(3, 21) = 4,4; tempo vs. teste, F(9, 63) = 3,7; p 0,05] (Fig. 2). O
mesmo incremento foi observado aos 60 min do 3° teste [p 0,05] (Fig. 2). No entanto,

ao término das 2 h do teste de ingestdo induzida, apenas ratos que receberam
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FURO/CAP pela 32 vez apresentaram incremento da ingestao induzida de NaCl 0,3
M [p 0,05] (Fig. 2).

A ingestao de agua induzida pelo FURO/CAP foi maior aos 15 min do 3° e 4°
teste de ingestdo induzida quando comparada ao 1° e 2° teste [time, F(3, 21) = 89,4;
test, F(3, 21) = 14,9; time vs. test, F(9, 63) = 10,1; p 0.05] (Fig. 2). O mesmo
incremento foi observado aos 60 e 120 min do 3° teste e aos 30 min do 4° teste [p
0,05] (Fig. 2). Os animais ingeriram menor quantidade de agua aos 15 min do 2°
teste quando comparada ao 3° teste [p 0,05] (Fig. 2). Animais tratados com
VEH/VEH ingeriram insignificante quantidade de NaCl 0,3 M (0,5 + 0,3 ml/2 h, por
teste) e agua (0,6 + 0,4 ml/2 h, por teste) quando comparados aos animais tratados
com FURO/CARP [teste “t” ndo-pareado; p 0,05].

Repeticdo do FURO/CAP aumentou a ingestao diaria de NaCl 0,3 M a partir
da 3% semana quando comparada com a ingestdo do grupo VEH/VEH nas
respectivas semanas, € com a ingestdo do mesmo grupo na 12 (basal) e 22 semana
[semana, F(4, 56) = 7,9; grupo, F(1, 14) = 12,5; semana. vs. grupo, F(4, 56) = 2,5; p
0,05] (Fig. 3). A ingestdo diaria de agua néo foi alterada com a repeticdo do
FURO/CAP e foi semelhante entre os grupos [semana, F(4, 56) = 2,1; grupo, F(1,

14) = 0,2; semana vs. grupo, F(4, 56) = 0,8] (Fig. 3).
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Figura 2. Ingestdo de NaCl 0,3 M e agua durante os testes de ingestdo induzida em
ratos do Experimento 1 submetidos a repeticdo do FURO/CAP — 1° (circulo), 2°
(tridngulo para baixo), 3° (quadrado) e 4° (triangulo para cima) —, sendo de sete dias

o intervalo entre cada teste. * p 0,05 vs. 1° teste, # p 0.05 vs. 2° teste; n = 8 por

grupo.
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Figura 3. Ingestdo diaria de NaCl 0,3 M e agua em ratos do Experimento 1

submetidos a repeticdo do FURO/CAP (FURO/CAP, quadrado preto) ou veiculo

(VEH/VEH, quadrado branco), sendo de sete dias o intervalo entre cada repeti¢cao. *

p 0,05 vs. basal; # p 0,05 vs. 22 semana, * p 0,05 vs. VEH/VEH; n = 8 por grupo.
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2.4.2 Experimento 2. Efeito da repeticdo do FURO/CAP na ingestao de NaCl 0,3

M e excregao urinaria: combinagao com antagonista de receptor de ANG Il

2.4.2.1 Experimento 2a. Efeito do losartan no incremento da ingestao induzida
de NaCl 0,3 M por repeticao do FURO/CAP: experimento de validagao do papel

da ANG I

Repeticdo do protocolo FURO/CAP + SAL aumentou a ingestdo de NaCl 0,3
M e agua no 2° teste de ingestdo induzida quando comparada a ingestdo do mesmo
grupo no 1° teste [NaCl 0,3 M: grupo, F(4, 40) = 33,3; teste, F(1, 40) = 18,3; grupo
vs. teste, F(4, 40) = 10,5; p 0,05] [agua: grupo, F(4, 40) = 63,4, teste, F(1, 40) = 4,6;
grupo vs. teste, F(4, 40) = 2,8; p 0,05] (Fig. 4). Todas as doses de LOS inibiram por
completo a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida pelo FURO/CAP nos dois testes

[p 0,05] (Fig. 4).
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Figura 4. Ingestdo de NaCl 0,3 M e agua durante o 1° e 2° teste de ingestdo induzida
em ratos do Experimento 2a submetidos a repeticdo dos seguintes protocolos:
VEH/VEH + SAL (barra branca), FURO/CAP + SAL (barra preta) ou FURO/CAP +
LOS 10, 20 ou 40 mg/kg (barras achuradas), sendo de sete dias o intervalo entre

cada protocolo. * p 0,05 vs. basal, © p 0,05 vs. todos os grupos; n = 9 por grupo.
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2.4.2.2 Experimento 2b. Efeito do FURO/CAP, combinado ou nao com losartan,

na excrec¢ao urinaria

O protocolo FURO/CAP + SAL induziu diurese e natriurese em ambos os
testes quando comparados com o grupo VEH/VEH + SAL [UV: grupo, F(4, 40) =
83,2; p 0,05; teste, F(1, 40) = 0,2; grupo vs. teste, F(4, 40) = 1,2] [UNaV: grupo, F(4,
40) = 58,2; p 0,05; teste, F(1, 40) = 0,08; grupo vs. teste, F(4, 40) = 1,3] (Fig. 5). O
UV e a UNaV foram semelhantes entre o 1° e 2° FURO/CAP + SAL (Fig 5). A
diurese e natriurese induzida pelo FURO/CAP foram reduzidas em 40% por todas as

doses de LOS em ambos os testes [p 0,05] (Fig. 5).



60

—— VEH/VEH + SAL
mmmm FURO/CAP + SAL
zzz1 FURO/CAP + LOS 10
E== FURO/CAP + LOS 20
Xxx3 FURO/CAP + LOS 40

4 A . +
3 1 & &
.| My 7
> K3
5 ]
]
]
1 o
%
]
]
%
12 28
500 - .
] +
400 - |
G ' & &
EJ% 300 -
T oo ] v L
= 200 -
)
100 A
o L= M
18 28

Excrecao urinaria

Figura 5. Excrecéo urinaria (UV e UNaV) induzida pelo 1° e 2° FURO/CAP em ratos
do Experimento 2b submetidos a repeticdo dos seguintes protocolos: VEH/VEH +
SAL (barra branca), FURO/CAP + SAL (barra preta) ou FURO/CAP + LOS 10, 20 ou
40 mg/kg (barras achuradas), sendo de sete dias o intervalo entre cada protocolo. * p

0,05 vs. VEH/VEH + SAL, “ p 0,05 vs. FURO/CAP + SAL; n = 9 por grupo.
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24.2.3 Experimento 2c. Efeito do losartan no incremento da ingestao

espontanea de NaCl 0,3 M induzido pela repeticio do FURO/CAP

O 1° FURO/CAP + SAL aumentou a ingestao diaria de NaCl 0,3 M quando
comparada a respectiva ingestao basal (12 semana) e a ingestdo dos demais grupos
[semana, F(2, 40) = 40,3; grupo, F(4, 40) = 3,2; semana vs. grupo, F(8, 80) =5,9; p
0,05] (Fig. 6). O 2° FURO/CAP aumentou ainda mais a ingestao diaria de NaCl 0,3 M
quando comparada a ingestdo do mesmo grupo na 12 (basal) e 2% semana e a
ingestdo dos demais grupos [p 0,05] (Fig. 6). O LOS 10 e 20 mg/kg inibiu o
incremento da ingestao diaria de NaCl 0,3 M induzido pela repeticao do FURO/CAP
[p 0,05] (Fig. 6). Ambos os tratamentos fizeram com que o incremento aparecesse
somente na 3% semana, quando a ingestao destes dois grupos foi maior que as suas
respectivas ingestdes na 12 (basal) e 2% semana [p 0,05] (Fig. 6). Entretanto, o LOS
40 mg/kg aboliu o incremento da ingestao diaria de NaCl 0,3 M induzido pela
repeticdo do FURO/CAP [p 0,05] (Fig. 6). A ingestao diaria de agua nao foi alterada
pela repeticdo do FURO/CAP combinada ou ndo com LOS e foi semelhante entre os
grupos [semana, F(2, 40) = 0,1; grupo, F(4, 40) = 0,3; semana vs. grupo, F(8, 80) =

2,0] (Fig. 6).
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Figura 6. Ingestdao diaria de NaCl 0,3 M e agua em ratos do Experimento 2c
submetidos a repeticdo dos seguintes protocolos: VEH/VEH + SAL (barra branca),
FURO/CAP + SAL (barra preta) ou FURO/CAP + LOS 10, 20 ou 40 mg/kg (barras
achuradas), sendo de sete dias o intervalo entre cada protocolo. * p 0,05 vs. basal; #

p 0,05 vs. 22 semana, “ p 0,05 vs. todos os grupos; n = 9 por grupo.
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24.2.4 Experimento 2d. Efeito do FURO/CAP na ingestao induzida e
espontanea de NaCl 0,3 M em animais com histérico de veiculo ou losartan

combinado ao FURO/CAP

Os resultados descritos abaixo se referem aos 15 min do 3° teste de ingestao
induzida, pois foi neste tempo que se observou incremento da ingestdo induzida de
solugédo de NaCl 0,3 M e agua no 3° e 4° FURO/CAP do Experimento 1 (vide Fig. 2).
Sendo assim, no 3° teste de ingestao induzida, ndo houve diferenga entre os grupos
na quantidade de NaCl 0,3 M (2,8 + 0,4 ml/15 min, média por grupo) ingerida em
resposta ao tratamento com FURO/CAP [grupo, F(4, 40) = 0,8] (Fig. 7). Animais
previamente tratados com LOS 10, 20 ou 40 mg/kg ou veiculo, mas nao os tratados
com FURO/CAP + SAL, ingeriram maior quantidade de NaCl 0,3 M e agua no 3°
teste quando comparados aos seus respectivos 2° teste [NaCl 0,3 M, grupo, F(4, 40)
=4,7; teste, F(1, 40) = 24,2; p 0,05, grupo vs. teste, F(4, 40) = 1,3] [agua, grupo, F(4,
40) = 16,0; teste, F(1, 40) = 69,5; grupo vs. teste, F(4, 40) = 8,8; p 0,05] (Fig. 7).

A ingestdo de agua induzida pelo FURO/CAP no 3° teste foi menor no grupo
previamente tratado com LOS 10 mg/kg (6,2 + 0,6 ml/15 min) quando comparado ao
grupo FURO/CAP + SAL e VEH/VEH + SAL (10,2 + 1,0 ml/15 min, média por grupo)
[grupo, F(4, 40) = 3,7; p 0,05] (Fig. 7). No entanto, a quantidade de agua ingerida
pelos grupos previamente tratados com LOS 20 ou 40 mg/kg, FURO/CAP + SAL e
VEH/VEH + SAL foram semelhantes (Fig. 7).

No 3° teste, quando os animais foram tratados com FURO/CAP, todos os
grupos apresentaram semelhante diurese e natriurese [UV: grupo, F(4, 40) = 2,3]

[UNaV: grupo, F(4, 40) = 1,3] (Fig. 8).
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A ingestao diaria de NaCl 0,3 M apds o 3° FURO/CAP (42 semana) foi menor
no grupo previamente tratado com LOS 10 mg/kg e no grupo VEH/VEH + SAL (10,2
+ 1,0 ml, média por grupo) comparados com FURO/CAP + SAL (15,3 + 1,0 ml)
[grupo, F(4, 40) = 4,0; p 0,05] (Fig. 9). Animais previamente tratados com LOS 20 e
40 mg/kg, mas ndo com VEH/VEH e FURO/CAP + SAL ou LOS 10, ingeriram mais
NaCl 0,3 M na 4% semana do que na 3% semana [semana, F(1, 40) = 15,0; p 0.05;
grupo, F(4, 40) = 2,3; semana vs. grupo, F(4, 40) = 3,7] (Fig. 9). A ingestéo diaria de
agua (35 = 2 ml, média por grupo) na 3? e 4% semana foi semelhante entre todos os
grupos [semana, F(1, 40) = 0,09; grupo, F(4, 40) = 0,2; semana vs. grupo, F(4, 40) =

0,6] (Fig. 9).
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n =9 por grupo.
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2.4.3 Experimento 3. FURO/CAP e sensibilizagcao do apetite ao sédio induzido

por privagao hidrica

A ingestdo de agua durante o 1° teste de sede (3° teste) foi semelhante entre
os grupos FURO/CAP e VEH/VEH (23,8 + 0,7 ml, média por grupo); no entanto, a
ingestdo de agua no 2° teste de sede (4° teste) foi maior nos animais previamente
tratados com FURO/CAP (25,9 + 1,2 ml) comparados aos animais previamente
tratados com VEH/VEH (22,3 £0,7 ml) [grupo, F(1, 22) = 5,2; p 0,05; teste, F(1, 22) =
0,9; grupo vs. teste, F(1, 22) = 0,6].

Tratamento prévio com FURO/CAP induziu aumento na ingestdo de NaCl 0,3
M no 1° teste do apetite ao sodio (3° teste) [grupo, F(1, 11) = 8,2; teste, F(1, 11) =
3,8; grupo vs. teste, F(1, 11) = 3,7; p 0,05] (Fig. 10). A ingestdo de agua durante este
teste também foi maior no grupo FURO/CAP [grupo, F(1, 11) = 6,8; teste, F(1, 11) =
17,1; grupo vs. teste, F(1, 11) = 4,8; p 0,05] (Fig. 10). Nos animais previamente
tratados com VEH/VEH, a PHRP induziu aumento da ingestdo de NaCl 0,3 M e agua
no 2° teste do apetite ao sédio (4° teste) quando comparado com o 3° teste [p 0,05]
(Fig. 10). No grupo FURO/CAP, a ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida pela

PHRP foi semelhante em ambos os testes (Fig. 10).



69

TESTE DE APETITE AO SODIO

—3 VEH/VEH
mmm FURO/CAP

N
o
]

N
(&)
1

Ingestdo de NaCl 0,3 M (ml/2 h)
o o

3° 4°

20 1

15 *

10 1

Ingestao de agua (ml/2 h)

3° 4°
Teste
Figura 10. Ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida por PHRP durante o 3° e 4° teste
de apetite ao so6dio em ratos do Experimento 3 submetidos a prévios VEH/VEH
(barra branca) ou FURO/CAP (barra preta), sendo de sete dias o intervalo entre

cada protocolo. *p 0,05 vs. VEH/VEH, * p 0,05 vs. 3° teste; n = 12 por grupo.
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A ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzida pelo FURO/CAP foi semelhante
entre o 1° (NaCl 0,3 M: 5,5 + 0,8 ml e agua: 12,6 + 0,9 ml) e 2° teste de ingestéao
induzida (NaCl 0,3 M: 6,4 + 0,9 ml e agua: 12,7 + 1,1 ml), porém estas ingestdes
foram maiores do que as do grupo VEH/VEH em ambos os testes (NaCl 0,3 M e
agua: 0,1 £ 0,1 ml por teste) [NaCl 0,3 M: grupo, F(1, 11) = 85,3; p 0.05; teste, F(1,
11) = 0,8; grupo vs. teste, F(1, 11) = 0,5] [agua: grupo, F(1, 11) = 245,9; p 0.05;
teste, F(1, 11) = 0,03; grupo vs. teste, F(1, 11) = 0,002].

A ingestao diaria de NaCl 0,3 M aumentou no grupo FURO/CAP apés o 2°
teste, ou seja, da 3% a 5% semana (25 + 6 ml, 28 + 7 ml e 33 + 10 ml,
respectivamente) comparada a ingestao basal (11 = 3 ml) [semana, F(4, 88) = 6,7; p
0.05; grupo, F(1, 22) = 1,3; grupo vs. semana, F(4, 88) = 0,8]. O grupo VEH/VEH
aumentou a ingestdo diaria de NaCl 0,3 M apds o 3° teste, ou seja, na 4% e 52
semana (20 + 3 ml e 22 + 5 ml, respectivamente) comparada a ingestao basal (11+ 3
ml) [p 0,05]. A ingestao diaria de agua nao se alterou com a repeticdo de ambos os
protocolos, FURO/CAP e PHRP, e foi semelhante entre os grupos (34 + 2 ml, média
por grupo e semana) [semana, F(4, 88) = 1,6; grupo, F(1, 22) = 0,04; grupo vs.

semana, F(4, 88) = 0,3].

2.5 Discussao

Injecdo repetida de FURO/CAP incrementou a ingestdo induzida e
esponténea de solugao de NaCl 0,3 M. Estas injegdes também incrementaram a
ingestao induzida de agua, mas nao a espontanea. O incremento induzido pela
repeticdo do FURO/CAP foi parcialmente inibido pelo antagonista de receptor Agtr1

losartan.
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Os resultados do FURO/CAP obtidos neste artigo podem ser comparados
com as caracteristicas e mecanismos do protocolo da furosemida elucidados por
Epstein e colaboradores (1, 2, 3). As caracteristicas do incremento utilizando-se o
protocolo de furosemida que sado pertinentes para o presente estudo incluem
sensibilizacdo apds uma primeira deplecdo de sodio, persisténcia apos
subsequentes deplegdes e seletividade para ingestdo de sédio quando comparada a
de agua.

Embora a regra primeira deple¢ao/primeira sensibilizagao foi aplicada a mais
de um artigo utilizando o protocolo de furosemida (7, 10), outros artigos também
mostraram que o incremento ocorre apenas apos a segunda ou varias deplegdes de
sédio (5, 14). Nao temos nenhuma explicagdo para esta falta de consisténcia na
laténcia da sensibilizagdo, mas de acordo com nossos resultados pode-se concluir
gque os mecanismos do incremento ndo € necessariamente ativado num periodo
critico da maneira “tudo ou nada”, na primeira vez em que o tratamento é dado ao
animal. Injecbes repetidas de FURO/CAP sensibilizaram a ingestdo induzida de
solugcédo de NaCl 0,3 M independentemente de alteragdes da atividade renal, mas ao
contrario de resultados prévios com o protocolo da furosemida (1), esta
sensibilizagao nao foi exclusiva para o primeiro tratamento ou teste. No Experimento
1, o incremento ocorreu no terceiro teste e foi mantido no seguinte e ultimo teste,
particularmente aos 15 min. No Experimento 2a, o incremento aconteceu logo no
segundo teste e também foi mantido no seguinte e ultimo teste. Esta diferenga na
laténcia do incremento da ingestdo induzida em diferentes experimentos também
ocorreu para a ingestao diaria de solugao de NaCl 0,3 M.

Diferentemente do protocolo de furosemida, no qual o sinergismo hormonal

predomina, repeticdo do aumento de ANG |l encefalica representa a hipdtese
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principal neste artigo para explicar o mecanismo do incremento da ingestao induzida
e diaria de sédio, induzidas pela repeticdo do FURO/CAP. Esta hipétese previa que
o losartan inibiria o incremento induzido pelo FURO/CAP, o que foi parcialmente
confirmado, e que a repeticdo do aumento de ANG Il encefalica, induzido pela
repeticdo do FURO/CAP, incrementaria o apetite ao sédio mediado pela ANG I,
induzido pela privagao hidrica.

O losartan, antagonista de receptor Agtr1, bloqueou a ingestdo induzida de
solugédo de NaCl 0,3 M e agua no primeiro e segundo FURO/CAP, Experimento 2a,
sem apresentar incremento ou “escape” do efeito do antagonista no segundo teste e
por conseguinte, validando a ANG |l como mediadora da ingestdo induzida de sédio
e agua desencadeada pelo FURO/CAP (27). No Experimento 2d, previu-se que
animais com histérico de apenas injecées de veiculos (VEH/VEH + SAL) e com
histérico de losartan combinado com FURO/CAP (FURO/CAP + LOS) deveriam se
comportar como os ratos que receberam FURO/CAP pela primeira vez e, portanto,
ingerir menos solugdo de NaCl 0,3 M do que ratos com historico de salina
combinada com FURO/CAP (FURO/CAP + SAL). No entanto, todos os grupos
ingeriram quantidade semelhante de solugdo de NaCl 0,3 M quanto receberam
apenas FURO/CAP no ultimo teste de ingestado induzida (Figura 7, acima), apesar da
tendéncia para reduzida média da ingestdo de NaCl 0,3 M nos grupos com losartan.
Portanto, ndo € possivel a principio afirmar que o losartan falhou em bloquear o
mecanismo dependente de ANG Il ou dependente de outro mecanismo ativado pela
injecao por si. Note novamente que animais com histérico de veiculo, altas doses de
losartan (20 e 40 mg/kg) ou apenas FURO/CAP mostraram comportamento
semelhante no teste final (Figura 7, abaixo). No entanto, o grupo que recebeu a

menor dose de losartan (10 mg/kg) ingeriu menos agua do que 0s grupos
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FURO/CAP + SAL e VEH/VEH + SAL no mesmo teste (Figura 7, abaixo). Os
resultados da ingestdo induzida de agua dos grupos com losartan até se
assemelham a uma curva de dose-resposta invertida. Por conseguinte, o losartan
pode ter tido um efeito parcial que desapareceu com o aumento das doses,
sugerindo que parte do incremento foi devido a receptores Agtr1. Entretanto, ndo é
possivel excluir o efeito cruzado entre as injegdes e os aumentos de ANG Il
encefalica, induzido pelo FURO/CAP, na produgdo do incremento em ambas as
ingestdes induzidas, sodio e agua.

Ao contrario do que aconteceu com a ingestdo induzida, o fraco efeito do
terceiro tratamento, primeiro FURO/CAP no grupo VEH/VEH + SAL e terceiro
FURO/CAP no grupo FURO/CAP + LOS 10 mg/kg, na ingestdo diaria de sddio de
ambos 0s grupos, comparados aos animais com histérico FURO/CAP + SAL (Figura
9, acima), sugere que o mecanismo dependente de receptores Agtr1 foi responsavel
pelo incremento da ingestao espontanea de solugdo de NaCl 0,3 M. Além disso, a
repeticdo do FURO/CAP néao acarretou nenhum efeito na ingestdo diaria de agua,
sugerindo que o mecanismo da ANG Il, semelhantemente ao do sinergismo ANG
[l/aldosterona proposto para o protocolo da furosemida, é seletivo para a ingestao
diaria de sédio (1-4, 5, 7, 8, 10, repare 6).

Uma analise detalhada dos resultados descritos nas Figuras 6 e 9 (acima)
sugere um outro fator influenciando o incremento produzido pela repeticdo do
FURO/CAP na ingestao espontanea de sodio em adigdo ao mecanismo mediado
pela ANG Il. Os resultados compdem-se de feitos paradoxais como o fraco, mas
significante, escape da agao inibitéria do losartan (Figura 6) e o incremento da
ingestao espontanea em grupos com histérico de altas doses de losartan (Figura 9).

O escape do incremento foi obtido na ingestao diaria de solugdo de NaCl 0,3 M nas
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semanas que seguiram o teste de ingestao induzida na presenca de losartan 10 e 20
mg/kg, mas nao losartan 40 mg/kg, apesar de todas as doses serem efetivas em
suprimir as ingestdes induzidas (Figuras 4 e 6, acima). O incremento da ingestéao
diaria de solugao de NaCl 0,3 M nos grupos com histérico de altas doses de losartan
(20 e 40 mg/kg) combinadas com FURO/CAP ocorreu apds eles terem recebido
injecdo de apenas FURO/CAP (Figura 9, acima). Este resultado sugere que o
losartan combinado com FURO/CAP de alguma maneira sensibilizou a ingestdo de
sédio. Isto necessita de futuro esclarecimento, mas de qualquer forma é consistente
com a indugédo paradoxal do apetite ao sédio atribuido ao losartan (39) e do seu
efeito facilitador de memoaria e processos cognitivos (40).

Em adicdo aos efeitos paradoxais, a dificuldade em obter uma inibigao
consistente do incremento com losartan pode ter sido resultada por outros dois
fatores, como redugcdo da natriurese e participagcdo de algum tipo diferente de
receptor de ANG IlI, ou ambos. Ao contrario de trabalhos prévios, nos quais o
losartan ndo teve nenhum efeito na natriurese (30, 41), o losartan reduziu em 35% a
natriurese induzida pela furosemida no protocolo do FURO/CAP. A diferenga entre o
prévio (30) e o presente trabalho € que injetamos losartan duas vezes antes do
tratamento com FURO/CAP, mas a anti-natriurese nao foi suficiente para explicar a
completa supressdo da ingestdo induzida de agua e soédio. Trabalhos prévios
mostraram uma resposta dose-dependente entre apetite ao sddio e furosemida, no
protocolo da furosemida (42). Esta resposta também tem sido associada com a
relacdo direta entre a dose de furosemida e natriurese. Por conseguinte, se a
inibicdo da natriurese fosse o principal fator bloqueador da ingestdo induzida, entao
a reducao do efeito natriurético deveria apenas induzir uma redugéo proporcional na

ingestdo induzida pelo FURO/CAP e ndo sua completa supressdo. Portanto, a
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dificuldade em reduzir a resposta induzida pelo FURO/CAP em ratos com histérico
de losartan ndo pode ser atribuida apenas a natriurese reduzida; no entanto, este
efeito renal pode parcialmente ter reduzido o estimulo para a produgao de ANG II.
Outra possibilidade para se explicar os resultados com losartan é a participagao de
mais de um tipo de receptor angiotensinérgico associado a transcrigdo génica de
proteinas responsaveis pelas alteragcdes morfolégicas de neurdnios (por exemplo,
43). Embora receptores Agtr1, particularmente o tipo-1a, regule a transcrigdo génica
(40, 44), os resultados do losartan combinado com FURO/CAP sugerem que um
receptor diferente, que também regule a transcricdo, por exemplo: receptor de
ANG+7, Agtr2 e/ou Agtr4, talvez combinados com receptores Agtr1, medeiam o
incremento.

Outra evidéncia para o papel da ANG Il no incremento € que repeticdo do
FURO/CAP induziu sensibilizacdo do apetite ao sddio. Animais com histérico de
FURO/CAP ingeriram mais solugédo de NaCl 0,3 M no teste do apetite ao sddio do
gue animais com histérico de veiculo, apds serem submetidos ao primeiro episddio
de PHRP (Figura 10, acima). Note que o grupo veiculo incrementou o apetite ao
sédio no segundo teste, como resultado do aumento da ANG Il, o qual ocorreu na
primeira PHRP. Este incremento é consistente com uma tendéncia para o
incremento observado no teste do apetite ao sédio apés a PHRP mostrado em
trabalhos prévios (8, 20). A auséncia da utilizagcado de técnica invasiva no protocolo
PHRP pode ter evitado que os animais associassem a ingestdo de sédio a injegcao
intraperitoneal. Por conseguinte, a sensibilizagdo produzida pela repeticao do
FURO/CAP no testes do apetite ao sddio que seguem a PHRP esta de acordo com o

previsto, uma vez que assumimos que a repeticdo do aumento de ANG |l encefélica
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sensibilizaria a ingestao induzida de sédio mediada pela ANG Il, mas produzida por
um outro método que ndo o FURO/CAP.

Em resumo, os resultados sugerem que procedimentos temporalmente
associados com a indugao do apetite ao sddio, como a técnica invasiva de injecéo
intraperitoneal, podem exercer algum papel no incremento da ingestao induzida de
sédio e agua; entretanto, experimentos futuros serdo necessarios para se testar esta
hipotese. Além disso, os resultados também mostram que repeticdo do FURO/CAP
induz incremento da ingestdo de sodio e confirma o efeito de longo prazo da ANG Il
no comportamento ingestivo. O papel dos receptores de ANG Il neste efeito
permanece por ser esclarecido; no entanto, o presente trabalho indica alguma
participacdo de receptores Agtrl. Como este peptideo tem sido associado ao
incremento em resposta a repetidas desidratagdes e também ao consumo de drogas
de abuso (para revisao, 45), especula-se que o incremento pode estar participando
como um mecanismo para a dependéncia ao sal (46). Sendo assim, o protocolo
FURO/CAP é um candidato para se testar a relagdo da ANG Il com diferentes

comportamentos associados a dependéncia de drogas de abuso.
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3.2 Resumo

A ingestao de sodio pode ocorrer de duas maneiras: espontanea ou induzida.
Tratamentos que induzem deplecdo de sodio incrementam ambas as formas de
ingestao de sodio. O objetivo do presente trabalho foi relacionar o incremento da
ingestao de sodio induzido por privagdo hidrica com alteragdes do sistema renina-
angiotensina (SRA) hipotalamico e parametros sistémicos. Repetidos episddios de
privagao hidrica-rehidratagdo parcial (PHRP) incrementaram a ingestado espontanea
e induzida de solugao de NaCl 0,3 M, mas nao alteraram a ingestdo de agua nem os
parametros sanguineos e urinarios investigados. Animais sob hidratagdo submetidos
a um prévio episédio de PHRP aumentaram em 76% a quantidade de RNAm
hipotalamico que codifica receptor de angiotensina (ANG) Il tipo-1a (Agtria). No
entanto, nestes mesmos animais ndo se observou alteragdes na expressao génica
hipotalamica de angiotensinogénio (Agt), renina (Ren), enzima conversora de ANG
isoforma-1 (Eca1), enzima conversora de ANG isoforma-2 (Eca2), aminopeptidase N
(Anpep), proteina associada ao Agtr1 (Agtrap), receptor de ANG semelhante ao tipo-
1 (Agtrl1 ou receptor de apelina, APJ) e apelina (Apln). Animais sob hidratagéo
submetidos a trés prévios episddios de PHRP ndo alteraram a expressédo génica
hipotalamica de Agtr1a, Agt, Ren, Ecal, Eca2, Agtrap, APJ e Apin. Portanto, o
incremento da ingestdo espontanea de sddio induzido por repetidos episddios de
PHRP néo esta relacionado a alteragdes génicas do SRA hipotalamico. Animais sob
rehidratacdo submetidos a trés prévios episodios de PHRP aumentaram em 43%,
60%, 36% e 159% o RNAm hipotaldmico que codifica Agt, Anpep, Agtrap e APJ,
respectivamente. No entanto, a expresséo génica hipotalamica de Ren, Eca1, Eca2,

Agtria e Apln nao foi alterada nestes mesmos animais. Portanto, o incremento da
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ingestdao induzida de sodio esta relacionado com alteragdes génicas do SRA
hipotalamico. Contudo, repetidos episédios de PHRP sensibiliza tanto a ingestao
espontanea de sodio quanto o apetite ao sédio. Ambas as formas de incremento da
ingestao de sbédio ndo estdo associadas com alteragdes de paréametros sistémicos
que facilitam a natriorexigénese, e o incremento da ingestdo espontanea de sddio
nao esta associado a alteragdes do RNAm hipotalamico para o SRA. Além disso, o
incremento da ingestédo induzida de sddio esta associado com aumento dos niveis
de RNAm hipotalamico que codificam Agt, Anpep, Agtrap e APJ. Portanto, sugere-se
que ambos os peptideos hipotalamicos, ANG Il e apelina, podem estar modulando o

incremento do apetite ao sédio.

Palavras-chave: ingestdo de sddio, sensibilizagdo, hipotalamo, desidratacédo, APJ,

Agtrap
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3.3 Introducgao

A ingestdo de sodio pode ocorrer de duas maneiras: espontanea ou
induzida. A ingestdo espontanea refere-se ao consumo de sal de um animal
hidratado em excesso a necessidade diaria de sddio, e a ingestao induzida, também
chamada de apetite ao sédio, refere-se ao consumo de sal desencadeado pela
diminuicao de volume do compartimento extracelular (Denton, 1984; Schulkin, 1991;
Epstein, 1991).

Tratamentos que induzem deplecao de soédio ou aumento episodico de
horménios natriorexigénicos, angiotensina (ANG) |l e aldosterona, por exemplo,
incrementam ambas as formas de ingestdo de sodio, o que provavelmente
corresponde a uma adaptacao a perda de soédio. (Falk, 1966; Frankmann et al.,
1986; Sakai et al., 1987, 1989; Pereira et al., 2002, 2005a, 2005b; De Luca Jr. et al.,
2007). No entanto, a ingestao de solucao hipertdnica de NaCl nao pode ser induzida
por apenas uma unica injecado intracerebroventricular (icv) de ANG Il exdgena
(Fitzsimons, 1998). Porém, repetidos aumentos episddicos, através de repetidas
injecdes icv, ou continua infusdo icv de ANG Il exégena induzem ingestao de NaCl
hipertonico (Bryant et al., 1980; Moellenhoff et al., 2001).

Trabalhos prévios utilizando-se furosemida associada a dieta pobre em
sédio (protocolo da furosemida) e dialise hiperoncoética demonstraram que o
incremento da ingestdo espontanea e induzida de sédio n&do esta relacionado com
alteragdes sistémicas permanentes (Frankmann et al., 1986; Sakai et al., 1987,
1989). No entanto, o incremento do apetite ao sédio induzido pela repeticdo do
protocolo da furosemida esta relacionado com: 1) sinergismo entre angiotensina
(ANG) Il e aldosterona (Sakai et al., 1987), 2) reorganizagao sinaptica e aumento da

atividade celular no nucleo accumbens, regido encefalica relacionada com motivagao
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e recompensa (Roitman et al., 2002; Na et al.,, 2007) e 3) aumento da atividade
celular no érgao subfornical e nucleo basolateral da amigdala, regides encefalicas
relacionadas com o controle do apetite ao sodio (Na et al., 2007). Por conseguinte,
as alteragdes de longo prazo que ocorrem no incremento da ingestdo de sddio
provavelmente se devem a plasticidade neural, habilidade do sistema nervoso
central em alterar conexao e/ou forga sinaptica baseada em prévios desafios. No
entanto, ndo se sabe quais alteragcdes estdo associadas ao incremento da ingestao
de sddio induzido por multiplos episddios de privacao hidrica (Pereira et al., 2002).

O hipotadlamo é uma regido encefalica responsavel por regular pressao
arterial, frequéncia cardiaca e atividade do nervo simpatico (Yardley et al., 1986;
Kramer et al., 2000). Esta regiao também é responsavel pela integragdo de varios
comportamentos motivados, tais como defesa, estresse, fome, sede e ingestdes
especificas, como por exemplo: apetite ao sédio, calcio e fosforo (Covian e Antunes-
Rodrigues, 1963; Saad et al., 1972, 1981; Grossman, 1990; Denton et al., 1996;
Schulkin, 1996; Tsigos e Chrousos, 2002). Além disso, o hipotalamo esta localizado
na base inferior do encéfalo, numa posi¢cdo estratégica de facil acesso para
disseccdo e tem sido empregado em técnicas de biologia molecular no estudo de
comportamentos motivados, como agressividade (Chiavegatto et al., 2001) e
ingestao de alimento (Bertelli et al., 2006; Moraes et al., 2006), e isolamento social
(Bibancos et al., 2007).

O hipotdlamo também estd envolvido no controle da ingestdo
espontanea e induzida de sddio e agua. Nas décadas de 50 e 60 do século XX,
varios estudos de lesao eletrolitica no hipotalamo lateral ou dorsomedial mostraram
adipsia em ratos (Anand e Brobeck, 1951; Montemurro e Stevenson, 1957; Smith e

McCann, 1962; Epstein e Teitelbaum, 1964). Lesao no hipotalamo lateral afeta a
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ingestdo de agua induzida por privacao hidrica e angiotensina (ANG) Il injetada
centralmente (Epstein e Teitelbaum, 1964; Black et al., 1974). Lesao no hipotalamo
ventromedial abole a ingestdo espontdanea de sodio e lesdo no hipotalamo
dorsomedial afeta o apetite ao sddio induzido por adrenalectomia, tratamento com
mineralocorticéide e dialise intraperitoneal (Wolf, 1964; Novakova e Cort, 1966; Wolf
e Quartermain, 1967). Estudos prévios de estimulagcao elétrica no hipotalamo lateral
e dorsomedial demonstraram polidipsia em ratos (Greer, 1955; Mogenson e
Stevenson, 1967; Mogenson et al., 1971; Miller, 1960) e bodes (Anderson, 1955;
Anderson e McCann, 1955), bem como aumento da ingestdo de sodio hiperténico
em ratos (Miller, 1960; Wise, 1968, 1969; Cox e Valenstein, 1969; Mogenson, 1971),
bodes (Anderson, 1955) e ovelhas (McKenzie e Denton, 1974).

O equilibrio hidro-eletrolitico esta sob controle do sistema hipotalamo-
neurohipofisario (Antunes-Rodrigues et al., 2004), e neurénios magnocelulares do
hipotalamo sofrem alteragcdo transcriptdmica, protedmica e morfoldgica durante a
desidratacdo (Perimutter et al., 1985; Miyata et al., 1994; Theodosis et al., 1998;
Miyata e Hatton, 2002; Sharman et al., 2004; Hindmarch et al., 2006; Gouraud et al.,
2007). No entanto, ndo se sabe se o hipotalamo esta envolvido no incremento da
ingestao de sodio, uma vez que esta regidao encefélica é passivel de plasticidade
neural induzida por desidratacdo. A desidratacdo diminui o volume dos liquidos
corporais de ambos os compartimentos, intracelular e extracelular; e pode ser
induzida, tanto na natureza quanto no laboratério, pela privagéo hidrica.

A restricdo hidrica pode causar danos a saude (Kleiner, 1999; Verbalis,
2003) e é a forma mais comum e natural de se produzir desidratacéo resultante de
diminuicao do volume extracelular. O protocolo privagao hidrica-rehidratagéo parcial

(PHRP) foi desenvolvido em nosso laboratério por Sato et al (1996) e tem como
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objetivo dissociar a sede do apetite ao sodio ativado pela privagdo hidrica,
permitindo que os animais tenham acesso primeiro a agua (teste de sede), durante o
periodo de rehidratagdo parcial (RP), e depois ao sédio (teste de apetite ao sbdio)
(De Luca Jr. et al., 2002, 2007). A sede restabelece parcialmente o volume
extracelular e o apetite ao sddio permite o restabelecimento completo de volume (De
Luca Jr. et al., 2002, 2007). Episédios de privagao hidrica sdo comuns em animais e
humanos e induzem apetite ao sddio nestas espécies (Denton, 1984; Weisinger et
al., 1985; Takamata et al., 1994; Sato et al., 1996; De Luca Jr. et al., 2002; Leshem
et al., 2008). No rato, o sistema renina-angiotensina (SRA) medeia o apetite ao sddio
induzido por privagdo hidrica, o qual € abolido por injecdo intraperitoneal de
captopril, inibidor da enzima conversora de ANG (Eca), e por injecédo
intracerebroventricular de losartan ou PD123319, antagonistas de receptores de
ANG Il tipo-1 (Agtr1) e tipo-2 (Agtr2), respectivamente (Sato et al., 1996).

O SRA, bem como sua localizagdo, sinais intracelulares, papéis
fisiologicos e implicacbes patofisioldgicas, tem sido extensivamente estudado e
revisto por décadas (Ganong, 1984; Lind et al., 1985; Deschepper et al., 1986;
Moffett et al., 1987; Phillips, 1987; Mendelsohn et al., 1990; Bunnemann et al., 1992;
Phillips et al., 1993; Wright e Harding, 1994, 1997; Lippoldt et al., 1995; Lenkei et al.,
1997; Fitzsimons, 1998; Allen et al., 2000; Belova, 2000; De Gasparo et al., 2000;
Salzet et al., 2001; McKinley et al., 2001, 2003; Campbell, 2003; Burrell et al., 2004;
von Bohlen und Halbach, 2005; von Bohlen und Halbach and Albrecht, 2006;
Lazartigues et al., 2007; Luft, 2007; Wright et al,., 2008). Em 1971, Ganten et al. foi o
primeiro a demonstrar a presenga de renina no encéfalo. O pré-pro-precursor da
ANG Il, angiotensinogénio, € uma oa-2-globulina presente em neurdnios, células da

glia, liquor e liquido extracelular (Reid e Ramsay, 1975; Hilgenfeld, 1984; Stornetta
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et al., 1988; Intebi et al., 1990). Em neurdnios, o angiotensinogénio é clivado pela
renina, resultando o decapeptideo ANG |. A ANG | resultante pode ter dois residuos
terminais removidos pela Eca isoforma-1 (Eca1) tornando-se o octapeptideo ANG I,
ou pode ser degradada a ANG1-9 pela Eca isoforma-2 (Eca2) e/ou ANG1-7 pela
endopeptidase neutra, as quais podem ser posteriormente degradadas a ANG1-5
pela Ecal. A ANG Il formada pode exercer suas fungdes ligando-se pelo menos a
dois tipos diferentes de receptores, Agtr1 e Agtr2, ou pode ser metabolizada no
heptapeptideo ANG Il pela aminopeptidase A ou no hexapeptideo ANG |V pela
aminopeptidase N ou ANG1-7 pela Ecal, as quais novamente podem ser
degradadas posteriormente a ANG1-5 pela Eca1. Em ratos, a maior concentragao de
sitios ligantes para a ANG Il esta localizada no hipotdlamo e talamo, e seus
receptores possuem ampla distribuicdo pelo encéfalo (Bennett e Snyder, 1980; Allen
et al.,, 2000; Lenkei et al., 1997; Fitzsimons, 1998; Gasparo et al., 2000). Com
relacdo a plasticidade neural e aos efeitos de longo prazo induzidos por horménios,
sabe-se que a ANG Il induz sinaptogénese, ativa fatores de transcricdo no encéfalo
e exibe um papel organizacional nos mecanismos centrais que controlam o apetite
ao soédio (Epstein, 1991; Lebrun et al., 1995; Wright et al., 2002a, 2002b, 2004). No
entanto, ndo se sabe se o SRA hipotaldmico estd envolvido no incremento da
ingestao de soddio, uma vez que o hipotalamo apresenta RNAm que codifica receptor
Agtria, sitios ligantes para ANG |l e terminais imunorreativos para ANG Il (Lenkei et
al., 1997, Fitzsimons, 1998; Gasparo et al., 2000).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi investigar se o incremento da
ingestao de sodio induzido por multiplos episédios de PHRP esta relacionado com

alteragdes da expressao génica do SRA hipotalamico.
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3.4 Procedimentos Experimentais

3.4.1 Animais

Foram utilizados setenta e sete ratos (280 — 320 g) da linhagem Holtzman
criados no Biotério da Faculdade de Odontologia da UNESP de Araraquara, Séo
Paulo, e com trés meses de idade no inicio dos experimentos. Os animais foram
alojados em gaiolas individuais de ago inoxidavel em ambiente controlado: 23 + 2°C,
55 + 10% umidade e ciclo claro-escuro de 12:12 h, com o inicio da fase clara as 7 h
da manha. Agua e solucéo de NaCl 0,3 M ficaram disponiveis “ad libitum” em dois
bebedouros de polipropileno colocados na parte da frente da gaiola, a ndo ser
quando indicado o contrario. Os bebedouros com capacidade para 100 ml eram
graduados a cada 1 ml e tampados com rolhas de borracha providas de bico de ago
inoxidavel. Rac&o granulada contendo 0,5 — 1,0% de sédio (Guabi, Paulinia, SP,
Brazil) ficou disponivel a vontade para consumo, a ndo ser quando indicado o
contrario, em um recipiente localizado na lateral de cada gaiola. Todos os
experimentos foram iniciados, no minimo, trés dias apds os animais terem sido
adaptados as condigbes laboratoriais (periodo de adaptagdo). Todos os testes
experimentais e procedimentos de coleta foram iniciados entre 8 e 10 h da manha.
Os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(FOAr, UNESP) e seguiram as recomendagdes do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

3.4.2 Solugao

Solugéo hipertbnica de cloreto de sédio (NaCl 0,3 M) foi feita a partir do

respectivo sal (Labsynth, Diadema, SP, Brazil) dissolvido em agua filtrada.
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3.4.3 Protocolo PHRP e teste de apetite ao sédio

Os animais foram privados de agua e NaCl 0,3 M, com livre acesso a
ragao, por 36 h (privagao hidrica, PH). Logo apds, a ragao foi removida do recipiente
lateral das gaiolas e uma bureta de vidro (provida de bico de ago inoxidavel e
graduada a cada 0,1 ml) contendo agua foi oferecida aos animais por 120 min (RP),
ao final das 2 h foi realizada a medida a ingestdo de agua (teste de sede). A
ingestdo de agua durante o RP resulta em recuperagdo parcial do volume
extracelular diante de uma elevada atividade de renina plasmatica (ARP) persistente
(De Luca Jr. et al., 2002).

Apods o RP, uma segunda bureta de vidro (provida de bico de ago inoxidavel e
graduada a cada 0,1 ml) contendo solugdo de NaCl 0,3 M foi oferecida. As ingestdes
de NaCl 0,3 M e agua foram mensuradas aos 15, 30, 60 e 120 min (teste de apetite

ao sodio).

3.4.4 Parametros sanguineos

Amostras de sangue troncular foram coletadas imediatamente apds a
decapitacdo de animais hidratados (Experimento 1, ingestdo espontanea), e de
animais privados de agua por 36 h e rehidratados parcialmente por 2 h no RP
(Experimento 2, ingestao induzida). As amostras foram coletadas em tubos contendo
gel separador (SST, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) e centrifugadas a 2500
rom por 10 min a temperatura ambiente para obtencdo de soro. A concentragao
sérica de sodio e potassio foi determinada através de eletrodo ion-especifico (ISE
AVL 9180, Medical Instruments) por potenciometria (Maas et al., 1983). Proteina

total sérica foi determinada em refratdbmetro (Atago), e a osmolalidade sérica em
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osmbémetro (Digimatic 3D2, Advanced Instruments) por diminuicdo do ponto de

congelamento (Doward e Chalmers, 1975).

3.4.5 Parametros urinarios

Amostras de urina dos animais do Experimento 1 foram coletadas em tubos
de polipropileno graduados a cada 0,1 ml, no qual o volume urinario (UV) foi
mensurado. Osmolalidade (UOsmol) e concentragdo de sodio e potassio urinaria
foram determinadas como descrito no item 3.4.4. A quantidade total de sédio (UNaV)
e potassio (UKV) excretados na urina foram inferidas pelo produto do UV pela

concentracido de cada ion na urina.

3.4.6 Dissecgao do hipotalamo

Os grupos de animais para analise da expressao génica hipotalamica
(Experimentos 1a e 2) foram decapitados em ordem alternada, ou seja, primeiro os
grupos experimentais, a seguir o grupo controle e novamente 0s grupos
experimentais e assim sucessivamente. O cérebro foi imediatamente removido do
cranio e o hipotalamo dissecado numa placa de Petri contendo gelo seco (Nitro
Paulista Comercial Ltda, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). A amostra de hipotalamo foi
rapidamente imersa em solugdo de preservacdo de RNA (RNAlater™, QIAGEN,
Valencia, CA, USA) e pesada (peso do tubo contendo RNAlater™ mais hipotalamo
dissecado menos o peso do tubo contendo apenas RNAlater™). As amostras
permaneceram a 4°C (Context 28, Consul) por um dia e entdo, foram congeladas e

estocadas a -80°C (ThermoForma model 725, ULT Freezer) até o momento de uso.

3.4.7 Histologia
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Dezesseis cérebros, dos quais o hipotalamo foi removido, e um intacto foram
fixados em paraformaldeido (PFA) 4% (Labsynth, Diadema, SP, Brasil) tamponado
em solucgao fosfato salina (PBS) 0,1 M, pH 7,4 (Labsynth, Diadema, SP, Brasil) por 4
dias e entdo, armazenados a 4°C em sacarose 30% (Labsynth, Diadema, SP, Brasil)
tamponada em PBS 0,1 M. Secg¢des coronais (50 um de espessura) das areas em
que o hipotalamo foi dissecado e das mesmas areas do cérebro intacto foram feitas
utilizando-se um micrétomo de congelamento (Leica SM 2000R). Os cortes foram
imersos por 1 h em solugdo aquosa com peroxido de hidrogénio 10% (Labsynth,
Diadema, SP, Brasil) e metanol 10% (Labsynth, Diadema, SP, Brasil); e a seguir,
lavados em PBS 0,1 M. Logo apéds, os cortes foram montados em l|amina
gelatinizada, secos por 3 — 4 dias a temperatura ambiente, corados com Giemsa,
desidratados com alcool etilico (Labsynth, Diadema, SP, Brasil), clareados com xilol
(Labsynth, Diadema, SP, Brasil) e cobertos por laminulas fixadas com Permount
(SP15-500, Fisher Scientific, Hampton, NH, USA). As secc¢des coronais de interesse
foram localizadas no aumento de 4 X de um microscépio (BX 50, Olympus) e as
fotomicrografias foram capturadas por uma camera (DP10, Olympus) conectada a
um computador, utilizando-se o software Image Pro-Plus 4.1.0.0 (Media Cybernetics,
Inc., Bethesda, MD, USA); nas quais examinou-se a extensdo do hipotalamo

dissecado, de acordo com Paxinos and Watson (2005).

3.4.8 Analise da expressao génica hipotalamica: transcricao reversa seguida
de reacao em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa em tempo real (qRT-

PCR)
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As amostras de tecido hipotalamico dissecado foram removidas da solugao
de preservacdo de RNA (RNAlater™) e imediatamente imersas em TRIzol®
Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) gelado e homogeneizadas (PowerGen 125
and Generator 5mm x 95 mm, Fischer Scientific, Hampton, NH, USA) por 30 s na
velocidade maxima. RNA total foi isolado de acordo com as instrugées do fabricante.
A seguir, o RNA foi quantificado por espectrofotometria (NANODROP® ND-1000
Spectrophotometer, Nanodrop Technologies, USA) e sua pureza verificada pela
razdo de densidade optica (OD) 260:280, sendo que apenas RNA total com OD =
1,85 foi utilizado. A integridade to RNA total foi verificada em gel de agarose 1%
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) corado com brometo de etidio (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), e a intensidade de fluorescéncia da razao 28S:18S do RNAr foi
visualmente determinada (Eagle Eye, Stratagene, La Jolla, CA, USA). O RNA total (4
ug) foi tratado com 4U da enzima DNase (1U/ul) (RQ1 RNase-Free DNase,
Promega, Madison, WI, USA), 0,5 ul de RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 2 ul de tamp&o 10x por 30 min a 37°C,
posteriormente adicionou-se 2ul de DNase Stop Solution (Promega, Madison, WI,
USA) e a reacgao foi incubada por mais 15 min. Logo a seguir, as amostras foram
purificadas com fenol saturado-tamponado com Tris-HCI (UltraPure™ buffer-satured
phenol with Tris-HCI, pH 7,49-7,79 a 25°C, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e
cloroférmio (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), de acordo com as instru¢des do
fabricante. Como descrito acima, o RNA total tratado com DNase foi novamente
quantificado e verificou-se pureza e integridade do mesmo; novamente, apenas
amostras com OD = 1,85 foram utilizadas. O RNA total tratado com DNase (2 pg) foi

transcrito reversamente utilizando-se uma solugao contendo 4 ul de tampao 5x

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10 mM de DTT 0,1 M (Invitrogen, Carlsbad, CA,
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USA), 0,5 ug de Oligo(dT)20Primer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 2 mM de dNTP
mix 10 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 0,5 ul de RNaseOUT™ Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 0,5 ul de agua destilada livre
de DNase-RNase (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), e 200 U de enzima
SuperScript™ |ll Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); totalizando
20 pl de volume final. A seguir, as amostras de RNA transcritas reversamente
(DNACc) foram congeladas e estocadas a -20°C (Bosch 260, Campinas, Sao Paulo,
Brazil) até o momento de uso. Primers especificos para angiotensinogénio (Agt),
renina (Ren), Ecal, Eca2, aminopeptidase N (Anpep), Agtria, Agtrib, Agtr2,
proteina associada ao Agtr1 (Agtrap), receptor de ANG semelhante ao tipo-1 (Agtri1)
e apelina (Apln), e dois genes controles, (3-actina (Actb) e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (Gapdh), foram desenhados utilizando-se o software Primer3 v. 0.4.0
(http://frodo.wi.mit.edu/), conforme Bibancos et al. (2007) (Tabela 1). As sequéncias
desenhadas para os primers sense e anti-sense foram posicionadas em exons
diferentes, analisadas com o software NetPrimer, e suas especificidades foram
avaliadas no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), software de busca
assistida a procura de sequéncias de nucleotideos para Rattus norvergicus. Os
primers foram sintetizados pela IDT® Integrated DNA Technologies (Coralville, IA,
USA). O tamanho da sequéncia amplificada e a auséncia de produtos extra de
amplificagdo foram testados por PCR e visualizados em gel de agarose 3%
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A expressao do RNAm foi quantificada por qRT-
PCR no equipamento Rotor-Gene™ Real-Time Rotatory Analyzer (Corbett Life
Science, Sydney, Australia) utilizando-se a metodologia do SYBR® Green (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). A concentragao 6tima de DNAc e primers, e a

eficiéncia de amplificagcao foram obtidas através de uma curva de diluigdo com cinco
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pontos (50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ng/ul) para cada gene. Como resultado, o qRT-
PCR continha 12,5 ng DNAc, 200 nM de cada primer (sequéncias sense e anti-
sense), 8,36 ul de agua destilada livre de DNase-RNase (Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), e 10 ul de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA); totalizando 20 ul de volume final. Amostras de DNAc dos
grupos do Experimento 1 (ingestdo espontdnea) ou Experimento 2 (ingestédo
induzida) foram processadas na mesma corrida e em triplicata para cada gene.
Amostras sem DNAc (NTC) ou primers (NAC) foram incluidas como controles
negativo em cada corrida. Os parametros utilizados no gRT-PCR foram 95°C por 10
min, seguido por 50 ciclos de 15 s a 95°C e 60 s a 60°C. A curva de dissociagao foi
feita apds cada corrida, com os seguintes parametros: 95°C por 15 s, estabilizagdo a
60°C seguida de elevacédo gradual da temperatura de 0,5°C a cada 15 s. Os
resultados do gRT-PCR foram analisados utilizando-se os softwares Rotor-Gene™
version 6.0 (Corbett Life Science, Sydney, Australia) e Microsoft Office Excel. A
expressao de cada gene hipotaldamico foi calculada de acordo com Vandesompele et

al. (2002).
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Tabela 1 — Sequéncia sense e anti-sense dos primers utilizados na analise da

expressao génica hipotalamica por transcri¢cao reversa seguida de gRT-PCR.

Gene Sequéncia de Primers

Sense Anti-sense

Agt 5-TCTACCCTTTTGGGTGCTG-3" 5-CAAGGAGGATGCTGTTGAGA-3’
Ren 5-GTGTGAGGAGGGCTGTATGG-3° 5-CAGTGGGTGGTGGGATGT-3"
Ace1 5-CAGGAACGTGGAACTTGGA-3’ 5-CTTTGACGGAAGCATCACC-3’
Ace2 5-CGCTGTCACCAGACAAGAA-3’ 5-GCCATTATTTCGTCCAATCC-3’
Anpep 5-CTCCACCATCGTCAGCATC-3’ 5-CTCCGCAATCTTCAAAC-3’
Agtria  5-CAACTGCCTGAACCCTCTGT-3" 5-AAAGCGTGCTCATTTTCGTAG-3’
Agtrib  5-ACTCTTTCCTACCGCCCTTC-3’ 5-TTAGCCCAAATGGTCCTCTG-3’
Agtr2 5-CCCTAAAAAGGTGTCCAGCA-3° 5-GCACATCACAGGTCCAAAGA-3’
Agtrl1  5-GGAGCAGCCGAGAAAAGAG-3°  5-GGCAAAGTCACCACAAAGG-3’
Agtrap 5-CATTGGCATGTTTCTTGGTG-3’ 5-ACGGCAACGCTTGAGTAGA-3’
Apin 5-GCTCTGGCTCTCCTTGAGTG-3° 5-GTAGCGCATGTTGCCTTCTT-3’
Actb 5-CGTTGACATCCGTAAAGACC-3° 5-GCCACCAATCCACACAGA-3’

Gapdh 5 -ATGGTGAAGGTCGGTGTG-3’ 5-GAACTTGCCGTGGGTAGAC-3’

3.4.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. Apds a
verificacdo de que todos os resultados sdo paramétricos, analise de variancia
(ANOVA) ou teste “t” de Student foi aplicado nos resultados. ANOVA de um fator
com medidas repetidas ou nao-repetidas e ANOVA de dois fatores com medidas
repetidas foram aplicadas nos resultados para comparar peso do hipotalamo,
ingestdo diaria e induzida de agua e sodio, parametros sanguineos e expressao

génica entre grupos ou entre privagdes. A significancia das interacdes foi testada,
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posteriormente a ANOVA, com o emprego do teste Student Newman Keuls. Teste “t”
de Student foi utilizado para comparar peso do hipotalamo, ingestdo induzida de
agua e soédio, parametros sanguineos e urinarios e expressao génica entre grupos
ou entre privagbes. O nivel de significancia foi fixado em P<0,05 para ambos os

testes.

3.4.10 Experimento 1. Identificagcdo de alteragbes na expressao génica
hipotalamica induzidas por multiplos episédios de PHRP em animais sob

hidratacao.

Multiplos episodios de PHRP incrementam a ingestdo espontanea de solugao
de NaCl 0,3 M (Pereira et al., 2002). Como o apetite ao sddio € mediado pela ANG I
encefalica (Sato et al., 1996) e este peptideo é capaz de ativar fatores de transcricao
no encéfalo (Lebrun et al., 1995, 1996) e, portanto, passivel de induzir altera¢des de
longo prazo; a hipétese levantada foi de que episédio unico ou repetidos de PHRP
alteram a expressao génica hipotaldmica, modulando o incremento da ingestéao
espontanea de NaCl 0,3 M. Sendo assim, os objetivos deste experimento foram
avaliar a ingestdo de sédio em animais submetidos a multiplos episddios de PHRP
(Experimento 1a) e relacionar alteragbes sistémicas, como parametros sanguineos
(Experimento 1a) e excregcdo urinaria (Experimento 1b), e/ou alteragbes na
expressao génica hipotalamica (Experimento 1a) ao incremento da ingestao diaria

de NaCl 0,3 M induzido pela repeticao do protocolo PHRP.

3.4.10.1 Experimento 1a. Analise da ingestao de sédio, parametros sanguineos
e expressao génica hipotalamica em animais hidratados (-H) submetidos a

prévios episodios de PHRP.
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Trés grupos de animais (n = 6-12 por grupo) foram utilizados: ratos
submetidos a um (1PHRP-H) ou trés episédios de PHRP (3PHRP-H) ou néo
privados (CONT-H). Apdés o periodo de adaptagdo, a medida diaria da ingestao
espontanea de NaCl 0,3 M e agua foi realizada por 31 dias. A medida diaria durante
os primeiros sete dias foi considerada ingestdo basal. Apdés a medida da ingestéao
basal de NaCl 0,3 M e agua, o grupo 3PHRP-H foi privado de agua pela primeira vez
no 7° dia e as subsequentes privagdes hidricas foram realizadas a cada sete dias. O
grupo 1PHRP-H foi privado de agua apenas uma vez no 25° dia, simultaneamente a
3?2 privagdo hidrica do grupo 3PHRP-H. Apds cada PHRP realizou-se o teste de
apetite ao sodio, como descrito anteriormente no item 3.4.3. Para evitar uma
possivel associacdo temporal entre as privagdes hidricas a cada sete dias pelos
animais, os mesmos foram sacrificados apds quatro dias da 32 (3PHRP-H) ou 12
PHRP (1PHRP-H) para determinagcdo dos parametros sanguineos e analise da
expressao génica hipotalamica, uma vez que ambos os procedimentos requerem

sacrificio por decapitagao.

3.4.10.2 Experimento 1b. Analise de parametros urinarios e ingestao de

alimento antes, durante e depois de um episédio de PHRP.

Com o intuito de se avaliar os parametros urinarios entre animais submetidos
a um (1PHRP, n = 6) ou trés episdédios de PHRP (3PHRP, n = 10), os mesmos foram
mantidos em gaiolas metabdlicas durante todo o experimento, mesmo protocolo
descrito no Experimento 1a, e devido ao fato de estarem ambientados em gaiolas

metabdlicas, outros dois grupos de animais, diferentes dos do Experimento 1a foram
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utilizados. Ambos os grupos foram ambientados em gaiolas metabdlicas durante
toda a sessao experimental. Amostra de urina foi coletada e a ingestdo de racgéo
mensurada em 5 momentos diferentes: no 4° dia da 32 e 4% semana (urina de 24 h),
apo6s a 12 (1PHRP) ou 3?2 (3PHRP) privagao hidrica (urina de 36 h), e ao término do
RP (teste de sede) e respectivo teste de apetite ao sdédio (urina de 2h para ambos os

testes).

3.4.11 Experimento 2. Identificagcdo de alteragbes na expressao génica
hipotalamica induzidas por multiplos episédios de PHRP em animais apés

rehidratagao (-R).

A hipétese levantada foi de que episddio unico ou repetidos de PHRP alteram
a expressao génica hipotalamica, modulando o incremento do apetite ao sddio,
observado no Experimento 1a. Sendo assim, o objetivo deste experimento foi
relacionar alteragdes sistémicas e/ou alteragdes na expressdo génica hipotalamica
ao incremento do apetite ao sddio induzido pela repeticdo do protocolo PHRP.

Dois grupos de animais foram utilizados: ratos submetidos a um (1PHRP-R, n
= 11) ou trés episddios de PHRP (3PHRP-R, n = 11). Apds o periodo de adaptagao,
a medida diaria da ingestdo espontanea de NaCl 0,3 M e agua foi realizada por 25
dias. A medida diaria durante os primeiros sete dias foi considerada ingestéo basal.
Apds a medida da ingestdo basal de NaCl 0,3 M e agua, o grupo 3PHRP-R foi
privado de agua pela primeira vez no 7° dia e as subsequentes privagdes hidricas
foram realizadas a cada sete dias. O grupo 1PHRP-R foi privado de agua apenas
uma vez no 25° dia, simultaneamente a 32 privacao hidrica do grupo 3PHRP-R. O

teste de apetite ao sddio foi realizado apos a 12 e 22 PHRP no grupo 3PHRP-R,
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como descrito no item 3.4.3. Imediatamente apdés o 3° (3PHRP-R) ou 1° RP
(1PHRP-R), ambos os grupos foram sacrificados para determinagcéo dos parametros
sanguineos e analise da expressao génica hipotaldamica, uma vez que ambos os

procedimentos requerem sacrificio por decapitagéo.

3.5 Resultados

3.5.1 Analise histolégica

A dissecgdo do hipotalamo abrangeu as secgbes antero-posteriores de
numero 49 a 82 de Paxinos e Watson (2005) (Figs. 1-3). O peso do tecido dissecado
foi semelhante entre grupos tanto no Experimento 1a (CONT-H: 8,0 = 0,5 mg,
1PHRP-H: 7,8 £+ 0,7 mg e 3PHRP-H: 6,8 + 0,5 mg) quanto no Experimento 2

(1PHRP-R: 6,5 + 0,5 mg e 3PHRP-R: 7,1 £ 0 ,4 mg).
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Figura 1 — (A) Diagrama esquematico de Paxinos e Watson (2005) mostrando seccado transversal do encéfalo de rato e a

localizagdo do hipotalamo. (B) Limites laterais e superior (quadrado preto) da dissecgao do hipotalamo. (C) Figuras seriais de
numero 49 a 82 do Paxinos e Watson (2005) mostrando o limite antero-posterior do hipotalamo dissecado. (D) Amostras de RNA

total tratada com a enzima DNase e utilizadas para sintese de cDNA e analise da expressao génica por gqRT-PCR.
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Figure 48

Figura 2 — Diagrama esquematico de Paxinos e Watson (2005) mostrando figuras de secgbes coronais de numero 48 a 64 (12
fileira), fotomicrografias de encéfalo intacto (22 fileira) e representativas de um animal cujo hipotalamo fora dissecado (32 fileira),

mostrando os limites laterais e superior.
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Figura 3 — Diagrama esquematico de Paxinos e Watson (2005) mostrando figuras de secgbes coronais de numero 71 a 83 (12
fileira), fotomicrografias de encéfalo intacto (22 fileira) e representativas de um animal cujo hipotalamo fora dissecado (3? fileira),

mostrando os limites laterais e superior.
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3.5.2 Experimento 1. Identificacao de alteragbes na expressdo génica
hipotalamica induzidas por multiplos episédios de PHRP e correlagdo com o

incremento da ingestao espontianea de sédio.

3.5.2.1 Experimento 1a. Repeticao do protocolo PHRP: incremento da ingestao

de sédio e alteracao génica no hipotalamo de ratos hidratados.

3.5.2.1.1 Ingestao espontanea de solugao de NaCl 0,3 M e agua

Episddios repetidos de PHRP aumentaram a ingestéo diaria de NaCl 0,3 M do
grupo 3PHRP-H da 22 a 4% semana, comparada com a ingestdo basal e as
respectivas semanas de ambos os grupos, CONT-H e 1PHRP-H (grupo, F2,24=11,5;
semana, F3,72=23,3; grupo vs. semana, F6,72=6,5, P<0,05) (Fig. 4A). A ingestao
diaria de NaCl 0,3 M do grupo 3PHRP-H na 32 e 42 semana foi maior do que a
ingestao deste mesmo grupo na 22 semana (P<0,05) (Fig. 4A). Um unico episédio de
PHRP foi suficiente para aumentar a ingestdo diaria de NaCl 0,3 M do grupo
1PHRP-H comparado com sua ingestao basal (P<0,05); no entanto, esta ingestao
(42 semana) nao difere da ingestdo deste mesmo grupo na semana anterior (32
semana) (Fig. 4A). Um unico ou repetidos episddios de PHRP nao alteraram a
ingestao diaria de agua, a qual foi semelhante entre os grupos (grupo, F2,24=0,2;

semana, F3,72=2,9; grupo vs. semana, F6,72=1,8) (Fig. 4B).
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Figura 4 — Ingestao diaria de NaCl 0,3 M (A) e agua (B) em ratos do Experimento 1a
submetidos a uma (1PHRP-H, triangulo preto), trés (3PHRP-H, quadrado preto) ou
nenhuma (CONT-H, circulo branco) privagcao hidrica-rehidratagdo parcial (PHRP). *
P<0,05 vs. basal, * P<0,05 vs. 22 semana, * P<0,05 vs. CONT-H, * P<0,05 vs.

1PHRP-H, n = 9 por grupo.



113

3.5.2.1.2 Teste de sede e de apetite ao sédio

A ingestdo de agua foi a mesma durante o RP nos trés testes de sede feitos
pelo grupo 3PHRP-H (F2,16=2,1, P>0,05) (Fig. 5). A quantidade de agua ingerida no
unico teste de sede feito pelo grupo 1PHRP-H foi semelhante a quantidade de agua

ingerida nos trés testes de sede do grupo 3PHRP-H (Fig. 5).
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Figura 5 — Ingestdo de agua induzida por 36 h de privagao hidrica, durante o 1°
(barra branca), 2° (barra cinza) e 3° (barra preta) periodo de rehidratagdo parcial

(RP), em ratos do Experimento 1a submetidos a uma (1PHRP-H) ou trés (3PHRP-H)
PHRP; n =9 por grupo.
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Episddios repetidos de PHRP aumentaram a ingestao induzida de NaCl 0,3 M
aos 30, 60 e 120 min do 3° teste de apetite ao sédio do grupo 3PHRP-H comparado
com o 1° teste do mesmo grupo e do grupo 1PHRP-H (3PHRP-H: teste, F2,16=9,5;
tempo, F3,24=2,4, P<0.05; teste vs. tempo, F6,48=0,05, P>0,05) (1PHRP-H: teste,
F1,64=8,4; tempo, F3,64=2,9, P<0,05; teste vs. tempo, F3,64=0,07, P>0,05) (Fig.
6A). A ingestdo de agua durante o teste de apetite ao sédio é secundaria a de NaCl
0,3 M e esta relacionada com a quantidade de solugéo hipertonica de NaCl ingerida.
Por conseguinte, ndo surpreende o grupo 3PHRP-H ter ingerido mais agua aos 30 e
60 min do 3° teste do apetite ao sédio comparado com o 1° teste do mesmo grupo e
do grupo 1PHRP-H (3PHRP-H: teste, F2,16=3,7; tempo, F3,24=19,5, P<0,05; teste
vs. tempo, F6,48=1,7, P>0,05) (1PHRP-H: teste, F1,64=9,6; tempo, F3,64=13,0,

P<0,05; teste vs. tempo, F3,64=0,5, P>0,05) (Fig. 6B).
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Figura 6 — Ingestao de NaCl 0,3 M (A) e agua (B) induzida por PHRP, durante o
teste de apetite ao sodio, em ratos do Experimento 1a submetidos a uma (1PHRP-H,
triangulo) e trés (3PHRP-H, circulo) PHRP. * P<0,05 vs. 1° teste, n = 9 por grupo.
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3.5.2.1.3 Parametros sanguineos em animais sob hidratagao

Os parametros sanguineos (S[Na+], S[K+], StP e SOsmol) foram semelhantes
em animais sob hidratacdo submetidos a um (1PHRP-H), trés (3PHRP-H) ou

nenhum (CONT-H) episddio de PHRP (Tabela 2).

Tabela 2 — Determinagdo dos parametros sanguineos em grupos de animais do
Experimento 1a (n = 9 por grupo). S[Na+], S[K+], StP: concentracao sérica de sddio,

potassio e proteina total, e SOsmol: osmolalidade sérica.

S[Na’] S[K'] StP SOsmol
mOsmol/Kg
nEq nEq g%
CONT-H 139+1 6,5+0,2 6,4+0,1 308+1
1PHRP-H 141+1 6,6+02 6,6+01 309+1

3PHRP-H 140+1 69+01 63+0,1 310£1




117

3.5.2.1.4 Expressao génica do SRA hipotalamico em animais sob hidratagao

Os trés grupos de animais (CONT-H, 1PHRP-H e 3PHRP-H) utilizados
apresentaram semelhante quantidade de transcritos Actb e Gapdh no hipotalamo;
portanto a quantidade de transcritos do SRA hipotalamico foi determinada,
relativamente a Actb e Gapdh, utilizando o aplet geNorm e Ct (ciclo de amplificagao,
no qual o acumulo de fluorescéncia da amostra atingiu o limiar de detecgao
arbitrario) de cada amostra (Vandesompele et al., 2002).

Animais sob hidratagcdo submetidos a um episédio de PHRP (1PHRP-H)
aumentaram em 76% a quantidade hipotalamica do transcrito Agtria comparado
com o grupo CONT-H, mas esta quantidade nao diferiu da do grupo 3PHRP-H
(F2,19=3,8, P<0,05) (Fig. 7). No entanto, a quantidade dos transcritos Agt, Ren,
Eca1l, Eca2, Anpep, Agtrap, Agtrl1 e Apln foram semelhantes entre os trés grupos
(Fig. 7). Os transcritos Agtrib e Agtr2 ndo foram detectados por gRT-PCR no
hipotalamo de ratos nestas condigdes experimentais (bem como em: Lenkei et al.,

1997; Fitzsimons, 1998 e Gasparo et al., 2000).
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Figura 7 — Analise da expressao génica do SRA hipotalamico por transcricdo reversa
seguida de qRT-PCR em ratos sob hidratacédo (-H) (Experimento 1a) submetidos a
uma (1PHRP-H, barra hachurada), trés (3PHRP-H, barra preta), ou nenhuma
(CONT-H, barra branca) PHRP. "P<0,05 vs. CONT-H, n = 6-12 por grupo e gene.
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3.5.2.2 Experimento 1b. Repeticdo do protocolo PHRP: parametros urinarios e

ingestao de alimento.

Repetidos episddios de PHRP nao alteraram os parametros urinarios (UV,
UNaV, UKV, UOsmol) determinados em animais hidratados (urina de 24 h da 32 e 4
semana), privados (urina de 36 h de PH) e rehidratados (urina de 2 h apés o RP)
comparados com os respectivos parametros urinarios do grupo 1PHRP (Tabela 3). A
ingestao de ragao durante as 24 h da 3% e 42 semana e 36 h de PH foi semelhante
entre os grupos 1PHRP e 3PHRP (Tabela 3). Apés as 2 h do teste de apetite ao
soédio, o grupo 3PHRP excretou mais soédio na urina comparado ao grupo 1PHRP
(teste “t” de Student, P<0,05) (Tabela 3). No entanto, esta natriurese apresentada
pelo grupo 3PHRP ocorreu apés estes animais terem ingerido mais NaCl 0,3 M
durante o 3° teste de apetite ao sédio comparado com o 1° teste do grupo 1PHRP,
respectivamente: 13,1 £+ 1,5 ml/2 h e 3,2 £ 1,2 ml/2 h (teste “t” de Student, P<0,05)
(Tabela 3). O UV, UKV e UOsmol foram semelhantes entre os grupos apods o teste

de apetite ao sddio (Tabela 3).
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Tabela 3 — Determinagcao dos parametros urinarios e medida da ingestao de ragao
em grupos de animais do Experimento 1b (1PHRP, n =6 e 3PHRP, n = 10). UV:

volume urinario, UNaV and UKV: quantidade total de sddio e potassio excretada e

UOsmol: osmolalidade urinaria. * P<0,05 vs. 1PHRP-H

uv UNaV UKV UOsmol Racao
mi uEq nEq mOsmol/Kg g
24 h da 3% semana (animais hidratados)
1PHRP 99+1,1 1849+ 257 55175 2418 £162 21,3+0,9
3PHRP 146+23 3788+1028 973+181 2094 +157 23,3+1,2
36 h de privagao hidrica (animais privados)
1PHRP 48+0,9 2052 +485 506 + 67 6771 +1252 17,5+0,7
3PHRP 49+04 2336 £+276 581+125 4535+1128 19,4+0,9
2 h do teste de sede (animais rehidratados)
1PHRP 0,6+0,3 34 +24 31+16 336 + 291 -
3PHRP 0,9+0,2 20+ 8 34 + 11 429 + 156 -
2 h do teste de apetite ao sodio
1PHRP 1,9+0,7 46 + 20 59+ 24 784 + 292 -
3PHRP 3,1+1,1 349+174* 101+ 20 701 £ 121 -
24 h da 4% semana (animais hidratados)
1PHRP 11,5+1,2 2570+486 721+105 2412+145 22,1+0,7
3PHRP 14,7+1,9 4031+778 1013+118 1924 +172 23,2108
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3.5.3 Experimento 2. Identificacao de alteragbes na expressdao génica

hipotalamica induzidas por multiplos episédios de PHRP e correlagdo com

incremento do apetite ao sédio.

3.5.3.1 Ingestao espontanea de solugcao de NaCl 0,3 M e agua

Episddios repetidos de PHRP aumentaram a ingestéo diaria de NaCl 0,3 M do
grupo 3PHRP-R na 22 (19 + 3 ml) e 3% (21 + 3 ml) semana comparada com a
ingestdo basal (12 + 3 ml) (semana, F2,40=6,9; semana vs. grupo, F2,40=49,6,
P<0,05, grupo, F1,20=11,5). A ingestédo diaria de NaCl 0,3 M do grupo 1PHRP-R
nao diferiu entre semanas (12 + 2 ml, média por semana) nem foi diferente das
ingestdes semanais do grupo 3PHRP-R. A ingestao diaria de agua foi semelhante

entre os grupos e as semanas (34 + 2 ml, média por semana e grupo).

3.5.3.2 Teste de sede e apetite ao sédio

A ingestdo de agua durante o RP nao foi diferente entre as rehidratagées no
grupo 3PHRP-R (23,4 + 0,7 ml, média por rehidratagdo) e a quantidade de agua
ingerida no 1° RP do grupo 1PHRP-R (22,8 + 1,8 ml) foi semelhante a quantidade de
agua ingerida nas trés rehidratagdes do grupo 3PHRP-R.

A ingestao de sédio e agua do grupo 3PHRP-R foi semelhante entre o0 1° e 2°
teste de apetite ao sddio, respectivamente: 125 + 1,4 ml/2 h e 9,5 + 1,7 ml/2 h,

meédia por teste.
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3.5.3.3 Parametros sanguineos em animais apoés rehidratagao

Os parametros sanguineos (S[Na+], S[K+], StP e SOsmol) apds a
rehidratacdo foram semelhantes entre animais submetidos a um (1PHRP-R) ou trés

(3PHRP-R) episddios de PHRP (Tabela 4).

Tabela 4 — Determinagao dos parametros sanguineos em grupos de animais do
Experimento 2 (n = 11 por grupo). S[Na+], S[K+], StP: concentragao sérica de sédio,

potassio e proteina total, e SOsmol: osmolalidade sérica.

S[Na’] S[K'] StP SOsmol
mOsmol/Kg
nEq nEq g%
1PHRP-R 132+0 6,2+0,1 6,6+0,1 289+ 1

3PHRP-R 1311 6,0£02 64£01 291+£2
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3.5.3.4 Expressao génica do SRA hipotalamico em animais apés rehidratagao

Os dois grupos de animais (1PHRP-R e 3PHRP-R) utilizados também
apresentaram semelhante quantidade de transcrito Actb e Gapdh no hipotalamo;
portanto a quantidade de transcritos do SRA hipotalamico foi determinada,
relativamente a Actb e Gapdh, como descrito no item 3.5.2.1.4.

Apods o 3° RP, animais submetidos a repetidos episédios de PHRP (3PHRP-
R) aumentaram em 43%, 60%, 36% e 159% a quantidade dos transcritos Agt,
Anpep, Agtrap e Agtrl1, respectivamente, comparadas com o grupo 1PHRP-R (Agt;
Anpep; Agtrap; Agtrl1: teste “t” de Student, P<0,05] (Fig. 8). No entanto, a
quantidade dos transcritos Ren, Ace1, Ace2, Agtria e Apln foram semelhantes entre
os dois grupos (Fig. 8). Semelhantemente ao ocorrido no Experimento 1, os
transcritos Agtrib e Agtr2 também ndo foram detectados por qRT-PCR nestas

condi¢cdes experimentais.
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Figura 8 — Analise da expressao génica do SRA hipotalamico por transcri¢gao reversa
seguida de qRT-PCR em ratos apés rehidratagao (-R) (Experimento 2) submetidos a
uma (1PHRP-R, barra hachurada horizontalmente) ou trés (3PHRP-R, barra

finamente hachurada) PHRP. * P<0,05 vs. 1PHRP-R, n = 8-10 por grupo e gene.

3.6 Discussao

A repeticdo de PHRP incrementou ambas as formas de ingestdo de sdédio,
espontanea e induzida e o incremento ndo esta relacionado com alteragdes de
parametros sanguineos e excregdo urinaria. O incremento da ingestdo espontanea
de sodio nédo esta relacionado a alteragbes na quantidade de transcritos
hipotalamicos relacionados ao SRA. No entanto, animais sob hidratacdo submetidos
a apenas uma PHRP aumentaram a quantidade de transcrito Agtria no hipotalamo.
O incremento do apetite ao sddio esta relacionado a alteragbes na quantidade de

transcritos Agt, Anpep, Agtrap e Agtri1.
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Em 2002, Pereira et al. demonstraram que multiplos episddios de PHRP
incrementam a ingestdo espontdanea de NaCl hipertbnico, mas ndo a ingestao
induzida de sédio. Os resultados do presente trabalho demonstra que ambas as
formas de ingestdo de sédio sdo incrementadas por multiplos episddios de PHRP e
isto tem sido constantemente reproduzido em nosso laboratério pelos mesmos
investigadores. Por conseguinte, o protocolo PHRP €& um método natural de se
induzir apetite ao sddio, pois nao requer manipulagao dos animais em demasia, nem
utilizagcao de técnicas invasivas e consiste numa ferramenta util para a produgao do
incremento da ingestdo de sodio e consequentemente, investigacdo de seus
mecanismos.

Sinais que facilitam o apetite ao sodio, tais como hipovolemia e natriurese,
foram semelhantes entre ratos submetidos ao primeiro ou terceiro episédio de PHRP
imediatamente antes do teste do apetite ao sédio (Tabelas 2 (1PHRP-R vs. 3PHRP-
R) e 3 (animais rehidratados, 1PHRP vs. 3PHRP)). Este achado refor¢ca a idéia de
que o incremento da ingestdo induzida de sédio se deve a uma adaptacao
comportamental a repetidos episédios de desidratagdo. Além disso, o incremento da
ingestao espontanea de sédio também nao esta relacionado a alteragdes sistémicas
entre ratos sob hidratacdo submetidos a um ou trés prévios PHRP (Tabelas 2
(1PHRP-H vs. 3PHRP-H) e 3 (animais hidratados, 1PHRP vs. 3PHRP)).

O incremento da ingestao espontanea néo esta associado a alteragbes na
quantidade de transcritos hipotalamicos relacionados com o SRA (Figura 7). Por
outro lado, animais hidratados submetidos a um prévio episédio de PHRP (grupo
1PHRP-H) aumentaram a quantidade de transcrito Agtria no hipotalamo (Figura 7).
Este resultado revela que um unico episédio de PHRP, mas ndao multiplos, é capaz

de regular positivamente a transcricdo de RNAm hipotaldamico que codifica o
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receptor Agtria. De maneira oposta, ratos hidratados submetidos a trés prévios
episodios de PHRP ndo mostraram esta regulacao positiva e isto pode se dever ao
fato de que o peptideo ANG Il encefalico é capaz de inativar seus receptores Agtr1,
estimulando sua fosforilagado (Yang et al., 1997; Neves et al., 2000).

Da mesma maneira que repetidas exposicbes a drogas psicoestimulantes,
tais como anfetamina e cocaina, aumentam a locomocédo e o ato de se levantar,
repetidas deplecdes de sédio aumentam o apetite ao sédio (Falk, 1966; Sakai et al.,
1987; Stewart e Badiani, 1993; Pierce e Kalivas, 1997). Este fenbmeno é chamado
de sensibilizacdo ou alteragbes de longo prazo da resposta comportamental
motivada que ocorre apds uma prévia exposicdo. A alteragcdo de longo prazo na
ingestdo espontdanea de sdédio induzida por prévios episédios de PHRP é
caracterizada pelo aumento do consumo da ingestdo diaria de cloreto de sddio
hipertonico (Figura 4A). Ratos submetidos a prévios episédios de PHRP ingeriram
mais NaCl 0,3 M na 3?2 e 42 semana do que eles ingeriram na 22 semana (Figura 4A),
semana posterior a 12 deplegcdo de sddio. Sendo assim, este resultado revela que
repetidos episédios de PHRP, bem como didlise hiperoncoética, protocolo da
furosemida e furosemida associada a baixa dose de captopril, sensibilizam a
ingestdo espontanea de sdédio hipertdnico (Frankmann et al., 1986; Sakai et al.,
1989; Pereira et al., 2005a, 2005b).

O incremento do apetite ao sodio esta associado a alteragdes na quantidade
de transcritos Agt, Anpep, Agtrap e Agtrl1 no hipotalamo (Figura 8). Este resultado
sugere que animais sob rehidratacdo submetidos a prévios episédios de PHRP
(grupo 3PHRP-R) apresentam aumentada atividade do SRA hipotalamico (Figura 8).
Camundongos transgénicos que expressam grande quantidade de Agt humano no

encéfalo apresentam aumentada preferéncia por sodio (Morimoto et al.,, 2002);
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portanto, sugere-se que o aumento dos niveis de RNAm hipotalamico que codifica
Agt, o pré-pro-precursor da ANG Il, pode estar exercendo alguma fungdo no
incremento do apetite ao sédio. No entanto, a aumentada atividade do SRA ocorre
com o substrato de entrada (Agt) e com a enzima de saida (Anpep) deste sistema;
sendo assim, este resultado indica que a aumentada atividade do SRA hipotalamico
ocorre na via de sinalizagdo que leva a degradagcdo da ANG Il. O aumento dos
niveis de RNAm Agtrap no hipotalamo sugere que esta proteina transmembrana
pode estar modulando a sinalizacdo da ANG Il em ratos sob rehidratagao
submetidos a prévias PHRP; devido ao fato do Agtrap interagir com o receptor Agtr1
inibindo a sinalizagao intracelular deflagrada pela ativacdo de receptores Agtria
(Daviet et al., 1999; Lopez-llasaca et al., 2003).

O receptor Agtrl1, também chamado de receptor da apelina ou APJ, divide
consideraveis semelhangas na sequéncia de DNA com o receptor Agtr1 (O'Dowd et
al., 1993). A parte a homologia de seqiiéncias entre receptores Agtrl1 e Agtr1, é
sabido que o peptideo ANG Il ndo se acopla ao receptor Agtrl1, o qual é acoplado
pelo ligante enddégeno apelina e pelos fragmentos sintéticos deste peptideo, tais
como apelina-13 e apelina-17 (Tatemoto et al., 1998; Katugampola et al., 2001;
Kleinz et al., 2005). O RNAm e peptideo para ambos, Agtrl1 e apelina, estao
amplamente distribuidos no encéfalo de ratos, particularmente nos nucleos supra-
optico (NSO) e paraventricular (NPV) do hipotalamo (De Mota et al., 2000; Hosoya et
al., 2000; O’Carroll et al., 2000; Reaux et al., 2002). Trabalhos prévios também
mostraram que a apelina tem papel no controle do equilibrio hidro-eletrolitico,
alimentacgao e regulagao cardiovascular (Lee et al., 2000; Reaux et al., 2001; Taheri
et al., 2002; Kagiyama et al., 2005; Tatemoto et al., 2001; Katugampola et al., 2001;

Sunter et al., 2003).
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Com relagao ao controle do equilibrio hidro-eletrolitico, a apelina-13 injetada
intracerebroventricularmente reduz a ingestdo de agua induzida pela privagao
hidrica e intraperitonealmente aumenta a ingestdo espontédnea de agua em ratos
hidratados (Lee et al., 2000; Reaux et al., 2001; Taheri et al., 2002). Alem disso, a
privagao hidrica induz expressao de RNAm que codifica receptores Agtrl1 no NSO e
NPV de ratos (O'Carroll e Lolait, 2003). O fato de que o RNAm que codifica Agtrl1
esta regulado positivamente no hipotdlamo de ratos sob desidratacdo submetidos a
prévios episédios de PHRP sugere que a apelina pode ter fungdo no incremento do
apetite ao sédio. Futuras investigagdes deveriam ser feitas para avaliar a expressao
génica da vasopressina hipotaldamica, bem como seus receptores, pois privagao
hidrica induz regulagéo cruzada entre apelina e vasopressina (Reaux-Le Goazigo et
al., 2004).

Em suma, repetidos episddios de PHRP sensibilizam a ingestdo espontanea e
o apetite ao sddio. O incremento de ambas as formas de natriorexigénese nao esta
associado com alteragdes de parametros sistémicos e o incremento da ingestéao
espontanea de sodio ndo esta associado com alteragées génicas relacionadas ao
SRA hipotalamico. Além disso, o incremento do apetite ao sédio esta associado com
aumento dos niveis hipotaldmicos de RNAm Agt, Anpep, Agtrap e Agtrl1. Por
conseguinte, os peptideos hipotalamicos ANG Il e apelina podem exercer fungdo no
incremento do apetite ao sédio. Futuras investigagdes deveriam ser feitas para
avaliar se estas alteragdes na quantidade de transcritos também ocorrem ao nivel

funcional protéico.
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4.2 Resumo

Rato espontaneamente hipertenso (SHR) ingere “ad libitum” grande
quantidade de NaCl em solugcdo e esta exacerbada ingestao esta relacionada ao
aumento da atividade do sistema renina-angiotensina encefalico nestes animais.
Ingestao de solugao hipertdnica de NaCl durante o teste de apetite ao sédio induzido
pelo protocolo de privagdo hidrica-rehidratagdo parcial (PHRP) também é
dependente da ativagao de receptores encefalicos de angiotensina Il. O apetite ao
sédio precede persistente hipovolemia, aumento da atividade de renina plasmatica e
expressdo de c-Fos na lamina terminal, especialmente no érgéo subfornical, em
ratos normotensos. No presente trabalho demonstrou-se que ratos da linhagem SHR
ingere de seis a dez vezes mais solugdo de NaCl 0,3 M do que ratos das linhagens
Wistar-Kyoto e Holtzman, respectivamente; durante o teste de apetite ao sddio que
ocorre apos PHRP. As respostas do SHR foram semelhantes as das linhagens
normotensas com relacdo a concentracdo sérica de sodio, osmolalilade sérica,
atividade de renina plasmatica, ingestdo de ragdo, balango de sodio, excrecao
urinaria e registro de parametros cardiovasculares. Ao término da PHRP, todas as
linhagens analisadas apresentaram aumento do numero de células expressando
imunorreatividade ao c-Fos, quando comparadas aos seus respectivos estados
hidratados, nas seguintes regides encefalicas: érgdo vasculoso da lamina terminal,
orgao subfornical (OSF), nucleo do trato solitéario, area postrema, pré-locus
coeruleus (pré-LC), nucleo pré-optico mediano, nucleo supraquiasmatico, nucleo
central da amigdala, nucleo parabraquial e nucleo dorsal da rafe. No entanto, ao
término da PHRP, os animais da linhagem SHR apresentaram maior expressao de

c-Fos no OSF, pré-LC e nucleo do trato solitario caudal quando comparado com os
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animais normotensos. Estes resultados sugerem que o aumento da atividade celular
nestas areas esta associado com o exacerbado apetite ao sédio demonstrado pelo

SHR.

Palavras-chave: desidratacéo, SHR, c-Fos, sede, apetite ao sodio.
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4.3 Introducgao

Desidratagdo moderada variando entre 1 a 2% de redugdo do volume
sanguineo esta cronicamente presente em grande parte da populagdo humana
como resultado de varios fatores, incluindo desidratagcao voluntaria, sabor da bebida,
atividade fisica e uso de agentes diuréticos (Kleiner, 1999). A ingestdo de sédio é
um comportamento adaptativo a perda de agua, como demonstrado, por exemplo,
pelas pessoas que vivem em ambientes desérticos (Leshem et al., 2008), e por
humanos e ratos mantidos em condi¢gdes laboratoriais (Weisinger et al., 1985;
Takamata et al., 1994; Sato et al., 1996; De Luca Jr. et al., 2002, 2007).

Ingestao de sddio elevada é, por conseguinte, uma adaptagao a desidratagao
associada com ambiente escasso de soédio, estresse psiquico-social ou doenca,
devido a manutencdo da capacidade de compensar a perda de volume e
performance cardiovascular; no entanto, a elevada ingestao de sédio também é um
comportamento nado desejavel quando associada com hipertensdo patoldgica
(Folkow, 1990; Epstein, 1991; Pereira et al., 2002; Fessler, 2003; De Luca Jr. et al,
2007).

Ratos normotensos das linhagens Sprague-Dawley ou Holtzman (HTZ) séo
modelos para o apetite ao sédio induzido por privagéo hidrica no protocolo privagao
hidrica-rehidratacdo parcial (PHRP). Neste protocolo, o rato submetido a privagao
hidrica (PH) é permitido ingerir apenas agua até saciar a sede durante o periodo de
rehidratacéo parcial (RP). A seguir, este animal tem acesso a outra bureta contendo
solugédo hipertdnica de NaCl e a ingestdo desta solucédo representa expressao do
apetite ao sddio. Esta ingestao de sodio é precedida por balango negativo de sédio,

aumento dos niveis de angiotensina (ANG) Il circulante, e ativagdo de receptores de
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ANG Il em circuitos encefalicos pré-estabelecidos, como por exemplo, na lamina
terminal (Sato et al., 1996; De Luca Jr. et al., 2002, 2007).

A expressao do gene c-Fos tem sido empregada com sucesso como
marcador de atividade celular (neurbnios e células da glia) e esta associada as
alteragdes do balancgo hidro-eletrolitico resultantes de privagado hidrica (Herrera e
Robson, 1996; Gottlieb et al., 2006). Apés a PHRP, é possivel que o aumento da
expressao de c-Fos na lamina terminal, que ocorre no momento em que o animal
inicia o teste do apetite ao sédio, reflita a atividade de células pertencentes a
circuitos encefalicos que controlam o apetite ao sddio. A persisténcia de elevada
atividade de renina plasmatica (ARP), que ocorre simultaneamente ao aumento da
atividade de células na lamina terminal no inicio do teste do apetite ao sédio, pode
estar indicando aumento na concentragédo de ANG Il circulante; o qual permite que
este peptideo interaja com seus receptores, particularmente no érgéo subfornical
(OSF) (De Luca Jr. et al., 2002). A partir do OSF, sinais sao aparentemente
conduzidos para outras areas relacionadas com o controle da ingestdo de sddio. Por
exemplo, infusdo intravenosa de ANG Il ativa areas encefalicas, ativagdo mensurada
por imunorreatividade ao c-Fos, que partem do OSF para o 6rgdo vasculoso da
lamina terminal (OVLT) e hipotalamo (Rowland et al, 1995; McKinley et al., 2001).
Além disso, lesdo do OSF, OVLT ou nucleo pré-optico mediano (MnPO) afeta a
ingestao de NaCl hipertdnico induzida pela ANG Il (Fitts et al., 1990; De Luca Jr. et
al., 1992; Morris et al., 2002).

Rato espontaneamente hipertenso (SHR), linhagem desenvolvida por
Okamoto e Aoki (1963) susceptivel a ocorréncia espontanea de hipertensao, é um
modelo animal para o estudo da hipertensao primaria em humanos (Folkow, 1990).

O SHR ingere diariamente mais NaCl do que ratos de linhagens normotensas, como
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Holtzman (HTZ) e Wistar-Kyoto (WKY), sendo esta Uultima geneticamente
relacionada ao SHR (Catalanotto et al., 1972; McConnell e Henkin, 1973a, 1973b;
Fregly, 1975; Mogenson e Morris, 1980; Bertino e Beauchamp, 1988). A exacerbada
ingestdo de NaCl pelo SHR é um comportamento que depende mais da
hiperatividade do sistema renina-angiotensina (RAS) encefalico do que de
alteragdes no balango hidro-eletrolitico (Di Nicolantonio, 2004). O SHR também
apresenta maior imurreatividade ao c-Fos na lamina terminal do que ratos da
linhagem WKY, em resposta a ambas infusbes de ANG Il, sistémica e central
(Rowland et al., 1995; Lebrun et al., 1996). Entao, é possivel que o SHR apresente
maior apetite ao soédio do que ratos de linhagens normotensas. Se isto ocorrer,
pode-se prever que este maior apetite ao sédio pode estar associado ao aumento da
expressado de c-Fos em areas que facilitam circuitos encefalicos que controlam a
ingestao de NaCl hiperténico. Devido ao fato de que a ingestdo de sédio tem sido
também relacionada com a desativacéo de areas inibitérias, pode-se também prever
que o SHR apresente expressao de c-Fos reduzida em areas inibitdrias, tais como
nucleo parabraquial, nucleo paraventricular do hipotalamo e nucleo dorsal da raphe
(Stricker e Verbalis, 1996; Cavalcante-Lima et al., 2005; David et al., 2008).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi investigar se ratos da linhagem
SHR, comparados com ratos HTZ e WKY, apresentam diferente expressao de c-Fos

encefalico e/ou apetite ao sddio associado com PHRP.
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4.4 Procedimentos experimentais

4.4.1 Animais

Foram utilizados duzentos e trinta e seis ratos (280 — 320 g) das linhagens
HTZ (n = 83), WKY (n = 79) e SHR (n = 95), criados no Biotério da Faculdade de
Odontologia da UNESP de Araraquara, Sao Paulo, e com trés meses de idade no
inicio dos experimentos. Os animais foram alojados em gaiolas individuais de ago
inoxidavel em ambiente controlado: 23 + 2°C, 55 + 10% umidade e ciclo claro-escuro
de 12:12 h, com o inicio da fase clara as 7 h da manha. Participaram dos
experimentos apenas ratos da linhagem SHR com presséao arterial sistdlica de 190 +
10 mmHg. A presséo arterial sistdlica foi mensurada através da técnica de
pletismografia de cauda (Electro-Sphygmomanometer, Narco Bio-Systems) (Willians
et al., 1939) em um sistema computadorizado (Codas/Dataq). Agua e solugcdo de
NaCl 0,3 M ficaram disponiveis “ad libitum” em dois bebedouros de polipropileno
colocados na parte da frente da gaiola, a nao ser quando indicado o contrario. Os
bebedouros com capacidade para 100 ml eram graduados a cada 1 ml e tampados
com rolhas de borracha providas de bico de ago inoxidavel. Ragcdo granulada
contendo 0,5 — 1,0% de sédio (Guabi, Paulinia, SP, Brazil) ficou disponivel a
vontade para consumo em um recipiente localizado na lateral de cada gaiola, a n&o
ser quando indicado o contrario. Todos os experimentos foram iniciados, no minimo,
trés dias apds os animais terem sido adaptados as condigbes laboratoriais (periodo
de adaptagao). Os testes experimentais e as decapitagdes foram iniciados entre 8 e

10 h da manha. Os protocolos foram aprovados pelo Comité Etico Institucional de
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Cuidados aos Animais (FOAr, UNESP) e as recomendacdes do Colégio Brasileiro de

Experimentagcdo Animal (COBEA) foram seguidas.

4.4.2 Solugao

Solugéo hiperténica de cloreto de sédio (NaCl 0,3 M) foi feita a partir do

respectivo sal (Labsynth, Diadema, SP, Brazil) dissolvido em agua filtrada.

4.4.3 Histologia e imunohistoquimica

Animais destinados a imunohistoquimica foram submetidos a um episodio de
PHRP apés, no minimo, cinco dias de adaptacdo. Imediatamente apés a PH ou
PHRP, os animais foram sacrificados com injec¢ao intraperitoneal de tiopental sédico
na dose de 8 mg/100 g de peso corporal (Cristalia, Itapira, SP, Brazil). Controles
hidratados (CONT) foram sacrificados da mesma maneira simultaneamente aos
grupos PH e PHRP. Os grupos foram submetidos a perfusdo transcardiaca com
tampao fosfato salina (PBS) 0,1 M, pH 7,4 (Labsynth, Diadema, SP, Brasil) seguida
de 300 — 400 ml de paraformaldeido (PFA) 4% tamponado em PBS 0,1 M (Labsynth,
Diadema, SP, Brasil). Os encéfalos foram removidos do cranio, fixados em PFA 4%
por 6 — 7 h e entdo, armazenados a 4°C em sacarose 30% (Labsynth, Diadema, SP,
Brasil) tamponada em PBS 0,1 M. Secg¢bes coronais das areas de interesse, de
espessura de 50 um, foram feitas utilizando-se um micrétomo de congelamento
(Leica SM 2000R). Partes do encéfalo foram cortadas para localizagao das areas de
interesse e coradas com Giemsa. A analise da expressao de c-Fos foi focalizada na

maior secgao transversal de cada area. Os cortes destinados a analise da expressao
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de c-Fos foram imersos por 1 h em solugao aquosa com peroxido de hidrogénio 10%
(Labsynth, Diadema, SP, Brasil) e metanol 10% (Labsynth, Diadema, SP, Brasil). A
sequir, os cortes foram lavados em PBS 0,1 M e incubados sob agitagao por 22 h a
temperatura ambiente com o anticorpo primario anti-Fos (SC7202, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA). O anticorpo primario foi diluido (1:4000)
em solugdo tamponada com PBS 0,1 M contendo soro bloqueador 4% (S1000,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) e Triton X-100 3% (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA). Apds a incubagdo com o anticorpo primario, os cortes foram
lavados com PBS 0,1 M e a seguir, incubados com o anticorpo secundario biotinilado
(HRP Vectastain, Elite ABC Kit, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)
tamponado em PBS 0,1 M, na proporgéao de 1:400; permanecendo sob agitagao por
1 h a temperatura ambiente. A revelagado da peroxidase foi detectada utilizando-se
solugao tamponada em PBS 0,1 M com peréxido de hidrogénio 30% (H1009, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) e hidrocloridrato de diaminobenzidina 0,04% (D5637,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA); a qual resulta em composto insoluvel de
coloracéo castanha. Finalmente, os cortes foram montados em Iamina gelatinizada,
secos por 3 — 4 dias a temperatura ambiente, desidratados com alcool etilico
(Labsynth, Diadema, SP, Brasil), clareados com xilol (Labsynth, Diadema, SP, Brasil)
e cobertos por laminulas fixadas com Permount (SP15-500, Fisher Scientific,
Hampton, NH, USA).

De acordo com Paxinos e Watson (2005), as areas de interesse para
deteccdo da expressao de c-Fos foram as seguintes: lamina terminal (OSF, OVLT,
MnPO dorsal e ventral); nucleos hipotalamicos (supraquiasmatico (NSC), supra-
optico (NSO), paraventricular (NPV) magnocelular e parvocelular); nucleo central da

amigdala (NCeA); nucleo parabraquial lateral (NPBL) e medial (NPBM); pré-LC;
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nucleo dorsal da rafe (NDR); area postrema (AP); e nucleo do trato solitario (NTS)
caudal (cNTS), adjacente a area postrema (apNTS) e intermediario (iNTS).

As areas de interesse para contagem de células c-Fos positivas foram
localizadas no aumento de 10 X de um microscépio (BX 50, Olympus) e as
fotomicrografias foram capturadas por uma camera (DP10, Olympus) conectada a
um computador, utilizando-se o software Image Pro-Plus 4.1.0.0 (Media Cybernetics,
Inc., Bethesda, MD, USA).

A contagem de células c-Fos positivas foi realizada com o auxilio do software
Image Pro-Plus e os resultados foram expressos como média do numero de células
com expressdo positiva para c-Fos por 10° mm? Areas bilaterais (NSQ, NSO,
NPBL, NPBM, apNTS e iNTS) foram contadas em ambos hemisférios cerebrais, mas

a fotomicrografia representativa destas areas retrata apenas um dos hemisférios.

4.4.4 Protocolo PHRP e teste de apetite ao sodio

Os animais foram privados de agua e NaCl 0,3 M, com livre acesso a ragao,
por 24 h (privagao hidrica, PH). Logo apés, a ragao foi removida do recipiente lateral
das gaiolas e uma bureta de vidro (provida de bico de aco inoxidavel e graduada a
cada 0,1 ml) contendo agua foi oferecida aos animais por 2 h (periodo de
rehidratagao parcial, RP). A ingestdo de agua foi mensurada aos 60 e 120 min (teste
de sede). Ingestdo de agua até saciar-se durante o RP resulta em diluigdo do liquido
corporal e recuperagao parcial do volume extracelular com aumento da ARP (De
Luca Jr. et al., 2002). Ap6s o RP, uma segunda bureta de vidro (provida de bico de

aco inoxidavel e graduada a cada 0,1 ml) contendo solugdo de NaCl 0,3 M foi
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oferecida, e as ingestdes de NaCl 0,3 M e agua foram mensuradas aos 15, 30, 60 e

120 min (teste de apetite ao sodio).

4.4.5 Parametros sanguineos e urinarios

Amostras de sangue troncular foram coletadas imediatamente apds a
decapitagao de animais privados de agua por 24 h (PH), privados de agua por 24 h e
reidratados parcialmente por 2 h (PHRP), e hidratados (CONT). As amostras foram
coletadas em tubos contendo gel separador (SST, Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA) e centrifugadas a 2500 rpm por 10 min a temperatura ambiente para obteng¢ao
de soro. A concentragao sérica de sodio e potassio foi determinada em eletrodo ion-
especifico (ISE AVL 9180, Medical Instruments) por potenciometria (Maas et al.,
1983). Proteina total sérica foi determinada em refratbmetro (Atago), e a
osmolalidade sérica em osmOmetro (Digimatic 3D2, Advanced Instruments) por
diminui¢ao do ponto de congelamento (Doward e Chalmers, 1975).

Amostras de sangue troncular dos mesmos animais também foram coletadas
em tubos pré-refrigerados (4°C) contendo EDTA (2 mg/ml de sangue) (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) e centrifugadas a 3000 rpm por 30 min a 4°C para
obtencdo de plasma, no qual ARP foi determinada por radioimunoensaio (Renin-
Maia® kit, Serono Diagnostics S.A., Coinsins, Switzerland).

Amostras de urina foram coletadas em tubos de polipropileno graduados a
cada 0,1 ml, no qual o volume urinario (UV) foi mensurado. Osmolalidade (UOsmol)
e concentracdo de sédio e potassio urinaria foram determinadas como descrito
anteriormente. A quantidade total de sddio (UNaV) e potassio (UKV) excretados na

urina foram inferidas pelo produto do UV pela concentragcédo de cada ion na urina.
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4.4.6 Parametros cardiovasculares

Os animais foram anestesiados com uma solugdo contendo ketamina (80
mg/kg de peso corporal) (Unido Quimica, Embu-Guagu, SP, Brasil) e xilazina (7
mg/kg de peso corporal) (Unido Quimica, Embu-Guacu, SP, Brasil). Esta solugédo foi
injetada na dose de 0.12 miI/100 g de peso corporal, por rato, para indugado de
anestesia. Um cateter foi inserido na artéria femoral esquerda e a outra extremidade
do mesmo seguiu pelo espago subcutaneo, sendo exteriorizada no dorso do animal
e atada neste ponto. O cateter foi gentilmente conectado a um transdutor de presséao
(P-1000B Narco) acoplado a um sistema de registro computadorizado (Narcotrace
40, Narco Bio-System). Presséo arterial média (PAM) foi registrada diretamente da
aorta abdominal em animais nédo anestesiados e a frequéncia cardiaca (FC) foi
registrada a partir do sinal de pulso da pressao arterial.

Dois dias ap6s o periodo de adaptacéo, os animais (Experimento 2a) foram
removidos de gaiolas metabdlicas para caixas plasticas de polipropileno para o
registro da PAM e FC em animais hidratados. O registro da PAM e respectiva FC
foram considerados para analise apds o registro basal, ou seja, quando a PAM
permaneceu a mesma por pelo menos 5 min de registro continuo. A seguir, os
animais foram retornados para as gaiolas metabdlicas, aonde permaneceram pelas
préximas 24 h com apenas ragao disponivel, ou seja, privados de agua e NaCl 0,3
M. Apés a PH, cada animal foi colocado novamente em uma caixa plastica para o

registro da PAM e FC em animais privados.
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4.4.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. Analise
de variancia (ANOVA) de um ou dois fatores com medidas repetidas ou nao-
repetidas foi realizada nos resultados para comparar expressao de c-Fos, ingestao
cumulativa, excregao urinaria e parametros sanguineos entre linhagens (um fator) ou
entre linhagens e tempo ou tratamento (dois fatores). A significancia das interagdes
foi testada, posteriormente a ANOVA, com o emprego do teste Student Newman
Keuls. Teste “t” de Student foi utilizado para avaliar a significancia das interagbes
entre duas linhagens. O nivel de significancia foi fixado em P<0,05 para ambos os

testes.

4.4.8 Experimento 1. Expressao de c-Fos em ratos das linhagens HTZ, WKY e

SHR submetidos ao protocolo PHRP.

Imunohistoquimica foi verificada em trés grupos: ratos hidratados (CONT), ou
submetidos a privagao hidrica (PH) ou privagéo hidrica-rehidratagéo parcial (PHRP)
das trés linhagens, totalizando nove grupos (n = 6-11 animais por grupo). A
expressdo de c-Fos foi analisada nas areas de interesse mencionadas

anteriormente, em cada um dos nove grupos.

4.4.9 Experimento 2. Apetite ao soédio induzido por privagao hidrica em SHR.

4.4.9.1 Experimento 2a. Comparacgao entre as linhagens HTZ, WKY e SHR.
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Um grupo de animais (n = 12-19 por linhagem) foi submetido a PHRP, e a
seqguir, teste de apetite ao sédio. Em alguns destes animais (n = 7 por linhagem)
registraram-se os parametros cardiovasculares (PAM e FC) e determinou-se os
parametros urinarios apos 24 h de PH.

Noutro grupo de animais (n = 18-27 por linhagem), os parametros sanguineos
foram determinados nos trés grupos: CONT, PH ou PHRP e nas trés linhagens,

totalizando nove grupos.

4.4.9.2 Experimento 2b. Comparacao entre as linhagens HTZ e SHR.

Este experimento foi realizado para avaliar o balango de sddio antes do teste
de apetite ao sodio. Animais das linhagens HTZ (n = 7) e SHR (n = 7) foram
colocados em gaiolas metabdlicas e apds o periodo de adaptacgéo, ingestdo diaria
de solugdo de NaCl 0,3 M, agua e racdo em po, coleta de urina de 24 h e
determinagao dos parametros urinarios foram realizados por trés dias consecutivos.
No terceiro dia, massagem pélvica foi realizada para evitar retengdo de urina, e
todos os animais, de ambas as linhagens, foram privados de agua e NaCl 0,3 M
(PH) por 24 h. Apés a PH, massagem pélvica foi novamente realizada, urina de 24 h
foi coletada, os parametros urinarios determinados, e a ragdo em po6 foi removida e
sua ingestao quantificada. A seguir, os animais foram rehidratados parcialmente por
2 h, a ingestdo de agua e o UV foram mensurados, e os parametros urinarios
determinados em ambas linhagens. O balango de sédio foi calculado para as

seguintes condigbes: CONT, PH e PHRP em HTZ e SHR.
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4.5 Resultados

4.5.1 Experimento 1. Protocolo PHRP: analise da expressao de c-Fos das

linhagens HTZ, WKY e SHR.

A principal diferenga entre linhagens referente a imunorreatividade a proteina
Fos (Fos-ir) (células c-Fos positivas/10™ mm?) ocorreu ao término da PHRP, ou seja,
antes do teste de apetite ao sédio. Neste momento, ratos da linhagem SHR
apresentaram maior Fos-ir no OSF, pré-LC e cNTS comparados aqueles das
linhagens WKY e HTZ (OSF: linhagem, F,g0=4,4, grupo, F,7,=37,2, linhagem vs.
grupo, F47,=33,7, P<0,05; pré-LC: linhagem, F,79=5,4, grupo, F271=21,6, linhagem
vs. grupo, F471=6,3, P<0,05; cNTS: linhagem, F;79=4,6, grupo, F271=16,9, linhagem

vs. grupo, F471=3,8; P<0,05) (Figs. 1 e 2).
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Figura 1. Imunohistoquimica para expressao de c-Fos em células do OSF, pré-LC e
cNTS de ratos das linhagens HTZ, WKY e SHR ao término da PHRP. * P<0,05
vs. HTZ e WKY, n = 7-11 por area e linhagem.
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Figura 2. Fotomicrografias de secgdes coronais do encéfalo de ratos das linhagens HTZ (a esquerda), WKY (ao centro) e SHR (a
direita) correspondentes aos resultados da Figura 1, mostrando expressao representativa de c-Fos no OSF (12 fileira), pré-LC (22
fileira), e cNTS (32 fileira) ao término da PHRP. Cada fotomicrografia a extrema direita indica a area encefalica em questdo corada

com Giemsa que corresponde a respectiva secgdo coronal da area selecionada para a analise da expressdo de c-Fos.
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A PH induziu aumento da Fos-ir na lamina terminal (OSF, OVLT, MnPO) de
todas as linhagens comparadas aos seus respectivos grupos CONT (animais
hidratados) (OVLT: grupo, F,69=83,7, P<0,05, linhagem, F,77=0,3, linhagem vs.
grupo, F469=0,9; MnPO dorsal: grupo, F»es=21,4, P<0,05, linhagem, F;76=1,5,
linhagem vs. grupo, F46=0,4; MnPO ventral: grupo, F,70=43,5, P<0,05, linhagem,
F278=0,6, linhagem vs. grupo, F470=0,1) (Figs. 3 e 4). No OSF, o aumento de Fos-ir
induzido pela PH foi acentuado pela PHRP nas trés linhagens (P<0,05) (Fig. 3A), no
entanto o maior incremento foi observado em ratos da linhagem SHR (P<0,05) (Figs.
1 e 2). A PHRP nao alterou a Fos-ir no OVLT de SHR e HTZ e também no MnPO
das trés linhagens comparados aos seus respectivos grupos PH (Figs. 3B, 3C e 3D).
No entanto, houve aumento da expresséo de c-Fos na linhagem WKY apés a PHRP

comparado com WKY PH (P<0,05) (Fig. 3B).
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Figura 3. Imunohistoquimica para expressao de c-Fos em células do OSF (A), OVLT
(B), MnPO dorsal (C) e ventral (D) de ratos das linhagens HTZ, WKY e SHR
hidratados (CONT), ou submetidos a privagao hidrica (PH) ou privacdo hidrica-
rehidratagéo parcial (PHRP). * P<0,05 vs. CONT, * P<0,05 vs. PH, n = 7-11 por
linhagem e grupo.
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Figura 4. Fotomicrografias de secg¢des coronais do encéfalo de ratos correspondentes aos resultados da Figura 3, mostrando
expressao representativa de c-Fos no OSF (12 fileira), OVLT (22 fileira), e MnPO dorsal (3? fileira) e ventral (42 fileira) de ratos da
linhagem SHR CONT (a esquerda), ou submetidos a PH (ao centro) ou PHRP (a direita). Cada fotomicrografia a extrema direita
indica a area encefalica em questao corada com Giemsa que corresponde a respectiva seccao coronal da area selecionada para a

analise da expressao de c-Fos.
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Privacdo hidrica induziu aumento da Fos-ir nas subdivisbes parvo e
magnocelulares do NPV de ratos das linhagens HTZ e SHR quando comparados
com seus respectivos grupos CONT (PVN parvocelular: linhagem, F,7s=7,1, grupo,
F270=6,8, linhagem vs. grupo, F470=3,6, P<0,05; PVN magnocelular: linhagem,
F278=9,7, grupo, F270=11,3, linhagem vs. grupo, F470=4,5; P<0,05) (Figs. 5A, 5B e
6). A PHRP reduziu a Fos-ir na subdivisdo magnocelular, fazendo com que a
expressao de c-Fos retornasse ao nivel controle em ratos da linhagem HTZ e SHR
(P<0,05) (Fig. 5B), e na linhagem SHR, a PHRP reduziu a Fos-ir, da mesma
maneira, na subdivisdo parvocelular (P<0,05) (Fig. 5A). No entanto, em ratos da
linhagem WKY a PH n&o alterou a Fos-ir em ambas as subdivisées do NPV quando
comparado as linhagens HTZ e SHR (Figs. 5A e 5B); além disso, um pequeno
aumento da Fos-ir no NPV parvocelular foi induzido pela PHRP nesta mesma
linhagem (P<0,05) (Fig. 5A). A PH induziu aumento da Fos-ir no NSO de todas as
linhagens e este aumento foi mais pronunciado nos ratos das linhagens HTZ e SHR
(linhagem, F,76=8,7, grupo, F»s=45,1, linhagem vs. grupo, F46s=70,1; P<0,05) (Figs.
5C e 6). No entanto, a PHRP reverteu o aumento da expressao de c-Fos induzido
pela PH ao nivel controle nas trés linhagens (P<0,05) (Fig. 5C). No NSQ, a PH nao
alterou Fos-ir, mas a PHRP aumentou da expressao de c-Fos em ratos das
linhagens HTZ, WKY e SHR (grupo, F»53=28,5, P<0,05, linhagem, F,s=0,1,

linhagem vs. grupo, F455=0,5) (Figs. 5D e 6).
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Figura 5. Imunohistoquimica para expressdao de c-Fos em células do NPV
parvocelular (A) e magnocelular (B), NSO (C) e NSQ (D) de ratos das linhagens
HTZ, WKY e SHR hidratados (CONT), ou submetidos a privagao hidrica (PH) ou
privacdo hidrica-rehidratacéo parcial (PHRP). * P<0,05 vs. CONT, # P<0,05 vs. PH, *
P<0,05 vs. HTZ e SHR, n = 6-11 por linhagem e grupo.
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Figura 6. Fotomicrografias de secg¢des coronais do encéfalo de ratos correspondentes aos resultados da Figura 5, mostrando
expressao representativa de c-Fos no NPV (12 fileira), NSO (22 fileira), e NSQ (3? fileira) de ratos da linhagem HTZ CONT (a
esquerda), ou submetidos a PH (ao centro) ou PHRP (a direita). Cada fotomicrografia a extrema direita indica a area encefalica em
questao corada com Giemsa que corresponde a respectiva sec¢ao coronal da area selecionada para a analise da expressao de c-

Fos.
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A PH nao alterou a Fos-ir no NCeA, NPBL e NPBM das trés linhagens
comparadas aos seus respectivos grupos CONT (Fig. 7). A PHRP induziu aumento
da Fos-ir no NCeA de todas as linhagens comparadas aos seus respectivos grupos
CONT e PH (P<0,05) (Fig. 7A); exceto SHR, cuja expressao de c-Fos no NCeA foi
semelhante entre os grupos SHR PH e PHRP (linhagem, F,7=6,2, grupo,
F268=28,3, linhagem vs. grupo, F463=16,8; P<0,05) (Fig. 8). A expresséo de c-Fos no
NCeA de ratos da linhagem SHR ap6s PH foi maior do que a das linhagens HTZ e
WKY (P<0,05) (Fig. 7A). No NPBL, a PHRP aumentou a Fos-ir em todas as trés
linhagens (Fig. 8) comparados com seus respectivos grupos CONT e PH (grupo,
F.71=22,7, P<0,05, linhagem, F,79=1,8, linhagem vs. grupo, F471=0,5) (Fig. 7B). No
NPBM, a PHRP induziu aumento da Fos-ir apenas nos ratos da linhagem SHR
quando comparado com seu respectivo grupo CONT (linhagem, F,79=4,6, grupo,

F271=6,4, P<0,05, linhagem vs. grupo, F471=0,3) (Figs. 7C e 8).
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Figura 7. Imunohistoquimica para expressdo de c-Fos em células do NCeA (A),
NPBL (B) e NPBM (C) de ratos das linhagens HTZ, WKY e SHR hidratados (CONT),
ou submetidos a privagado hidrica (PH) ou privacdo hidrica-rehidratagdo parcial
(PHRP). * P<0,05 vs. CONT, # P<0,05 vs. PH, X P<0,05 vs. HTZ e SHR, n = 6-11 por

linhagem e grupo.
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Figura 8. Fotomicrografias de secgdes coronais do encéfalo de ratos correspondentes aos resultados da Figura 7, mostrando
expressao representativa de c-Fos no NCeA (12 fileira), e NPBL e NPBM (22 fileira) de ratos da linhagem SHR CONT (a esquerda),
ou submetidos a PH (ao centro) ou PHRP (a direita). Cada fotomicrografia a extrema direita indica a area encefalica em questao

corada com Giemsa que corresponde a respectiva secgao coronal da area selecionada para a analise da expressao de c-Fos.
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A expressao de c-Fos no NTS de todas as linhagens néo foi alterada pela PH
(Fig. 9). A PHRP aumentou a Fos-ir no NTS das trés linhagens (P<0,05) (Fig. 10),
exceto no cNTS de ratos da linhagem WKY (apNTS: grupo, F,55=28,9, linhagem vs.
grupo, F45=2,6, P<0,05, linhagem, F,4=2,4; INTS: linhagem, F2s4=4,2, grupo,
F256=43,9, P<0,05, linhagem vs. grupo, F456=0,7; P<0,05) (Fig. 9). Considerando as
subdivisbes do NTS, a PHRP aumentou a Fos-ir no apNTS e INTS de todas as
linhagens comparadas com seus respectivos grupos CONT e PH (P<0,05) (Figs. 9B
e 9C). A PHRP também aumentou a Fos-ir no cNTS dos ratos das linhagens HTZ e
SHR (P<0.05) (Figs. 9A e 10), e este aumento foi mais pronunciado na linhagem
SHR (P<0,05) (Figs. 1 e 2). Entretanto, a PHRP nao alterou a expressao de c-Fos no
cNTS de ratos da linhagem WKY (Fig. 9A). O grupo SHR hidratado (CONT) também
apresentou maior expressao de c-Fos no iINTS comparado ao grupo WKY na mesma

condigao (P<0,05) (Fig. 9C).
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Figura 9. Imunohistoquimica para expressao de c-Fos em células do cNTS (A),
apNTS (B) e iNTS (C) de ratos das linhagens HTZ, WKY e SHR hidratados (CONT),
ou submetidos a privagado hidrica (PH) ou privacdo hidrica-rehidratagdo parcial
(PHRP). + P<0,05 vs. CONT, # P<0,05 vs. PH, 22 P<0,05 vs. WKY, n = 6-11 por
linhagem e grupo.
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Figura 10. Fotomicrografias de secg¢des coronais do encéfalo de ratos correspondentes aos resultados da Figura 9, mostrando
expressao representativa de c-Fos no cNTS (12 fileira), apNTS (22 fileira), e INTS (3? fileira) de ratos da linhagem SHR CONT (a
esquerda), ou submetidos a PH (ao centro) ou PHRP (a direita). Cada fotomicrografia a extrema direita indica a area encefalica
em questdo corada com Giemsa que corresponde a respectiva seccado coronal da area selecionada para a analise da expressao

de c-Fos.
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A PH nao alterou a Fos-ir no pré-LC, AP e NDR de todas as linhagens (Fig.
11). A PHRP induziu Fos-ir no pré-LC, AP e NDR de ratos das linhagens HTZ, WKY
e SHR (Fig. 12) comparadas com seus respectivos grupos CONT e PH (P<0,05)
(Fig. 11), com excegao da expressao de c-Fos no NDR dos ratos da linhagem SHR
que foi aumentada pela PHRP quando comparada apenas ao seu respectivo grupo
PH (AP: grupo, F25=39,4, P<0,05, linhagem, F,s:=2,5, linhagem vs. grupo,
F456=0,6; NDR: grupo, F264=12,9, P<0,05, linhagem, F,7,=1,0, linhagem vs. grupo,
F464=0,08) (Figs. 11 e 12). A Fos-ir no pré-LC induzida pela PHRP foi maior nos

ratos da linhagem SHR do que nos das demais linhagens (P<0,05) (Figs. 1 e 2).
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Figura 11. Imunohistoquimica para expressao de c-Fos em células do pré-LC (A), AP
(B) e NDR (C) de ratos das linhagens HTZ, WKY e SHR hidratados (CONT), ou
submetidos a privagao hidrica (PH) ou privacéo hidrica-rehidratagéo parcial (PHRP).
* P<0,05 vs. CONT, # P<0,05 vs. PH, n = 6-11 por linhagem e grupo.
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Figura 12. Fotomicrografias de secg¢des coronais do encéfalo de ratos correspondentes aos resultados da Figura 11, mostrando
expressao representativa de c-Fos no pré-LC (12 fileira), AP (22 fileira), e NDR (3? fileira) de ratos da linhagem SHR CONT (a
esquerda), ou submetidos a PH (ao centro) ou PHRP (a direita). Cada fotomicrografia a extrema direita indica a area encefalica
em questdo corada com Giemsa que corresponde a respectiva secgao coronal da area selecionada para a analise da expressao

de c-Fos.
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4.5.2 Experimento 2. Apetite ao soédio induzido por privagao hidrica em SHR.

4.5.2.1 Experimento 2a. Comparagoes entre as linhagens HTZ, WKY e SHR.

4.5.2.1.1 Desempenho das linhagens durante o teste de sede e apetite ao

sodio.

Ratos da linhagem SHR ingeriram 20% menos &agua durante o PR
comparados aos das linhagens HTZ e WKY (linhagem, F,4,=7,0, P<0,05, tempo,
F297=0,1, linhagem vs. tempo, F,4,=0,04) (Fig. 13). Ao longo do teste de apetite ao
sédio (15, 30, 60 e 120 min), ratos da linhagem SHR ingeriram 10 vezes mais NaCl
0,3 M do que ratos da linhagem HTZ e 6 vezes mais do que WKY (linhagem,
F2184=106,3, tempo, F3195=4,1, linhagem vs. tempo, Fs184=2,4; P<0,05) (Fig. 14A). A
ingestao de agua, secundaria a de NaCl 0,3 M, aos 60 e 120 min do teste de apetite
ao sodio também foi maior nos ratos da linhagem SHR do que naqueles das
linhagens HTZ e WKY (linhagem, F» 184=43,6, tempo, F2195=9,1, linhagem vs. tempo,

F2,184=7,3; P<0,05) (Flg 14B)
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Figura 13. Ingestdao cumulativa de agua em ratos das linhagens HTZ, WKY e SHR,
durante teste de sede (periodo de rehidratagéo parcial) que ocorreu apos 24 h de
privacdo hidrica e antecedeu o teste do apetite ao sdédio. * P<0,05 vs. HTZ, n = 12-

19 por linhagem.
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Figura 14. Ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M (A) e agua (B) em ratos das linhagens
HTZ, WKY e SHR durante o teste de apetite ao sédio que ocorreu logo apés PHRP
(mesmos animais da Figura 13). * P<0,05 vs. HTZ e WKY, n = 12-19 por linhagem.
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4.5.2.1.2 Determinagao dos parametros sanguineos.

Em todas as linhagens, a PH induziu hipernatremia (S[Na’]), hiperproteinemia
(S[tP]), hiperosmolalidade (SOsmol) e aumento da ARP (S[Na’]: grupo, F2g=101,8,
linhagem vs. grupo, Fse9=4,0, P<0,05, linhagem, F,77=0,4; S[tP]: linhagem,
F277=28,4, grupo, F269=58,2, P<0,05, linhagem vs. grupo, F49=0,8; SOsmol: grupo,
F.81=48,8, linhagem vs. grupo, F4g1=6,1, P<0,05, linhagem, F;gs=2,9; ARP:
linhagem, F,6,=6,0, grupo, F236=54,9, linhagem vs. grupo, Fi3=4,5; P<0,05)
(Tabela 1). O principal achado na determinagao de parametros sanguineos deu-se
antes do teste do apetite ao sodio. Nas trés linhagens, a PHRP induziu
hiponatremia, hiposmolalidade e hiperproteinemia. Além disso, a PHRP aumentou
ainda mais a elevada ARP, induzida pela PH, nos ratos das linhagens HTZ e WKY,
mas ndo nos da linhagem SHR (P<0,05) (Tabela 1). A calemia (S[K+]) ndo foi
alterada pela PH ou PHRP em todas as linhagens (linhagem, F,77=5,8, P<0,05,
grupo, Fze9=1,4, linhagem vs. grupo, F469=0,4) (Tabela 1).

No estado hidratado (CONT), ratos da linhagem SHR apresentaram
hipercalemia comparados aos da linhagem HTZ (P<0,05) (Tabela 1). A PH induziu
maior SOsmol em ratos das linhagens SHR e HTZ comparados ao WKY, e maior
ARP em SHR comparado ao HTZ (P<0,05) (Tabela 1). Apés a PHRP, ratos da
linhagem SHR apresentaram maior SOsmol comparados aos da linhagem HTZ, e
maior ARP foi apresentada pelos ratos da linhagem WKY comparada as linhagens
HTZ e SHR (P<0,05) (Tabela 1). Os ratos da linhagem WKY demonstraram
hiperproteinemia quando comparado com os das linhagens HTZ e SHR, nos trés

grupos: CONT, PH e PHRP (P<0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Determinagao de parametros sanguineos em ratos das linhagens HTZ, WKY e SHR hidratados (CONT), ou submetidos

a privacéo hidrica (PH) ou privacéo hidrica-rehidratacéo parcial (PHRP). Concentragéo sérica de sodio (S[Na®]), potassio (S[K']) e

proteina total (S[tP]), e atividade de renina plasmatica (ARP).

Linhagem  Grupo  S[Na’] S[K'] Osmolalidade S[tP] ARP

mEq/I mEq/I mOsmol/Kg 9% ng/ml/h
HTZ CONT 139+0 6,0£0,2 292 +1 6,2+ 0,1° 0,7+0,1
HTZ PH 144+1*  6,3+04 304+2"~ 734004  1,3+0,2*
HTZ PHRP  133+1"* 67+02 282+1"* 6,6+0,1°%2 22+02"%2~
WKY CONT 139 +1 6,7+0,2 292+2 6,9+ 0,1 0,9+0,1
WKY PH 143+0" 6,6+0,2 293+2° 79+0,1" 2,0+0,3"
WKY PHRP 136+1"* 6,7+03 284+1"7 73+01"%  36+04""
SHR CONT 139+0 70+04% 292+1 6,2+0,1° 0,3+0,1%
SHR PH 143+1"  6,9+0,3 299+24 72+01"% 26+03"*
SHR PHRP 136+0"* 74+02  288+1%* 6,9+0,1"%2 25+04"2

*p<0,05 vs. CONT e * p< 0,05 vs. PH, ambos da mesma linhagem

*p<0,05 vs. HTZ e # p<0,05 vs. WKY, ambos do mesmo grupo

n = 6-9 por grupo
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4.5.2.1.3 Respostas cardiovasculares e excre¢ao urinaria induzidas pela

desidratagao.

Nao se observou diferenca na PAM e FC entre animais hidratados e privados
por 24 h nas trés linhagens (Tabela 2). No estado hidratado e privado, a PAM de
ratos da linhagem SHR foi maior do que ambas as linhagens normotensas, e a FC
da linhagem WKY foi menor do que nas linhagens HTZ e SHR (PAM: linhagem,
F218=51,1, linhagem vs. grupo, F21s=7,1, P<0,05, grupo, F241=0,02; FC: linhagem,
F218=4,3, P<0,05, grupo, F141=1,2, linhagem vs. grupo, F,15=0,3) (Tabela 2).

Apods as 24 h de PH, nao se observou diferenga no UV, UOsmol e UNaV entre
as trés linhagens (Fig. 15). No entanto, ratos privados das linhagens WKY e SHR
apresentaram menor UKV do que os privados da linhagem HTZ (F,20=6,8; P<0,05)

(Fig. 15).
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Tabela 2. Pressao arterial media (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos das linhagens HTZ, WKY e SHR hidratados (CONT) e

submetidos a privacao hidrica (PH).

Linhagem PAMconT PAMpy  APAMpH.conT FCcont FCpH AFCpH-conT
HTZ 120+ 3 125+ 3 3+4 428 + 138~ 438 + 14~ 3+10
WKY 103+ 2 115+ 5 4+7 371+ 8 378 £ 17 5+13
SHR 188 +10*~ 170+ 8*~ -13+4 420 + 21~ 444 + 14~ 18 £+ 16

*p<0,05 vs. HTZ e 2 p<0,05 vs. WKY,

n =7 por linhagem
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Figura 15. Determinagdo de parametros urinarios: UV (A), UNaV (B), UKV (C) e
UOsmol (D) em ratos das linhagens HTZ (barra branca), WKY (barra achurada) e

SHR (barra preta) submetidos a privagao hidrica. * P<0,05 vs. HTZ, n = 7 por

linhagem.
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4.5.2.2 Experimento 2b. Comparacgao entre as linhagens HTZ e SHR.

A ingestédo diaria de solugdo de NaCl 0,3 M foi 5 vezes maior em ratos da
linhagem SHR comparada a dos ratos da linhagem HTZ (teste “t” de Student;
P<0,05) (Tabela 3). A ingestao diaria de agua e ragao dos ratos da linhagem SHR
foi, respectivamente, 37% e 12% menor do que ratos da linhagem HTZ (agua e
racao: teste “t” de Student; P<0,05) (Tabela 3). Sob hidratagdo, ratos da linhagem
SHR apresentaram diurese, natriurese e menor UOsmol e UKV comparados aos
ratos da linhagem HTZ (UV, UNaV, UOsmol e UKV: teste “t” de Student; P<0,05)
(Tabela 3). O balango de sédio (perda de sédio pela urina menos a quantidade de
sédio ingerida em solugdo e/ou ragado) (Na Bal) em animais hidratados foi mais
positivo em ratos da linhagem SHR comparado aos da linhagem HTZ (teste “t” n&do-
pareado; P<0,05) (Tabela 3).

A PH reduziu a ingestdo de racdo em ambas as linhagens e ratos da
linhagem SHR ingeriram 27% menos ragédo do que os da linhagem HTZ (linhagem,
F114=14,8, grupo, F114=424,0, P<0,05, linhagem vs. grupo, F414=0,6) (Tabela 3). A
PH também reduziu UV, UNaV e UKV e por conseguinte, aumentou UOsmol nas
linhagens SHR e HTZ comparadas aos seus respectivos grupos CONT (UV:
linhagem, Fq14=11,1, grupo, F114=42,6, linhagem vs. grupo, F114=16,7, P<0,05;
UNaV: linhagem, F414=43,9, grupo, F114=5,7, linhagem vs. grupo, F114=5,7, P<0,05;
UKV: linhagem, F114=10,3, grupo, F114=58,7, linhagem vs. grupo, F{14=21,2,
P<0,05; UOsmol: linhagem, F14=3,6, grupo, F414=149,3, linhagem vs. grupo,
F114=14,2, P<0,05) (Tabela 3). Apés a PH, o UV, UOsmol e UNaV foram
semelhantes entre as duas linhagens (Tabela 3). No entanto, o grupo SHR PH

apresentou menor UKV comparado ao grupo HTZ PH, resultado semelhante ao do
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Experimento 2a (teste “t” de Student; P<0,05) (Tabela 3). Apés 24 h de privagao
hidrica, o Na Bal entre as linhagens SHR e HTZ foi semelhante (Tabela 3).

A ingestdo de agua, UV, UOsmol, UNaV e UKV, apdés a PHRP, foram
semelhantes entre as linhagens (Tabela 3). No momento em que os animais
iniciariam o teste do apetite ao soédio, o Na Bal foi semelhante entre as linhagens

SHR e HTZ (Tabela 3).
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Tabela 3. Medida da ingestdo de NaCl 0,3 M, agua e ragao, e determinagao dos parametros urinarios de ratos das linhagens HTZ
e SHR hidratados (CON), e submetidos a privagao hidrica (PH) e privagao hidrica-rehidratacdo parcial (PHRP). Volume (UV) e
osmolalidade (UOsmol) urinaria, quantidade total de sédio (UNaV) e potassio (UKV) excretada na urina, e balango de sédio (Na
Bal).

Linhagem  Grupo Agua NaCl Racéo uv UNaV UKV UOsmol Na Bal
0,3M

(ml) (ml) (9) (ml) (nEq) (nEq) (mOsmol/Kg) (nEq)
HTZ CONT 35+1 7+2 242+06 8,7+15 1888 + 35 691+ 116 2756 + 252 2178 + 482
SHR CONT 22+1¢ 35+4* 21,3+0,9* 225+3,4* 8666+ 1063* 1624 +207* 1801 +113* 3944 + 626*
HTZ PH - - 13,56+0,6° 4,3+04" 1173+85" 341+ 37" 3783 + 224" -18 + 100
SHR PH - - 98+0,5*" 33+05" 1002+136" 216+23*" 3739+ 196" -163 + 114
HTZ PHRP 125+0,9 - - 1,8+0,5 25+ 14 86 + 27 658 + 136 -44 + 93
SHR PHRP 94+12 - - 1,2+0,3 13+2 50+9 819+ 133 -117 £ 115

*p<0,05 vs. HTZ do mesmo grupo e * p<0,05 vs. CONT da mesma linhagem

n =7 por linhagem
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4.6 Discussao

Animais da linhagem SHR mostraram exacerbada ingestdo de solugao de
NaCl 0,3 M comparados com as linhagens normotensas, HTZ e WKY, no teste de
apetite ao sédio induzido por PHRP. Apés a PHRP, os animais da linhagem SHR
também apresentaram maior numero de células imunorreativas a proteina Fos no
OSF, pré-LC e cNTS comparados com as demais linhagens e foi a unica linhagem
na qual a PHRP induziu aumento da expressao de c-Fos no NPBM comparado com
seu respectivo estado hidratado. Sinais que facilitam a expressdo do apetite ao
sédio, tais como hipovolemia, elevada ARP e aumento da excregcdo de sddio
urinario, ndo estavam acentuados na linhagem SHR. A PH ndo alterou a pressao
arterial ou frequéncia cardiaca nas trés linhagens. O aumento da expressao de c-
Fos induzido pela PHRP sugere que a hiperatividade de células em importantes
areas encefalicas esta associada a exacerbada ingestao de NaCl hipertdnico exibida
pelos animais da linhagem SHR durante o teste de apetite ao sédio.

A parte a expressao diferencial de c-Fos no OSF, cNTS, pré-LC e NPBM do
SHR, a PHRP induziu um padrao semelhante na expressao de c-Fos encefalico em
todas as linhagens, sem nenhuma discriminagdo entre areas facilitatérias ou
inibitérias. Com algumas exceg¢des as linhagens SHR e WKY, todas as linhagens
mostraram um aumento na expressdo de c-Fos, ao término da PHRP, na lamina
terminal (OSF, OVLT e MnPO), NTS, pré-LC, NCeA, NPBL, NSQ, AP e NDR. Esta
imunorreatividade aumentada sugere que a atividade celular estava aumentada
nestas areas encefalicas quando os animais iniciaram o teste de apetite ao sédio.

Contrastando com o aumento generalizado, a expressao de c-Fos induzida pela PH
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foi revertida aos niveis controles pela ingestdo de agua, apés o PR, no NPV
(magnocelular e parvocelular) e NSO de animais das linhagens HTZ e SHR.

Esperava-se que a lamina terminal dos animais da linhagem SHR
expressasse maior Fos-ir em resposta ao protocolo PHRP, devido ao papel
desempenhado por esta area no controle angiotensinérgico do apetite ao sédio (Fitts
et al., 1990; De Luca Jr. et al., 1992; Morris et al., 2002) e ao fato de que ANG I
exdgena induz maior Fos-ir nesta linhagem comparada aos animais da linhagem
WKY (Rowland et al., 1995; Lebrun et al., 1996). No entanto, como as estruturas da
lamina terminal aparentam trabalhar em unissono e o OSF envia aferéncias
descendentes ao OVLT e MnPO (Rowland et al., 1995; Johnson and Thunhorst,
1997; McKinley et al., 2001), esperava-se aumento da expressao de c-Fos no OSF
acompanhado de aumento da Fos-ir nas outras duas areas. Isto ndo foi o que
realmente aconteceu, e a expressao de c-Fos no OSF, OVLT e MnPO aumentou em
todas as linhagens apdés a PH e manteve-se aumentada apds a ingestdo de agua
comparada ao estado hidratado. No entanto, apds a ingestdo de agua, o OSF dos
grupos PHRP apresentou maior aumento da expressao de c-Fos comparado ao dos
grupos PH; e como se esperava, este segundo aumento foi maior nos animais da
linhagem SHR comparado com os das linhagens normotensas.

Sendo assim, parece que a expressao de c-Fos ou ativagdo de células no
OSF segue dois passos durante a PHRP: um primeiro passo na presenga de
elevada quantidade de ANG Il circulante e hiperosmolalidade, sinais que ativam c-
Fos durante a privacao hidrica (para revisdo, Gottlieb et al., 2006) e um segundo
passo, apds a PHRP, como maior numero de células ativadas na presenga de
persistente aumento de ANG Il e diluido liquido extracelular. Esta atividade

aumentada no OSF antes do teste de apetite ao sbédio é consistente com a
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expressao de c-Fos no OSF induzida pela ANG Il; a qual exerce papel no controle
do apetite ao sédio e medeia o apetite ao sdédio induzido pela privagao hidrica,
através de receptores centrais de ANG |l (Rowland et al., 1994; Sato et al., 1996;
Morris et al., 2002). Nao sabemos a que atribuir o aumento do numero de células
ativas no OSF, mas certamente ndo foi a remogédo da hiperosmolalidade, pela
ingestao de agua durante o RP per si, pois como esperado (De Luca Jr. et al., 2002;
Gottlieb et al.,, 2006), exatamente o oposto aconteceu no NSO e NPV.
Independentemente do mecanismo, parece que este segundo passo relacionado ao
maior numero de células ativas também pode induzir a subsequiente ingestdo de
sédio no teste de apetite ao sddio. Por conseguinte, maior numero de células
ativadas no OSF apo6s a PHRP foi previsto em um animal, cuja atividade do SRA
encefalico € maior (Di Nicolantonio et al., 1982, 2004), que apresentasse maior
apetite ao sédio, precisamente o que aconteceu com a linhagem SHR.

Apés a PHRP, todas as linhagens também apresentaram aumento
generalizado da expressao de c-Fos no NTS, excecéo feita para o cNTS de animais
da linhagem WKY. Este aumento de c-Fos concorda com resultados prévios de
Gottlieb et al. (2006), mas ao contrario do que fora previamente observado, a
privagado de agua per si ndo induziu expressao de c-Fos no NTS, o que pode estar
relacionado com o reduzido periodo de privagdo hidrica utilizado no presente
trabalho. Como os animais da linhagem SHR tém maior sensibilidade a deplecao de
volume (Folkow, 1990; Colombari et al., 2001), também se esperava que a privagao
de agua induzisse maior expressdo de c-Fos no NTS desta linhagem,
particularmente no iNTS, mas isto ndo ocorreu. O aumento generalizado da
expressao de c-Fos em resposta a ingestdo de agua durante o RP pode refletir a

ativagdo de aferéncias cardiovasculares ao NTS. Esta ativagdo pode ser resultante
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do restabelecimento parcial do liquido extracelular, responsavel por encerrar a
ingestdo de agua durante o RP, como previsto pela hipotese cardiovascular da
saciedade (Johnson and Thunhorst, 1997; Schreihofer et al., 1999; De Luca Jr. et al,
2002). De acordo com esta hipotese, a ativacao diferencial no cNTS de animais da
linhagem SHR poderia explicar a pequena redug¢ao na ingestdo de agua que esta
linhagem apresentou durante o RP; no entanto, animais da linhagem WKY
comportaram-se da mesma maneira sem nenhum aumento de c-Fos no cNTS. Por
outro lado, a maior expressdo de c-Fos no cNTS de animais da linhagem SHR,
talvez modulada pela ANG Il (Chan et al., 2002), pode estar associada ao maior
apetite ao sodio, assim como a ativagao diferencial de células positivas ao Fos no
OSF. Entretanto, devido a semelhante ingestdo de sdédio pelas linhagens
normotensas, embora eles apresentem expressao diferencial de c-Fos, sugere-se
que a ativagao do cNTS nao é essencial para a ingestao de sddio. Se a ativagao de
um subnucleo em particular do NTS explica ou nao diferengas na ingestdo de sédio
entre linhagens, a maior ativagdo deste nucleo, particularmente nas porgoes
intermediaria e adjacente a area postrema, antes do teste de apetite ao sddio, é
consistente com o papel atribuido a este nucleo no controle do apetite ao sddio
(Geerling e Loewy, 2007; Shekhtman et al., 2007).

Apds a PHRP, todas as linhagens também mostraram aumento da expressao
de c-Fos no pré-LC; no entanto, a PH nao induziu expresséo de c-Fos em nenhuma
linhagem. Esta area tem recebido maior atengdo por pertencer ao circuito que
conecta o NTS as regides encefalicas anteriores envolvidas com recompensa, tal
como o nucleo accumbens, e por exercer controle sob o apetite ao sodio (Geerling
and Loewy, 2007; Shekhtman et al., 2007). O circuito NTS-accumbens

supostamente influencia o apetite ao sédio através de neurbnios sensitivos a
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aldosterona, cuja liberacdo é induzida por desidratacdo extracelular. Sendo assim,
nao podemos extrapolar que nossos resultados estejam ativando esta via, pois os
niveis de aldosterona ndo estdo elevados na privagao hidrica, ou seja, quando
hiperosmolaridade acompanha desidratacdo extracelular (Ramsay et al., 1988;
Schneider, 1990). Por outro lado, esta mesma via poderia estar mediando outro
mecanismo que age no NTS e produz apetite ao sédio, como a ANG Il (Paton et al.,
2008). Por conseguinte, sugere-se que o aumento da expressao de c-Fos no pré-LC
de todas as linhagens antecede a ingestao de sédio no teste de apetite ao sodio, e
particularmente o aumento da Fos-ir antecede a exacerbada ingestdo de sdédio
exibida pelos animais da linhagem SHR.

O aumento da expressao de c-Fos no NTS, NPBL e NCeA de todas as
linhagens é consistente com a sugestao de que um principal complexo neural que
conecta areas encefalicas posteriores as anteriores controla o sabor e o apetite ao
sédio (Johnson et al.,, 1999; Norgren et al., 2006; Geerling and Loewy, 2007). O
NPBM, principal area gustatoria deste complexo neuronal, de animais da linhagem
SHR apresentou aumento da Fos-ir apés PHRP comparado com o seu estado
hidratado. E relevante o fato de que este aumento da atividade do NPBM nZo foi
induzido pelo estimulo gustatério ao sabor, particularmente ao sabor salgado. De
acordo com a proposta de remogao de pistas de retroalimentagcédo negativa (Flynn et
al., 2003), o resultado sugere que a atividade no NPBM pode antecipar a facilitagéo
do estimulo gustatério durante o teste do apetite ao sddio.

Todas as linhagens apresentaram aumento da expressao de c-Fos no NCeA
e NPBL apés PHRP comparadas com seus respectivos estados hidratado e privado.
O NCeA pertence ao circuito facilitatério da ingestdo de sodio (Galaverna et al.,

1992; Johnson et al., 1999); portanto, aumento da expressao de c-Fos neste nucleo
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era previsto para a ingestdo de sédio no teste de apetite ao sédio. No entanto, como
a ingestdo de ragao é reduzida durante a privagao hidrica e entado, liberada pela
ingestao de agua (Watts, 2001; De Luca Jr. et al, 2002), o aumento da atividade do
NCeA poderia também estar antecipando a ingestao de alimento, como isto tem sido
demonstrado durante comportamento predatério no rato (Comoli et al., 2005). O
NPBL pertence ao circuito inibitério da ingestdo de sodio (Johnson e Thunhorst,
1997; David et al., 2008), sendo assim, diferentemente do NCeA, um aumento da
expressado de c-Fos apdés a PHRP néo era esperado. Esta contradicdo pode ser
extendida ao NDR devido as suas semelhantes funcgdes inibitérias e conexdes com o
NPBL (Cavalcante-Lima et al., 2005) e AP, a qual também pertence ao circuito
inibitério da ingestao de sdédio (Edwards et al., 1993). O aumento da expressao de
c-Fos em areas inibitorias, antes da ingestdo de solugao hiperténica de NaCl que
ocorre apés PHRP, ndo estd claro. Talvez isto corresponda a um componente
facilitatério, ainda ndo conhecido, que possivelmente interaja com o NCeA para
antecipar a atividade inibitéria sob a ingestdo de sddio ou para controlar outras
funcdes relacionada com a rehidratacao.

Qualquer que seja o mecanismo relacionado com o aumento da atividade de
areas encefalicas inibitérias, antes da ingestdo de sédio, 0 mesmo tera que ser
conciliado com recentes resultados, nos quais o0 aumento do consumo de NaCl
hipertdbnico em animais SHR privados de agua esta associado a reduzida resposta
as vias de retroalimentagao negativa, que controlam a taxa de lambida (Flynn et al.,
2003). Com relacéo a este fato, € de interesse lembrar o que acontece com a
expressdo de c-Fos em ratos normotensos que ingerem sodio. Apds privagao
hidrica, rehidratacdo com NaCl 0,15 M induz pequeno aumento da expresao de c-

Fos no NTS e NPBL comparada com rehidratagdo com agua, ambos em relagao aos
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estados hidratado e privado (Gottlieb et al., 2006). No entanto, rehidratacdo com
ambos os liquidos, agua e NaCl 0,15 M, induz semelhante aumento na expressao de
c-Fos comparada com o induzido pela privagao (Gottlieb et al., 2006). Estes
resultados também contradizem a funcao inibitoria destes nucleos, mas eles n&do séo
conclusivos, pois a ingestdo de NaCl isotdnico em animais privados de agua pode
estar relacionada com a eliminagdo da sede, ao invés do apetite ao sddio. No
entanto, aumento da expressdo de c-Fos também ocorre nestas areas encefalicas,
NTS e NPBL, quando ratos depletados de apenas sddio, os quais ndo estdo com
sede, ingerem solugdes de NaCl (Godino et al.,, 2007). Por conseguinte, futuros
trabalhos, utilizando-se o protocolo PHRP, com o intuito de investigar como estas
areas encefalicas se comportam em resposta a ingestao de sédio, poderao confirmar
as fungdes inibitérias exercidas pelo NTS e NPBL no apetite ao sédio.

O aumento semelhante da expressdo de c-Fos no NSQ de todas as
linhagens, em resposta a PHRP, comparado com seus respectivos estados privados
e hidratado, sugere que a atividade celular deste nucleo também antecede o apetite
ao sodio. Este nucleo esta relacionado com o controle circadiano das funcdes
motoras de comportamentos ingestivos (Watts, 2001) e como episddios de privagao
hidrica incrementam a ingestao diaria de sédio (Pereira et al., 2002), especula-se
que a ativacdo do NSQ pela rehidratagdo, de alguma forma, reflete a ativacdo de
mecanismos de plasticidade neural que irdo reforcar a ingestao de sédio em certos
periodos do dia.

Era esperado que a ingestdo de agua durante o RP revertesse o aumento da
expressao de c-Fos induzido pela PH no NPV e NSO de animais das linhagens HTZ
e SHR (De Luca Jr. et al., 2002; Gottlieb et al., 2006), e esta reversédo contrasta com

0 aumento generalizado da expressao de c-Fos obtido em outras areas encefalicas
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ap6s PHRP. Além disso, a expressao de c-Fos foi nula nos animais da linhagem
WKY comparada com os da linhagem HTZ, mas ambas as linhagens mostraram
semelhante ingestdo de sddio. Este resultado sugere que a atividade celular destes
nucleos nao prevé a ingestdo de sodio que ocorre apés PHRP. Por outro lado, a
pequena expressdo de c-Fos no NPV e NSO de animais da linhagem WKY é
consistente com a resposta reduzida desta linhagem a administragcdo exdégena de
ANG Il (Rowland, 1995). Note também, que tanto infusdo de ANG Il quanto de
solugéo hiperosmaética de NaCl induz expressao de c-Fos no NPV e NSO (Rowland
et al.,, 1994; Johnson e Thunhorst, 1997; McKinley et al., 2001). No entanto, a
reversao completa da expressao de c-Fos nestes nucleos, induzida pela ingestao de
agua durante o RP, sugere que a remogao do estimulo natural hiperosmatico é
suficiente para inativar estas células apesar da presenga de elevada ARP.

Os resultados do presente trabalho indicam que o aumento da atividade
celular em importantes areas encefalicas pertencentes aos circuitos neurais que
controlam o apetite ao sédio esta associado a exacerbada ingestdo induzida de
sédio exibida pelos animais da linhagem SHR. Este aumento diferencial da atividade
celular em areas facilitatérias, induzido pela PHRP nos animais da linhagem SHR,
fornece um substrato neural para o melhor entendimento dos mecanismos do apetite

ao sodio nesta linhagem.
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