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RESUMO

Lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina derivada da parede da bactéria gram-negativa,
desencadeia um conjunto de respostas sistémicas e comportamentais, que se agrupam sob a
denominacdo de comportamento de doenca (sickness behavior). Grande numero de trabalhos
mostra a inibicdo de comportamento ingestivo no animal que tem ativacdo do sistema imune
induzido por injecdo sisttmica de LPS. O objetivo deste trabalho foi demonstrar que o LPS
inibe o0 apetite ao s6dio em doses menores daquelas que causam os efeitos letais desta
endotoxina e que a acgdo inibitéria do LPS sobre o apetite ao sédio envolve mecanismos
adrenérgicos ap. Foram produzidos trés trabalhos onde mostramos os efeitos do LPS no
apetite ao sodio, na pressao arterial e em diferentes tipos de sede. No primeiro trabalho
mostramos que LPS inibiu o apetite ao sddio e apenas as doses mais altas produziram inibicéo
na sede, além de reduzir volume urinario e natriurese, sem alterar 0s parametros
cardiovasculares em ratos tratados com o protocolo FURO/CAP. LPS aboliu sede intracelular
e reduziu volume urindrio e natriurese em ratos que receberam gavagem de NaCl 2M. A sede
também foi reduzida pelo tratamento com LPS em ratos tratados com FURO apenas. Esses
resultados sugerem que o LPS tem efeito preferencial sobre o apetite ao sddio e sobre a sede
intracelular. No segundo trabalho mostramos que LPS reduz o apetite ao s6dio e que essa
inibicdo é abolida se ha tratamento prévio com ioimbina ip, um antagonista de receptores
adrenérgicos ay em ratos depletados de sddio. Esse mesmo antagonista quando associado com
LPS produz hipotensdo em ratos depletados de sddio. LPS diminuiu a taxa de esvaziamento
gastrico em animais depletados de sodio e esse efeito ndo foi abolido pelo prévio tratamento
com ioimbina. Devido ao fato desses efeitos sistémicos do LPS ndo explicarem a inibi¢cdo no
apetite ao sodio podemos sugerir que o LPS exerce um efeito inibitério no apetite ao sddio
provavelmente mediado por receptores adrenérgicos oy centrais. No terceiro trabalho
confirmamos que o LPS inibe o apetite ao s6dio e que vias centrais noradrenérgicas oy
centrais medeiam essa inibicdo pois 0 RX-821002, um antagonista de receptores adrenérgicos
ay, injetado icv, também aboliu a inibicdo no apetite ao sédio induzida pelo LPS sistémico
em ratos depletados de sodio sem produzir alteragdes nos parametros cardiovasculares. Esse
conjunto de resultados expostos por meio destes trés trabalhos sugere que o LPS inibe o
apetite ao sodio e essa inibicdo é mediada por receptores adrenérgicos o, de origem central.

Palavras-chave: Apetite ao sédio. Sede. Endotoxina. Receptores adrenérgicos. Pressdo

arterial. Sepse. Comportamento de doenca.



ABSTRACT

Lipopolysaccharide (LPS), an endotoxin derived from gram-negative bacteria wall, triggers a
conjunct of systemic and behavioral responses grouped under the name of sickness behavior.
Several works show the inhibition of ingestive behavior in animals with activated immune
system by systemic LPS. The aim of this work was demonstrate that LPS inhibit sodium
appetite in lower doses than those that cause lethal effects and that LPS inhibitory action on
sodium appetite involves a, adrenergic mechanisms. Were produced three works where we
show the LPS effects on sodium appetite, on arterial pressure and in different kinds of thirst.
In the first work, we showed that LPS inhibited sodium appetite and only higher doses
produced thirst inhibition, besides reduced urinary volume and natriuresis, without alterations
on cardiovascular parameters in FURO/CAP-treated rats. LPS abolished intracellular thirst e
reduced urinary volume and natriuresis in 2M NaCl gavage-treated animals. LPS also reduced
thirst in FURO-treated animals. These results suggest that LPS has a preferential effect on
sodium appetite and on thirst intracellular thirst. In the second work we showed that LPS
reduce sodium appetite and that this inhibition is abolished by previous treatment with
yohimbine ip, an a, adrenoceptor antagonist in sodium depleted rats. Yohimbine when
combined with LPS produced hypotension in sodium depleted rats. LPS reduced gastric
empty in sodium depleted rats and this effect wasn’t abolished by previous treatment with
yohimbine. The systemic effects do not explain the inhibition on sodium appetite and we can
suggest that LPS exert an inhibitory effect on sodium appetite probably mediated by central a,
adrenoceptors. In the third work we confirmed that LPS inhibit sodium appetite and that
central ap adrenergic ways mediated this response because RX-821002, an a, adrenoceptor
antagonist injected icv, abolished sodium appetite inhibition induced by systemic LPS in
sodium depleted rats without produced alterations in cardiovascular parameters. All results
exposed with these three works suggest that LPS inhibit sodium appetite and this inhibition is
mediated by central o, adrenoceptors.

Key-words: Sodium appetite. Thirst. Endotoxin. Adrenoceptors. Arterial pressure. Sepsis.

Sickness behavior.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

BHE — barreira hemato-enceféalica
CAP — captopril

FC — frequéncia cardiaca
FURO - furosemida

g — grama(s)

h — hora(s)

icv — intracerebroventricular
Ip — intraperitoneal

kg — quilograma

LPS — lipopolissacarideo

M — molar

mg — miligramag(s)

min — minutos

ml — mililitro(s)

mm — milimetro(s)

NaCl — cloreto de sddio
OCVs — 6rgdos circunventriculares
PAM — pressao arterial média
SAL - salina

sC — subcutaneo

VEI - veiculo

YOH — ioimbina

RX — RX-821002

% — porcento

o — alfa

B — beta

+ — mais ou menos

ug — micrograma(s)

ul — microlitro (s)

< —menor

> — maior
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Introducéo

Lipopolissacarideo

Lipopolissacarideos (LPS), constituintes exclusivos da parede celular de bactérias
gram-negativas, sdo liberados na corrente circulatoria apos a morte ou lise destas bactérias. O
LPS é o principal constituinte da bactéria gram-negativa que é reconhecido pelo sistema
imune.

A membrana citoplasmatica da bactéria gram-negativa tem duas camadas, uma interna
constituida de proteina e fosfolipidios, e outra externa, constituida de um complexo de
fosfolipide, proteina, glicopeptidio e LPS. O LPS é quimicamente particular para cada
linhagem de bactéria, sendo utilizado para a classificacdo soroldgica das vérias espécies deste
tipo de microorganismo, e tem sido designado de endotoxina para diferencia-lo de outras
substancias toxicas sintetizadas e excretadas pela célula integra e denominadas de
“exotoxinas” (Morrison e cols., 1978; Rietschel e cols., 1992). A extracédo seletiva do material
endotoxico serviu de base para um significativo entendimento da biologia e quimica das
bactérias (Morrison e cols., 1978).

O LPS ativa células especificas do hospedeiro, induzindo-as a secretar moléculas
mediadoras de diversas respostas que aparecem no local de infeccdo ou, através do sangue,
em tecidos mais distantes. Os macréfagos sao as células defensivas mais ativadas, englobando
e destruindo substancias prejudiciais ao hospedeiro. Além disso, eles secretam moléculas de
diferentes tipos que trabalham em conjunto, sequencial ou independentemente, para estimular
ou ampliar respostas imunes contra uma invasao. Por exemplo, quando estimulados pelo LPS,
os macrdfagos produzem interleucinas (IL, 1, 6 ou 8), derivadas de proteinas, prostaglandinas
(PGs), derivadas de lipideos, ou 6xido nitrico, um mediador gasoso (Didier e cols., 2002).
Assim, quando uma bactéria gram-negativa invade um tecido e libera quantidades moderadas
de LPS, a formacdo de produtos de macréfagos pode ajudar erradicar a infeccdo imediata
atuando na sinalizacdo do sistema imune, gerando uma resposta localizada e controlada. Os
efeitos tipicos causados pelo LPS - febre branda, recrutamento de componentes imunes
especificos e componentes imunes menos especificos - servem para o restabelecimento do
hospedeiro.

As principais citocinas pro-inflamatérias ativadas sdo a interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF). IL-1 e outras citocinas agem no

encéfalo por duas vias de comunicagdo: 1) Uma rota neural representada pelos neurénios
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aferentes primarios que inervam o local onde a infec¢éo se instalou; e 2) uma via humoral que
envolve a producédo de IL-1 por células fagociticas nos 6rgéos circunventriculares seguida de
difusdo dessa IL-1 para areas encefalicas onde se ligardo a receptores especificos (Dantzer, e
cols., 2000). A producdo da citocina pro-inflamatéria IL-1, induz a producdo de mais IL-1 ou
de outras citocinas que potencializam (IL-6 ou TNFa) ou antagonizam (IL-10) seu efeito (Su
e cols., 2000).

Citocinas pro-inflamatorias produzidas em resposta ao LPS podem diretamente agir no
encéfalo para produzir respostas comportamentais, pois sdo transportadas ativamente através
da barreira hemato-encefalica (BHE) (Banks e Kastin, 1996) e também podem atravessa-la
onde ¢ mais “fraca”, por exemplo, na regido dos 6rgdos circunventriculares. No entanto,
muitos trabalhos sugerem que células ndo-neurais que estdo na BHE sdo 0s mais importantes
locais de acdo das citocinas em resposta ao LPS. Resultados mostram que células
perivasculares e células endoteliais da BHE possuem receptores para citocinas (VanDam e
cols., 1996; Deckert-Schluter e cols., 1999). Essas células ativadas vao sinalizar neurénios
envolvidos na modulacdo de comportamentos ingestivos (Langhans, 2007).

Apesar das citocinas produzidas na periferia quando da ativacdo imune induzida pelo
LPS poderem atingir alvos distantes no hospedeiro, a maioria das citocinas produzidas no
sitio de infeccdo agem localmente. Por exemplo, aferéncias neurais, como 0 nervo vago que
inerva a regido subdiafragmatica, podem ser alvo de citocinas como a IL-1 (Goehler e cols.,
1999; EK e cols., 1998). Porém, o vago nao parece ser crucial para todos os efeitos induzidos
pelo LPS. Por exemplo, vagotomia subdiafragmatica ndo altera a anorexia induzida por
injecéo intraperitoneal de LPS (Schwartz e cols., 1997; Porter e cols., 1998), sugerindo uma
mediac&o direta no sistema nervoso central.

Além da intermediacao pelas citocinas, o LPS também agir diretamente em células dos
orgdos circunventriculares. Estudos mostram que administracdo de LPS, reconhecido agonista
de receptores TLR4, produziu um aumento na concentragdo de calcio intracelular em
microculturas de neurdnios da area postrema por ativar receptores TLR4 (Wuchert e cols.,
2008). Esses resultados mostram a direta interacdo do LPS com estruturas especializadas no
encéfalo e revelam uma relevante via de comunicagdo da endotoxina com o encéfalo.

O LPS e os mediadores liberados pelos macréfagos podem desencadear respostas
comportamentais importantes para o combate a infeccdo, como anorexia e letargia, e
sistémicas, como febre e ativacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenais. O conjunto dessas

respostas recebe o nome de comportamento de doenca (“sickness behavior”) (Langans, 2000).
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O LPS possui propriedades depressivas no comportamento ingestivo de animais. E
sabido que LPS pode inibir sede (Holmes e Miller, 1963; Foca e cols., 1983; Osaka e cols.,
1992; Cross-Mellor e cols., 2000; Nava e cols., 2000) e esse comportamento de inibicdo da
ingestdo de liquidos faz parte da estratégia do organismo para economizar energia visando a
recuperacdo do estado infeccioso. Trabalhos ainda mostram uma interagdo especifica de
mediadores inflamatdrios, como interleucinas, que podem agir de maneira seletiva sobre o
comportamento de sede, pois resultados mostram que interleucina-1 inibe seletivamente a
sede induzida por desidratacdo intracelular (Osaka e cols., 1992).

E conhecida também a resposta de anorexia produzida pelo LPS (Langhans, 2007) e
sugere-se, por exemplo, que essa inibicdo é mediada pela leptina (Grunfeld et al.1996;
Faggioni et al. 1998; Finck et al. 1998) pois leptina produziu um aumento na concentracao
plasmatica de citocinas (Dixit et al. 2004). Trabalhos que usaram a administracéo de citocinas
pré-inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6 e TNFa) mostraram o aparecimento de anorexia sugerindo
que a ativacao do sistema imune contribui para a resposta de diminui¢cdo do comportamento

ingestivo.

LPS e equilibrio hidroeletrolitico

Os efeitos do LPS sobre o equilibrio hidroeletrolitico s&o bem conhecidos para a
situacdo de septicemia. Além de inibir a sede, o LPS influencia o transporte epitelial de sodio
(Ciancio e cols., 1992; Schmidt e cols., 2007), a secrecdo de horménios neurohipofisarios e a
pressdo arterial (Giusti-Paiva e cols., 2002), produzindo assim alteraces amplas que
influenciam o balanco hidroeletrolitico. Reducdo no aporte de sodio para a circulagdo, por
reducdo na reabsorcdo renal ou na absorcdo intestinal, acompanhada de reducéo na presséo
arterial e da sede, contribui em conjunto para um quadro de desidratacdo extracelular e para
um colapso circulatério caracterizando o choque septicémico. A agdo negativa desses fatores
pode ser piorada quando atuando em conjunto com a hipertermia (Blatteis, 2000).

Menos estudados sdo os efeitos do LPS no balanco hidroeletrolitico em situacfes de
infeccdo moderada. Sabe-se, por exemplo, que citocinas podem estar presentes na circulagéo
em resposta ao exercicio fisico intenso (Ng e cols., 2008), mas néo esta claro, por exemplo, se

o LPS interfere com o balanco hidroeletrolitico reduzindo a excre¢éo e a ingestéo de sodio.

Sede e apetite ao sddio: importancia para o equilibrio hidroeletrolitico
Para a sobrevivéncia das células, a regulacdo precisa do volume dos liquidos

corporais e da osmolaridade plasmatica é fundamental. A agua é responsavel por cerca de 60
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% do peso corporal, estando dois ter¢os da agua no compartimento intracelular e um terco no
compartimento extracelular. O sddio € um importante constituinte do compartimento
extracelular e 0 maior determinante da osmolaridade, assim como do volume do liquido
extracelular. Portanto, a quantidade de sodio nos liquidos corporais deve ser mantida dentro
de estreitos limites de variacdo para assegurar um funcionamento ideal de inUmeros
processos fisioldgicos. Para a manutencdo dessas quantidades de agua e de sodio o
organismo langa méo de comportamentos especificos como uma seletiva aquisicdo (procura)
e ingestdo de agua, quando ha uma diminuicdo desta no organismo, que é tradicionalmente
definida como sede (Johnson & Thunhorst, 1997; Stricker, 2004) e a ingestdo de sédio em
resposta a uma deplecdo de sddio, que é chamada de apetite ao sddio e contribui para repor
as necessidades de sodio do organismo (Epstein, 1991; Fitzsimons, 1998; Johnson &
Thunhorst, 1997; Stricker, 2004).

As sociedades ocidentais ingerem uma quantidade de sodio na dieta acima do
necessario, e esse excesso pode estar associado a doencas, como por exemplo, a hipertensao
(Chobanian e cols., 2003). Quando essa ingestdo de sédio excede a necessidade diaria do
organismo, 0 excesso € excretado, e a regulacdo dos liquidos corporais é feita por mecanismos
renais. Contudo, mecanismos que asseguram a ingestdo continuada dessas substancias sao
fundamentais para a regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico. Um aumento na osmolaridade
plasmética cerca de 2% e hipovolemia em torno de 10% causam sede em humanos
(Fitzsimons, 1985). Quando a concentracdo extracelular de sédio aumenta, ha um aumento na
pressdo osmotica efetiva do compartimento extracelular, promovendo uma redu¢do do volume
de agua das células, caracterizando assim a “desidratag¢do intracelular”. A desidratacdo pode
ser absoluta quando ha perda de agua dos compartimentos celular e extracelular, como
acontece na privacdo de agua, ou relativa se existir apenas uma perda de agua celular, que se
difunde para o liquido extracelular, como ocorre, por exemplo, na ingestdo ou sobrecarga de
solutos osmoticamente ativos. Em situagcbes como hemorragia, diarréia, vémito, deplecdo de
sodio, ocorre reducdo unicamente do volume do liquido extracelular, caracterizando assim a
“desidratacdo extracelular”. E importante destacar que nessa situacdo ha uma perda conjunta
de agua e de sddio, e por isso ela é geralmente acompanhada de comportamento apetitivo ao
sodio. Embora os dois tipos de desidratacdo sejam experimentalmente e clinicamente
separaveis, € comum a ocorréncia simultanea de ambas, principalmente durante privagédo
hidrica (De Luca Jr e cols., 2005). Importante ressaltar o aparecimento de dois tipos diferentes
de sede em funcdo da desidratag&o ocorrida. A sede extracelular, muitas vezes acompanhada

de apetite ao sodio, que visa reposicdo do volume do liquido extracelular induzida por
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diminuicdo do volume do liquido extracelular (hipovolemia) e aparecimento de hipotensdo
(Fitzsimons, 1972; 1985). E sede intracelular, que visa o restabelecimento da osmolaridade a
niveis menores induzida por uma desidratacdo intracelular decorrente de efeitos
hiperosmoticos (Blass e Epstein, 1971).

A privacdo hidrica € um processo natural que resulta nos dois tipos de desidratacéo,
desencadeando ndo apenas sede, mas também ingestdo de sddio em seres humanos e animais
(De Luca Jr. et al., 2007). Preferéncia ao sodio também aparece no ser humano quando ocorre
administracdo de diuréticos acompanhada de dieta hipossodica, hemodialise e gestacdo
(Beauchamp e cols., 1990; Leshem e cols., 1997; Duffy e cols., 1998). As situa¢bes que
aumentam ingestdo de sddio apresentam um fator comum que € a diminui¢cdo no volume
plasmatico (hipovolemia).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona € um importante sistema hormonal ativado
em situaces de hipovolemia. A renina, uma enzima proteolitica, atua sobre o substrato
plasmético, o angiotensinogénio (uma proteina globular sintetizada no figado), produzindo
um decapeptideo, a angiotensina I (ANG I). A ANG 1 sob a acdo da enzima conversora da
angiotensina (ECA) localizada especialmente nos endotélios da circulagdo pulmonar produz
um octapeptideo ativo, identificado como angiotensina Il (ANG I1). Atualmente, sabe-se que
a fonte de renina € o aparelho justaglomerular renal, e que as células da macula densa também
exercem importante fungdo no controle da secregdo da renina. Fatores como redugdo da
pressdo de perfusdo arterial renal, reducdo da concentracdo do ion sodio para a macula densa,
aumento da atividade do nervo renal, ativacdo dos receptores do subtipo adrenérgicos [,

catecolaminas ou prostaglandinas circulantes, ativam a secre¢do de renina (Fitzsimons, 1998).
Estudos de Fitzsimons (1966; 1970a; 1970b; 1971) e Epstein (1970; 1974; 1975; 1976; 1977)
demonstraram que a renina e seu peptideo efetor ANG 11 sdo efetivos como estimulos dipsogénicos. Receptores
centrais para a¢cdes da ANG I j& foram demonstrados em diversas areas encefalicas como 6rgdo subfornical,
orgao vasculoso da lamina terminal, nGcleo paraventricular, nicleo pré-6ptico mediano, area postrema e nicleo
do trato solitario, (Lewis e cols., 1986; McKinley e cols., 1987; Allen e cols., 1988). Dos varios receptores de
ANG I (existem pelo menos quatro) os mais importantes para seu efeito dipsogénico sdo os receptores AT,
presentes em érgdos circunventriculares prosencefalicos, tais como SFO e OVLT, podendo haver também

alguma participacdo de receptores AT, (Fitzsimons, 1998).

Além dos fatores humorais (osmolaridade, concentracdo de sodio, horménios) agindo
em circuitos encefélicos que facilitam a ingestdo de agua e de sodio, informacbes dos
barorreceptores arteriais, receptores de volume e receptores de baixa pressdo chegam ao
tronco encefélico e também contribuem para controlar a ingestdo de agua e sodio (Johnson e
cols., 1997).
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Sistema adrenergico e LPS

Estudos mostram que inervagdo noradrenérgica € proveniente de grupos celulares
catecolaminérgicos Al, A2 e A6 localizados na regido posterior do encéfalo (Saper e cols.,
1983). Por sua vez, estes grupos celulares catecolaminérgicos recebem inervacéo reciproca da
regido ventral da lamina terminal (por exemplo, nucleo pré-éptico mediano-MnPO) (Zardetto-
Smith e cols.,, 1995). Muitos estudos funcionais mostram que grupos celulares
noradrenérgicos das regides posteriores do encéfalo sdo ativados por hipovolemia e
hipotensdo e que essas respostas ativam vias noradrenéergicas ascendentes que liberam
noradrenalina na regido ventral da Iamina terminal (Elam e cols., 1985; Moore e cols., 1983;
Quintin e cols., 1987).

Uma série de trabalhos mostra interacdo entre o sistema noradrenérgico e o sistema
imune. Trabalhos mostraram que ha um aumento na liberacdo de noradrenalina e consequente
aumento na concentragdo plasmética de noradrenalina em animais em sepse (Hahn, 1995).
Outros artigos mostram que citocinas pré-inflamatérias como TNFa, IL-1 e IL-6 ativam o
sistema nervoso simpatico agindo através de receptores adrenérgicos (Besedovsky e cols.,
1986). Outros resultados mostram ainda que 6rgdos linfoides recebem predominantemente
inervacdo simpatica noradrenérgica (Madden e cols., 1995). Estudos utilizando
histofluorescéncia feitos desde a década de 60 tém corroborado a presenca de fibras nervosas
noradrenérgicas em o6rgdos linféides mostrando que a comunicacdo entre o encéfalo e o
sistema imune depende de receptores noradrenérgicos (Dahlstro'm e cols., 1965; Zetterstrom
e cols., 1973; Bulloch e cols., 1984; Kendal e cols., 1988).

A ativacdo do sistema imune feita com LPS é capaz de ativar a liberacdo central de
noradrenalina, que é um ligante end6geno para receptores adrenérgicos a, € essa liberagdo é
diminuida por antagonismo de receptores adrenérgicos o, administrados durante forte
endotoxemia (Dunn e cols., 2005; Fessler e cols., 1996; Linthorst e cols., 1998). No sistema
nervoso central, a resposta de ativacéo de neurdnios produzida por ativacdo do sistema imune
induzida por injegdo sisttémica de LPS incluem neurdnios noradrenérgicos dos grupos Al e
A2. E proje¢des axonais de neurénios noradrenérgicos ativados produzem ativacdo em areas
prosencefalicas como, por exemplo, hipotalamo e areas limbicas que por sua vez possuem um
papel modulador na ativacdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenais que é ativado com a
ativacdo imune (Ericsson e cols., 1994; Gaykema e cols., 2007; Schiltz e Sawchenko, 2007).

Evidéncias apontam que o sistema imune age ativando eixo HPA para produzir suas
respostas comportamentais e sistémicas principalmente pela presenca de fibras

noradrenérgicas simpaticas inervando partes no sistema imune (Elenkov e cols., 2000).
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A inibicdo de comportamento ingestivo também ¢é vista em trabalhos que focaram a
manipulacdo de vias noradrenérgicas e especificamente os comportamentos de sede e apetite
ao sodio. Um mecanismo inibitorio da ingestdo de agua e de sddio presente em areas
prosencefélicas envolve o0s receptores adrenérgicos a.

Fregly e colaboradores (1984) mostraram que ativagdo de receptores adrenérgicos o
estd acompanhada de sede pois a injecdo intracerebroventricular de fenilefrina, um agonista
de receptores adrenérgicos ay inibiu sede induzida por angiotensina Il, enquanto que inibigéo
destes receptores aumentam a sede pois o efeito antidipsogénico produzido pela fenilefrina foi
bloqueado por prévia injecdo subcutanea de ioimbina, um antagonista de receptores
adrenérgicos oy.

Trabalhos do nosso laboratdrio mostram que agonistas de receptores adrenérgicos o
inibem a ingestdo de &agua e de sodio induzidas por diferentes estimulos (Callera et al., 1993;
De Paula et al., 1996; De Luca Jr e cols., 1997; Menani et al., 1999).

Sugawara e colaboradores (1999) mostraram que a injecdo direta de noradrenalina em
areas prosencefalicas tipicamente reduz de forma dose-dependente tanto a ingestdo de agua
como a de sodio, mas ndo a ingestdo de alimento e que esse efeito é antagonizado pelo pré-
tratamento com idazoxan, um antagonista de receptores adrenérgicos a, e imidazolicos,
confirmando a participagdo dos  receptores adrenérgicos a, localizados em é&reas
prosencefalicas na modulacdo da ingestdo de agua e de sodio. Assim, 0s prévios estudos
confirmaram a participacdo dos receptores adrenérgicos a, localizados em é&reas
prosencefalicas na inibicdo da ingestdo de agua e de sédio (Fregly e cols., 1984; De Paula e
cols., 1996; De Luca Jr e cols., 1997; Yada e cols., 1997a e 1997b; Menani e cols., 1999;
Sugawara e cols., 2001; de Oliveira e cols., 2003; Andrade e cols., 2003).

Trabalhos do nosso laboratdrio mostram também que o efeito inibitorio provocado por
injecdo intracerebroventricular de moxonidina, um agonista de receptores adrenérgicos o2
sobre a sede induzida por privagio de agua foi abolida por prévia injecdo
intracerebroventricular de idazoxan, um antagonista de receptores adrenérgicos o, (Menani e
cols., 1999).

Outros tipos de antagonistas de receptores adrenérgicos ay utilizados, 0 RX-821002,
SK&F 86466 e ioimbina, produziram resultados de aboli¢éo do efeito inibitorio da inje¢éo icv
de moxonidina sobre o apetite ao s6dio em animais depletados de sodio (de Oliveira e cols.,
2003).

Somando essas informacGes com o que foi exposto sobre a acdo de vias

catecolaminérgicas quando da ativacdo do sistema imune por injecdo sistémica de LPS, ¢
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razodvel supor que a inibicdo de comportamentos ingestivos induzida por administracdo
sisttmica de LPS possa ser mediada por vias noradrenérgicas encefalicas que utilizam

receptores adrenérgicos ay.

Objetivo

Nesta tese procuramos demonstrar que: 1) o LPS inibe a ingestdo de s6dio em doses
aquém daquelas que causam os efeitos letais desta toxina, 2) a acao inibitoria do LPS sobre o
apetite ao sodio envolve mecanismos adrenérgicos a.

Essa demonstracdo estd acompanhada de estudos conferindo os efeitos do LPS sobre o
balanco de sddio, efeitos na pressdo arterial e efeitos sobre diferentes tipos de sede (extra vs.
intracelular) em animais ndo-anestesiados. Em um primeiro manuscrito, mostramos que 0
LPS tem um efeito preferencial de inibicdo no apetite ao sédio dependendo da dose
administrada, porque foi incapaz de afetar a ingestdo de dgua. E com relagdo a uma resposta
preferencial, foi visto também que o LPS foi mais efetivo em inibir a sede intracelular quando
comparada com a sede extracelular. O LPS também reduziu a natriurese induzida por
diurético furosemida ou por hiperosmolaridade, efeito que provavelmente pode ser usado para
economizar agua e eletrélitos e compensar a inibicdo da ingestdo hidromineral num estado de
infeccdo. Essas respostas de inibicdo da sede e do apetite ao sédio ndo estavam associadas a
alteracbes na termorregulacdo do animal tratados com LPS ja que no momento do teste de
ingestdo a temperatura retal dos animais ja havia retornado a valores basais ap6s uma
hipotermia transiente (ndo foi observado hipertermia em nenhuma situacdo). Devido ao
método utilizado (FURO/CAP) para induzir ingestdo de sodio e agua, ndo foi possivel separar
o efeito antinatriurético do LPS sobre seu efeito na ingestdo de sddio, ndo sendo possivel
assim descartar completamente que a antinatriurese tenha sido responsavel pela inibicdo da
ingestdo desse ion.

No segundo manuscrito mostramos que o LPS é capaz de inibir o apetite ao sodio
independentemente de alteracGes na excrecdo de sddio uma vez que ele foi aplicado em
animais que ja estavam depletados de sédio por injecdo de furosemida e remocdo de sodio
ambiental por 24 horas. Nesta segunda parte foi mostrado também que a inibi¢do do apetite ao
sodio em animais depletados de sdédio pode ser mediada por receptores adrenérgicos,
especificamente receptores adrenérgicos o, e possivelmente atuando em receptores no
sistema nervoso central, pois a prévia injecdo sistémica de ioimbina, um antagonista de
receptores adrenérgicos o, aboliu a inibi¢cdo do apetite ao sodio produzida pelo LPS porém

este mesmo antagonista injetado novamente na periferia ndo foi capaz de alterar a inibig&o no
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esvaziamento gastrico de animais depletados e tratados com LPS sistémico. Quando foi feita a
combinacdo de LPS com ioimbina, os animais apresentaram hipotensdo na primeira hora apos
a injecdo de LPS, porém essa alteragdo nos parametros cardiovasculares ndo influenciou as
respostas de abolicdo da inibicdo do apetite ao sodio visto que o teste do apetite ao sddio se
iniciou duas horas depois quando os valores da pressédo arterial ja haviam retornado aos niveis
basais. Assim, os resultados sugerem que o LPS ndo atua em mecanismos periféricos, mas
sim centrais, para inibir o apetite ao sodio.

No terceiro manuscrito confirmamos a idéia de que a inibicdo do apetite ao sodio
induzida pelo LPS sistémico em ratos depletados de sédio depende de receptores adrenérgicos
ap de origem central pois a injecdo intracerebroventricular prévia de RX-821002, um
antagonista de receptores adrenérgicos ap, em uma dose sem efeitos cardiovasculares, aboliu a

inibicdo do apetite ao sddio induzida pelo LPS sistémico.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi descobrir se lipopolissacarideo (LPS) administrado
intraperitonealmente afeta ingestdo de sodio e de agua e excrec¢do renal em ratos desidratados.
LPS (0,3-5 mg/kg) inibiu ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por injecdo subcutanea do
diurético furosemida (FURO, 10 mg/kg) combinado com o inibidor da enzima conversora de
angiotensina, captopril (CAP, 5 mg/kg). Apenas as doses mais altas de LPS (2,5 e 5 mg/kg)
inibiram ingestdo de agua induzida por FURO/CAP. LPS (0,6 mg/kg) reduziu volume
urinério e excrecdo de sddio, mas ndo produziu efeito na pressdo arterial média ou frequéncia
cardiaca de ratos tratados com FURO/CAP. LPS (0,3-5 mg/kg) aboliu a sede intracelular e
reduziu em 50% a excrecao de sddio de ratos que receberam gavagem de 2 ml de NaCl 2 M.
LPS (0,3-5 mg/kg) também reduziu sede em ratos tratados apenas com FURO (10 mg/rato
sc). Os resultados sugerem que LPS tem um preferencial, mas ndo exclusivo efeito inibitorio
na ingestdo de sodio e na sede intracelular. A inibicdo da ingestdo hidromineral e a
antinatriurese causada pelo LPS em ratos desidratados contribui para os maltiplos efeitos da
endotoxina no balanco de liquidos e eletrolitico.

Palavras chave: LPS, apetite ao sddio, sede, desidratacao, rim.
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Introducéo

Lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina derivada da parede da bactéria gram-
negativa, desencadeia ndo apenas uma reducdo geral na atividade do animal, ou
comportamento de doenca (sickness behavior), mas também tem ampla influéncia no balanco
dos liquidos corporais, ligado a secrecdo neurohipofisaria, transporte de sddio pelo intestino e
excrecdo de sodio [Ciancio e cols., 1992; Carnio e cols., 2006; Schmidt e cols., 2007]. Sede
reduzida, associada com balanco de sodio prejudicado e desidratagdo, mais concomitante
hipotensdo, pode levar a um colapso geral nos compartimentos de volume em resposta ao LPS
[Blatteis, 2000; Zurovski & Barbiro, 2000; Richmond, 2001; Ng, 2008].

A antidipsogénese induzida por LPS em ratos privados de dgua é conhecido ha muitos
anos e é mediado por producdo central de déxido nitrico, prostaglandinas e provavelmente,
TNF-a [Calapai e cols., 1992; Foca e cols., 1985, Nava & Carta, 2000]. De qualquer forma,
pode existir uma diferenca entre essa resposta e como o0 LPS age no mecanismo basico da
sede. Relembrando, primeiro, que sede em animais privados de agua € originada de uma dupla
desidratacéo, que inclui reducdo no volume de ambos os compartimentos celular e intracelular
[Epstein, 1973]. Segundo, LPS induz producdo de interleucinas que podem mediar seus
efeitos comportamentais [Dunn e cols., 2005]. E terceiro, interleucinas podem ter um efeito
preferencial sobre um tipo de sede: por exemplo, interleucina-1p seletivamente inibe a sede
induzida por desidratacdo intracelular [Osaka e cols., 1992]. Entdo é razoavel perguntar se
LPS tem uma similar inibi¢do. Além disso, devido a desidratagdo extracelular também induzir
ingestdo de sodio, um estudo completo dos efeitos do LPS associado ao restabelecimento do
balanco de fluidos deveria também levar em consideracdo esse comportamento.

LPS interfere com excre¢do renal de sdédio, um efeito sistémico que pode também
interferir com a ingestdo de fluidos. Por exemplo, septicemia induz falha renal e pequeno

aumento da excrecdo de sodio associado com redugdo na atividade transportadora de sddio
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tubular [Schmidt e cols., 2007]. De qualquer forma, para a melhora do nosso conhecimento,
ndo se sabe se LPS altera a excrecdo de sodio associada com procedimentos para induzir
desidratacdo seletiva e ingestao de fluidos.

Diuréticos e sobrecarga de sodio sdao usados em procedimentos para induzir
respectivamente sede extra e intracelular. O diurético furosemida induz ingestdo de agua
agudamente em resposta a desidratacao extracelular quando apetite ao sodio € ainda incipiente
[De Luca Jr e cols., 1992; Thunhorst & Johnson, 1994; Rowland & Morian, 1999] e gavagem
de NaCl hipertdnico produz ingestdo de agua em resposta a desidratacdo intracelular
[Kutscher, 1966; Pereira e cols., 2002].

Procedimentos para induzir desidratacdo extracelular podem produzir ndo apenas
ingestdo de agua, mas também ingestdo de sddio, que aparece apds muitas horas ou requer um
forte estimulo inicial. Rapida ingestdo de NaCl e 4gua pode ser produzida em um teste de dois
bebedouros por tratamento dos ratos com injecdo sisttmica de furosemida combinada a
captopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina (FURO/CAP). Esses efeitos do
FURO/CAP podem ser explicados assumindo que enquanto furosemida induz répida e forte
desidratacdo extracelular — um poderoso estimulo para secre¢do de renina que converte
angiotensinogénio em angiotensina | — o captopril administrado em uma dose baixa previne a
formacdo de angiotensina Il circulante. A reduzida conversdo de angiotensina Il pode assim
aumentar a disponibilidade de angiotensina | a &reas encefalicas onde o captopril ndo
alcancou [Schiffring and Genest, 1982; Fitts & Masson; 1989; Thunhorst & Johnson, 1994;
Thunhorst, 1999; Johnson, 2007]. Angiotensina | é entdo convertida em angiotensina Il no
encéfalo e assim novamente formado angiotensina 11, acompanhada por moderada hipotenséo,
0 que ativa os circuitos que estimulam ingestao de sodio e de agua.

O objetivo do presente trabalho foi descobrir primeiro, se LPS inibe ingestdo de sddio

e de agua induzida por FURO/CAP e, segundo, se exerce um efeito preferencial sobre a
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desidratacdo extracelular versus a desidratacdo intracelular. Efeitos do LPS na excrecdo renal

de sodio associada com cada tratamento que induz desidratacdo também foram investigados.
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Métodos

Animais

Ratos Holtzman pesando entre 280-320 gramas foram usados. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais de aco inoxidavel e tiveram acesso livre a racdo com mais
sodio que o requerido pelo animal (0.5 — 1.0%, Guabi Rat Chow, Paulinia, S&o Paulo, Brasil),
agua e solucdo de NaCl 0,3 M. Os ratos foram mantidos sob temperatura da sala de 23 + 2 °C,
umidade da sala de 55 = 10% e sob ciclo claro/escuro de 12 horas com as luzes se acendendo
as 7h30. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de ética em
experimentacdo animal (CEEA) e seguidas as recomendacdes do Colégio brasileiro de

experimentacao animal (COBEA).

Drogas

Lipopolissacarideo extraido de E. coli, sorotipo 026:B6 (Sigma), foi dissolvido em

salina isot6nica estéril nas doses de 0,15-5 mg/kg de peso corporal.

Furosemida (diurético) (Sigma) foi dissolvido em salina isot6nica, ajustado ao pH =
9,0 com solugdo hidréxido de sodio 0,1 N e administrado na dose de 10 mg/kg de peso

corporal (FURO/CAP) ou 10 mg/rato (protocolo de inducdo de sede).

Captopril (inibidor da enzima conversora de angiotensina) (Sigma) foi dissolvido

em salina isotonica estéril e administrado na dose de 5 mg/kg de peso corporal.

Tiopental sodico (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.
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Medida de temperatura corporal

Temperatura retal foi medida com uso de termdmetro digital imediatamente antes da

injecdo de LPS e em intervalos descritos nos experimentos com FURO/CAP.

Coleta de amostras de urina

Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas no inicio do teste e a urina
eliminada espontaneamente foi coletada a cada 60 minutos por duas horas. Concentracdes de
sodio e potassio urinarios foram medidas através de eletrodo ion sensivel (Nova 1, Nova

Biomedical).

Parametros sanguineos

Imediatamente apds decapitacdo, amostras de sangue troncular foram coletadas em
tubos contendo gel separador e o soro foi separado por centrifugacdo (2000 rpm por 10
minutos). Concentracdes de s6dio e de potassio do soro foram medidas por eletrodo ion

sensivel. Concentracdo de proteina total plasmatica foi medida por refratometria (Atago).

Pressdo arterial e freqUéncia cardiaca

Em ratos anestesiados com quetamina (80 mg/kg de peso corporal) combinada a
xilazina (7 mg/kg de peso corporal), um tubo de polietileno (PE-10 conectado a PE-50) foi
inserido na aorta abdominal através da artéria femoral para o registro da presséo arterial. O
cateter arterial foi conduzido subcutaneamente e exteriorizado pelo dorso do rato. No dia
seguinte, pressao arterial pulsatil, pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
foram simultaneamente registradas em ratos ndo anestesiados através da conexao do cateter
arterial a um transdutor de pressdo Statham Gould (P23Db) acoplado a um pré-amplificador

(modelo ETH-200 Bridge Bio Amplifier, CB Sciences, Dover, NH, EUA) que foi conectado a



-39 -

um sistema de aquisicdo de dados (modelo Powerlab 16SP, ADInstruments, Castle Hill,

Australia).

Sobrecarga intragastrica de NaCl hiperténico (gavagem de NacCl)

Os animais foram removidos de suas gaiolas e gentilmente treinados para receber uma
sobrecarga intragastrica por infusdo de agua destilada (1 ml) através de sonda uretral
conectada a uma seringa. A sobrecarga de sodio (2 ml de NaCl 2 M) é efetiva em induzir forte
hipernatremia, natriurese, reduzir atividade da renina plasmatica e sede e foi baseado em
trabalhos prévios [Pereira et al., 2002]. O treino com o0s animais comecou apds 2 dias de
adaptacdo e aconteceu uma vez ao dia por 5 dias. No 6° dia, cada animal recebeu uma
sobrecarga de salina hipertdnica apos terem sidos removidos os liquidos e a racdo da gaiola.

Agua foi oferecida uma hora apds a gavagem para o teste.

Estatisticas
Analise de variancia de duas vias para medidas repetidas (ANOVA) foram usadas para

analisar os dados dos testes de ingestdo e pressao arterial com tratamento e tempo como
fatores. Comparaces planejadas foram feitas com o teste de Student-Newman-Keuls. Teste T
ndo pareado foi usado para analisar os dados de bioquimica sanguinea e excrecdo renal.
Probabilidade menor que 0,05 foi requerida para significancia. Dados foram expressos como
média = erro padrdo da média. Dados de ingestdo cumulativa e ndo-cumulativa foram
apresentados para melhor clareza, mas apenas os dados de ingestdo ndo-cumulativa foram

usados para a analise estatistica, como recomendado por Fitts (2006).
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Protocolos

Efeito do LPS na ingestdo de NaCl 0,3 M e agua induzidas pela combinacdo de injecéo
de furosemida e captopril (FURO/CAP)

Os animais (n = 49) foram gentilmente manipulados para a medida da temperatura
retal uma vez ao dia, para habituacdo, nos dias que precederam o teste com FURO/CAP. No
dia do teste, racdo e liquidos foram removidos e os animais, randomizadamente, receberam
uma injecdo intraperitoneal de LPS (0,15, 0,3, 0,6, 1,2, 2,5 ou 5,0 mg/kg) ou salina. Uma hora
depois, todos os animais receberam uma injecdo subcutadnea do diurético e natriurético
furosemida, FURO (10 mg/kg), e uma baixa dose do inibidor da enzima conversora de
angiotensina captopril, CAP (5 mg/kg). Agua e NaCl 0,3 M foram oferecidos em buretas de
vidro graduadas (divisdes de 0,1 ml) e a ingestéo foi registrada aos 15, 30, 60, 120, 180, 240 e
300 minutos. Temperatura retal foi medida mediatamente antes da injecdo de LPS,

imediatamente antes do oferecimento das buretas, e aos 120 e 300 minutos.

Efeito do LPS na hipotenséo induzida por FURO/CAP

Um grupo de animais (n = 14) recebeu um cateter intra-arterial sob anestesia como
descrito acima. Imediatamente ap6s a recuperacdo da cirurgia foram colocados em caixas de
polipropileno individuais com o fundo coberto com serragem, tiveram acesso irrestrito a ragéo
e agua por 24 horas. Apds isso, os animais foram transferidos para a sala de registro
cardiovascular. Apos 30 minutos nesta sala, agua e racdo foram removidos e o0 cateter
conectado ao transdutor de pressdo enquanto o animal permanecia dentro de sua caixa. PAM e
FC basais foram registradas por 10 minutos. Apés a medida basal, metade do grupo recebeu
LPS 0,6 mg/kg ip e a outra metade recebeu uma injec@o de salina como controle. Os registros

cardiovasculares continuaram sem interrup¢do por mais 60 minutos. Cada animal recebeu
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entdo uma injecdo de FURO/CAP e os parametros cardiovasculares foram registrados por

mais 90 minutos.

Efeito do LPS na excrecdo urinaria e bioquimica sanguinea em ratos tratados com
FURO/CAP

Um grupo de animais (n = 15) foi transferido para gaiolas metabodlicas individuais,
onde ndo tinham nem racdo nem liquidos disponiveis. Este grupo foi subdividido em dois
grupos, um que recebeu LPS 0,6 mg/kg ip e outro que recebeu salina ip. Uma hora depois,
todos os animais receberam uma massagem suprapubica para induzir a eliminacdo de urina; a
urina coletada durante esta primeira hora foi descartada. Depois disso, todos 0s animais
receberam um tratamento com FURO/CAP e urina foi coletada durante outros 60 minutos
para a medida das concentracfes de sodio e potassio. Todos os animais receberam uma ultima
massagem suprapubica para eliminacdo da urina e foram transferidos para outra sala para
imediata coleta do sangue. Sangue troncular foi coletado como descrito acima para analises

bioquimicas.

Efeito do LPS na sede induzida por tratamento agudo com furosemida ou por gavagem
com NaCl2 M

Furosemida sozinha induz massiva natriurese (cerca de 1,5-2,0 mEg em uma hora) e
diurese, seguida por sede dentro de duas horas (De Luca Jr e cols., 1992; Thunhorst &
Jonhson, 1994; Rowland & Morian, 1999). No dia do teste, racdo e liquidos foram removidos
e os animais (n = 35) receberam, randomizadamente, uma injecao intraperitoneal de LPS (0,3,
0,6, 1,2 e 5 mg/kg) ou salina. Uma hora depois, todos 0s animais receberam uma injecédo

subcutanea do natriurético e diurético furosemida (10 mg/rato). Agua foi oferecida em buretas
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de vidro graduadas (divisdes de 0,1 ml) uma hora apés a injecdo de furosemida. Ingestdo de
agua foi registrada aos 15, 30, 60, 120 e 180 minutos.

Animais em outro grupo (n = 33) foram treinados para o teste com gavagem. No dia
do teste, racdo e liquidos foram removidos e os animais receberam, randomizadamente, uma
injecdo intraperitoneal de LPS (0,3, 0,6, 1,25 e 5 mg/kg) ou salina. Uma hora depois, todos 0s
animais receberam uma gavagem de 2 ml de NaCl 2 M, que induz hipernatremia e
hiperosmolalidade, com sinal de hipovolemia, dentro de uma hora [Pereira e cols., 2002]. A

ingestdo de agua foi registrada aos 15, 30, 60, 120 e 180 minutos.

Efeito do LPS na excrecéo de sodio e bioquimica sanguinea apds gavagem de NaCl 2 M
Um grupo de animais (n = 13) foi transferido para gaiolas metabdlicas individuais,
onde ndo tinham nem racdo nem liquidos disponiveis. Este grupo foi subdividido em dois
grupos, um que recebeu LPS 1,0 mg/kg ip e outro que recebeu salina. Uma hora depois, todos
0s animais receberam uma massagem suprapubica para induzir a eliminacdo de urina; a urina
coletada durante esta primeira hora foi descartada. Apos isso, todos 0s animais receberam
uma gavagem de NaCl 2 M e urina foi coletada por mais 60 minutos para a medida da
concentracdo de sodio e potassio. Entdo, todos os animais receberam uma Ultima massagem
suprapubica para eliminacdo da urina e foram transferidos para outra sala para imediata coleta

do sangue. Sangue troncular foi coletado como descrito para analises bioquimicas.
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Resultados

Efeito do LPS sobre a ingestdo de NaCl 0,3 M e de agua induzidas por FURO/CAP

Todas as doses de LPS (0,3-5 mg/kg) exceto a menor (0,15 mg/kg) inibiram, aos 15
minutos, a ingestdo ndo cumulativa de NaCl 0,3 M induzida por FURO/CAP [F (6, 36) = 4,0;
p < 0,05] (Fig. 1, acima a esquerda). N&o houve interacdo entre tratamento e tempo [F (24,
144) = 1,2; p > 0,05]. Dados cumulativos sdo mostrados na Fig. 1, acima a direita.

Apenas as doses mais altas de LPS (2,5 e 5 mg/kg) reduziram de 80 a 100% a ingestdo
ndo cumulativa de agua, aos 15 minutos, comparado com salina [F (6, 36) = 3,6; p < 0,05]
(Fig. 1, abaixo a esquerda). Nao houve interacdo entre tratamento e tempo [F (24, 144) = 1,5;
p > 0,05]. Dados cumulativos sdo mostrados na Fig. 1, abaixo a direita.

LPS (2,5 e 5 mg/kg) produziram um queda na temperatura retal (35,2 £ 0,1 e 34,4 £
0,3 °C, respectivamente) comparado com salina (36,6 + 0,1 °C) no tempo zero, coincidente
com o comego do teste de ingestdo [F (6, 36) = 3,9; p < 0,05]. LPS 2,5 e 5 mg/kg também
produziram efeitos comportamentais caracterizados por piloerecdo e posicdo do corpo

curvado com o focinho apontado para o ventre.



Ingestdao nao-cum. de NaCl 0,3 M (ml)

Ingestdao nao-cum. de agua (ml)

*Vs. Salina

*Vs. Salina

Tempo (min)

—O— Salina
—O0— LPS 0,15
—&— LPSO0,3
—— LPS 0,6
—w¥— LPS1,2
—4— LPS25
—&— LPS5,0

Tempo (min)

Ingestdo cum. de NaCl 0,3 M (ml)

Ingestdao cum. de agua (ml)

-44 -

30 60
Tempo (min)

120

180

30 60
Tempo (min)

120

180

Figura 1: Ingestdo ndo-cumulativa (esquerda) e cumulativa (direita) de NaCl 0,3 M (acima) e

agua (abaixo) de ratos que receberam LPS ou salina ip uma hora antes de FURO/CAP. N =

7/grupo.
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Efeito do LPS na hipotenséo induzida por FURO/CAP

A dose de 0,6 mg/kg foi escolhida para este teste por causa de sua efetividade em
inibir apetite ao sédio mas nao produzir hipotermia ou alteracdes na postura.

Com relagdo a PAM, ndo houve diferengas significantes entre os tratamentos (LPS 0,6
mg/kg Vs. salina) [F (1, 5) =0,1; p > 0,05] e ndo houve interacdo entre tratamento e tempo [F
(14, 70) = 0,2; p > 0,05], mas houve efeito significante [F (14, 70) = 4,6; p < 0,05] na variacéo
da pressdo média com o tempo (Fig. 2, acima). Nao houve também diferencas significantes
entre tratamentos na freqiiéncia cardiaca [F (1, 5) = 0,8; p > 0,05], mas houve uma
significante mudanca sobre o tempo [F (14, 70) = 5,4; p < 0,05] e uma interacdo entre tempo e

tratamento nas variac6es da freqiiéncia cardiaca [F (14, 70) = 2,1; p > 0,05] (Fig. 2, abaixo).
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Figura 2: Variacéo da pressao arterial (A PAM) e frequéncia cardiaca (A FC) de ratos que
receberam LPS (0,6 mg/kg) ou salina ip uma hora antes de FURO/CAP. Setas indicam 0s

momentos de injecdes. N = 7/grupo.
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Efeitos do LPS na excrecdo de sddio e bioquimica sanguinea em ratos tratados com
FURO/CAP

LPS (0,6 mg/kg) reduziu a diurese e natriurese em 30% (p < 0,05) relativamente a
salina, sem alteracGes na caliurese, em animais tratados com FURO/CAP (Tabela 1). De
qualquer forma, LPS ndo teve efeito na concentracdo de sodio e potassio sérico, ou na

concentracdo total de proteina plasmatica destes animais (Tabela 1).
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Tabela 1. Excrecdo renal e bioquimica sanguinea em ratos tratados com FURO/CAP

combinado com salina ou LPS (0,6 mg/kg).

Tratamento VU UnaV UkV SNa Sk Tp

(ml/2h)  (uEg/2h)  (uEg/2h)  (MEg/l) (mEq/l) (9/%)

LPS (7) 7.1+08* 831+10* 300+28 140+ 1 6.1+03 6.6+0.3

Salina(6) 10.3+0.2 1187+53 451+23 1411 58+02 72+02

Valores sdo média £ E.P.M.; numero de animais entre parénteses. VU, volume de urina;
UnaV, quantidade de sodio excretada; UkV, quantidade de potassio excretada. Sya,
concentracdo de sodio no soro; Sk, concentracdo de potassio no soro; Tp, proteina total no

soro. * p < 0,05 vs. Salina.
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Efeito do LPS na sede induzida por tratamento agudo com furosemida ou gavagem de
NaCl 2 M

Aos 15 minutos, LPS (0,3-5 mg/kg) reduziu a ingestdo de agua ndo cumulativa
induzida por injecdo aguda de furosemida em 30 a 80% (Fig. 3, esquerda) [F (4, 30) = 2,6; p <
0,05]. Nao houve interacdo entre tratamento e tempo [F (16, 120) = 1,6; p > 0,05]. Dados

cumulativos sdo mostrados na Fig. 3, direita.
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Figura 3: Ingestdo ndo-cumulativa (esquerda) e cumulativa (direita) de agua de ratos que

receberam LPS ou salina ip uma hora antes de furosemida (10 mg/kg ip). N = 4 - 8/grupo.
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Aos 15 minutos, LPS (0,3-5 mg/kg) reduziu a ingestdo de agua ndo cumulativa
induzida por gavagem de NaCl 2 M em 60 a 100% (Fig. 4, esquerda) [F (6, 18) = 3,9; p <
0,05]. Houve interacdo entre tratamento e tempo [F (24, 72) = 4,4; p < 0,05]. Dados

cumulativos sdo mostrados na Fig. 4, direita.
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Figura 4: Ingestdo ndo-cumulativa (esquerda) e cumulativa (direita) de agua de ratos que

receberam LPS ou salina ip uma hora antes de gavagem de NaCl 2 M. N = 4 - 7/grupo.
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Resultados das Figuras 1, 3 e 4 que dizem respeito a ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
aos 15 minutos em todos os testes foram sumarizados na Figura 5. LPS aboliu principalmente
a ingestdo de agua induzida por gavagem nas doses (0,3, 0,6, 1,2 e 5 mg/kg) mas reduziu a
ingestdo de agua induzida por furosemida por apenas 40-80%. As mesmas doses, excetuando
a maior, dificilmente tiveram algum efeito na ingestdo de agua induzida por FURO/CAP,

embora fossem efetivas em abolir a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por este tratamento.
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Figura 5: Efeitos do LPS na ingestdo de liquidos induzida por véarios métodos aos 15 minutos
dos teste ingestivos (FURO/CAP, furosemida ou gavagem de NaCl hipertdnico) de acordo

com dados das figuras 1, 3 e 4. Nimero de animais entre parénteses.
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Efeito do LPS na excrecéo de sodio e bioquimica sanguinea apds gavagem de NaCl
LPS (1,0 mg/kg) reduziu a natriurese em 45% relativamente a salina (p<0,05), sem
alterar diurese ou caliurese (Tabela 2). LPS reduziu a concentracdo sérica de sddio e de

proteina total, mas ndo teve efeito na concentracédo sérica de potassio (Tabela 2).
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Tabela 2. Excrecdo renal e bioquimica sanguinea de ratos tratados com gavagem de NaCl 2 M

em resposta ao LPS (1 mg/kg).

Treatment VU UnaV UV SNa Sk Tp

(ml/2h)  (uEg/2h)  (uEg/2h)  (MEg/) (mEg/1) (9/%)

LPS (7) 09+03 141+47* 58 +17 141 + 1% 58+02 54+0,1*

Saline (6) 0.8+0.2 279+ 70 58 + 16 146 + 1 6.1+0.3 5.8+0.1

Valores sdo média + E.P.M.; nimero de animais entre parénteses. VU, volume de uring;
UnaV, quantidade de sodio excretada; UxV, quantidade de potéssio excretada. Sna,
concentracdo de sédio no soro; Sk, concentracdo de potassio no soro; Tp, proteina total no

soro. * p < 0,05 vs. Salina.



-57 -

Discussao

O lipopolissacarideo (LPS) nas doses que foram de 0,3 a 5 mg/kg ip inibiu a ingestdo
de NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento com FURO/CAP. As mesmas doses também
inibiram a ingestdo de agua induzida por furosemida sozinha ou por uma sobrecarga
intragastrica de NaCl 2 M, enquanto apenas as doses mais altas (2,5 e 5 mg/kg) inibiram a
ingestdo de &gua induzida por FURO/CAP. LPS também reduziu volume urinario e a
excrecdo de sodio em ratos tratados com FURO/CAP, e a excrecdo de sodio, concentracao
sérica de sodio e de proteina total em ratos que receberam NaCl 2 M por gavagem, sem
produzir alteracdo na pressdo arterial e na freqiiéncia cardiaca. As doses mais altas de LPS
também induziram hipotermia e uma alteracdo na postura.

Os resultados sugerem que LPS nédo apenas inibe ingestdo de agua, mas também inibe
ingestdo de sddio. Além disso, um forte efeito inibitorio sobre a ingestdo de sodio foi visto
com baixas doses, enquanto que o maximo efeito que o LPS produziu sobre a ingestdo de
agua foi visto apenas com as duas doses mais altas. Assim, os resultados também sugerem que
o efeito inibitério pode predominar sobre a ingestdo de sddio quando os animais tém a opcéao
entre solucdo sddica e agua para ingerir.

O efeito do LPS na ingestdo de agua induzida por FURO/CAP foi de certo modo
replicado quando sede foi induzida por furosemida. Ambos os resultados sdo consistentes com
uma inibicdo da sede mediada por angiotensina Il (Schiffring e Genest, 1982; Fitts e Masson,
1989; Thunhorst e Johnson, 1994; Rowland e Morian, 1999; Johnson, 2007). De qualquer
forma, doses de LPS que efetivamente aboliram sede induzida por gavagem também néo
tiveram efeito ou apenas parcialmente inibiram a sede induzida por FURO/CAP ou
furosemida. Assim, juntos, esse resultados sugerem que LPS possui um efeito inibitorio mais

forte sobre a sede intracelular do que sobre a sede extracelular.
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Os resultados indicam que os efeitos do LPS sobre a sede ndo sdo exatamente 0s
mesmos que aqueles mostrados com interleucina-1p administrada sistemicamente, qual
parece ser exclusiva para a sede (Osaka e cols., 1992). Entdo, a antidipsogénese pode resultar
da ativacdo pelo LPS de outros fatores como 6xido nitrico, prostaglandinas, e possivelmente,
TNFa (Calapai e cols., 1992; Foca e cols., 1985; Nava e Carta, 2000). Relembrando que
injecdo intracerebroventricular (icv) de interleucina-1f inibe todos os tipos de sede (Luz e
cols., 2009). Além disso, LPS também inibe sede induzida por injecdo icv tanto de
angiotensina 1l como de NaCl hipertonico (Foca e cols., 1983). Assim, é possivel que o LPS
exerca efeitos na sede por afetar separadamente a producdo central e sistémica de
interleucinas.

Além das citocinas, o efeito inibitério do LPS sobre a ingestdo de fluidos pode
também resultar de ativacdo de hormonios inibitérios e neurotransmissores. LPS induz
secrecdo de ocitocina (Carnio e cols.,, 2006) dependente de ativacdo de Orgaos
circunventriculares associada com uma ativacdo geral do nuacleo paraventricular do
hipotdlamo [Borges & da Rocha, 2006]. A ocitocina secretada na circulacdo tem sido sugerida
como um marcador para atividade da ocitocina central, a qual pode interagir com receptores
adrenérgicos o, para inibir o apetite ao sodio [Stricker & Verbalis, 1996; Sato e cols., 1997].

Ratos normovolémicos excretam cerca de 130 puEg/h de sodio (Pereira e cols., 2002) e
entdo, comparado com esta excrecdo, ambos FURO/CAP e sobrecarga intragastrica de NaCl 2
M induziram uma natriurese substancial em animais que receberam salina no presente estudo.
Natriurese induzida por FURO/CAP ¢ claramente um resultado da furosemida, que bloqueia
reabsorcéo de sodio na alga de Henle (Reyes e Tylor, 1999). Natriurese induzida por gavagem
de NaCl hiperténica poderia resultar da reducdo na PRA ou pressdo arterial aumentada (Bie,
2009). Uma sobrecarga ig de NaCl 2 M fortemente reduz PRA (Pereira e cols., 2002), mas

dificilmente altera presséo arterial no rato (Blanch, comunicagdo pessoal). A hipertonicidade
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que resulta da gavagem pode também induzir secrecdo de ocitocina, um hormonio natriurético
que inibe reabsorcdo de sodio (Antunes-Rodrigues e cols., 2004).

LPS inibiu a natriurese induzida por FURO/CAP e gavagem de NaCl 2 M. Esta
antinatriurese pode ser resultado de diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (Schmidt,
2007; Nitescu e cols., 2008). Esta reducdo na taxa de filtracdo glomerular é consistente com a
reducdo na diurese induzida por FURO/CAP. De qualquer forma, o LPS néo altera diurese em
resposta a gavagem, o gque sugere que o efeito antinatriurético ndo foi dependente da reducéo
do volume urinario, assim, o LPS pode interferir com a natriurese atraveés de outros
mecanismos do que somente a reducdo na taxa de filtracdo glomerular.

O efeito do LPS na excrecdo renal pode explicar, pelo menos em parte, a inibicdo da
ingestdo de fluidos em ratos tratados com FURO/CAP ou furosemida. De qualquer forma, a
reducdo de 30% induzida pelo LPS na natriurese em resposta ao FURO/CAP ndo se
correlaciona com a completa supressdo da ingestdo de sodio induzida pela mesma dose de
LPS. Esta dissociagdo entre a intensidade da natriurese e ingestdo de sodio é consistente com
estudos prévios que mostram que a quantidade de sodio ingerida é maior que a quantidade de
sodio eliminada quando os ratos entram no teste do apetite ao s6dio 24 horas depois da
injecdo de furosemida (Lundy e cols., 2003). Entéo, a reducdo produzida pelo LPS nos efeitos
renais da furosemida pode ndo completamente contar para a completa supressdo da ingestéo
de sddio induzida por LPS.

A auséncia de maiores efeitos do LPS na PAM e FC de animais tratados com
FURO/CAP também néo tem correlagdo com a reducdo na ingestdo de fluidos. Os resultados
sugerem que uma reducéo significante similar na PAM, concomitante com um significante
aumento na FC, ocorre em resposta ao tratamento com FURO/CAP, como esperado
(Thunhorst e Johnson, 1994; Thunhorst e cols., 1999), independentemente se 0s animais

foram tratados ou ndo com LPS. Uma inibicdo geral do comportamento foi esperada se o LPS
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debilitasse o0 animal devido a uma producdo de forte hipotensdo associada com choque
(Carnio e cols., 2006), o que aparentemente ndo aconteceu nos presentes experimentos. Por
outro lado, um leve, mas significante aumento na hipotensdo induzida por FURO/CAP
poderia ter reduzido a sinalizacao cardiovascular inibitoria que limitaria a ingestdo de fluidos
(Johnson, 2007), através disso permitindo a ingestdo normal de agua vista com a maioria das
doses de LPS. Néo esta claro como a interacdo significante entre tempo e tratamento para FC
poderia ser interpretada; em todo caso, ndo foi visto um efeito muito forte, como mostrado
pela figura 2. Entdo, devido ao fato de que o LPS nédo produziu um maior efeito na PAM e na
FC nos animais tratados com FURO/CAP, nds ndo podemos atribuir a inibicdo da ingestdo de
fluidos nos animais tratados com FURO/CAP aos efeitos cardiovasculares do LPS.

LPS induziu simultanea reducdo na concentracdo de sodio sérica e na de proteina total
em animais que receberam a sobrecarga intragastrica de NaCl hiperténico. Isto sugere uma
expansdo de volume sanguineo e diluicdo do fluido extracelular, o que poderia gerar sinais
para sede (Johnson, 2007). Ainda, a concentracdo de sodio sérica ap6s LPS € ainda cinco
unidades acima do valor de ratos normovolémicos (Pereira e cols., 2002), o que pode
contribuir para a desidratacdo celular (Kutscher, 1966). Os efeitos sistémicos e ingestivos do
LPS em animais tratados com FURO/CAP sugerem que expansdo de volume ou diluicdo dos
fluidos corporais ndo é o principal mecanismo para reduzir a ingestdo de liquidos, mas nds
ndo podemos descartar a possibilidade de que a inibicdo seletiva da sede celular é um
resultado de um efeito direto do LPS combinado com o aparecimento de sinais inibitorios
como expansdo de volume sanguineo e diluigéo.

O presente trabalho mostra que LPS inibe ingestdo de sodio. Assim, a endotoxina pode
prejudicar o balanco mineral e de liquidos corporais por reduzir ndo apenas a sede, mas
também o apetite ao sédio. Dependendo da dose, o LPS pode inibir ingestdo de sddio sem

afetar a ingestdo de agua, sugerindo um efeito preferencial sobre o apetite ao sddio. Em
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adicdo a isso, 0 LPS pode ter um efeito preferencial, mas ndo exclusivo na sede intracelular
em comparacdo com a sede extracelular.

Os resultados também indicam que o LPS reduz natriurese induzida por um diurético
de alca ou por uma sobrecarga de NaCl hipertonico. O efeito antinatriurético, e possivelmente
o efeito antidiurético parece uma resposta inicial ao LPS que precede falha renal na
septicemia ou no choque endotdxico (Schmidt, 2007; Nitescu e cols., 2008). De qualquer
forma, este efeito pode ser usado para poupar agua e eletrdlitos, importante para a
manutencdo de volume normal dos compartimentos extra e intracelulares e, pelo menos em
parte compensar a reducdo da ingestdo de liquidos. Como compensacao, este efeito poderia
ser desejado em tempos de necessidade quando comportamento ingestivo é contido e o

metabolismo € alterado para combater a infeccdo.
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Resumo

Lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina da parede de E. coli, deprime o comportamento
e afeta muitos aspectos do balanco hidroeletrolitico. LPS inibe sede, mas ndo se sabe se
pode inibir também apetite ao sédio. No presente trabalho nés mostramos que LPS (0,3-5,0
mg/kg) injetado ip reduziu de um maneira dose-resposta a ingestdo de NaCl 0,3 M, ou o
apetite ao sodio, induzida por deplecdo de sddio (furosemida mais 24 h de remocdo de
sodio ambiente). As doses mais altas de LPS (1,2-5,0 mg/kg) também produziram uma
hipotermia transitdria presente no comeco do teste, porém nenhuma dose produziu
hipertermia. LPS também reduziu a taxa de esvaziamento gastrico de uma sobrecarga de
NaCl 0,3 M dada intragastricamente por gavagem para animais depletados de sédio.
loimbina (5 mg/kg ip), um antagonista de receptores ay-adrenérgicos, ndo alterou presséo
arterial, mas uma combinacdo dos dois reduziu a pressdo arterial em ratos depletados de
sodio. loimbina aboliu a inibicdo induzida por LPS na ingestdo de NaCl 0,3 M. Os efeitos
sistémicos (gastricos e cardiovasculares) do LPS ndo explicam a inibi¢do ocorrida no
apetite ao sddio. Entdo, os resultados sugerem um papel inibitério do LPS, possivelmente
mediado por receptores adrenérgicos o, de origem central, no apetite ao sodio.

Palavras-chave: ingestdo de sddio, sede, endotoxina, ioimbina, pressdo arterial, sepse,

comportamento de doenga.
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Introducéo

Lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina derivada da parede da bactéria gram-
negativa, desencadeia uma cascata de citocinas pro-inflamatdrias como interleucinas, fator de
necrose tumoral (TNFa) e interferons (6, 10). Estes produtos medeiam uma série de respostas
comportamentais e sistémicas, agrupadas sob o nome de comportamento de doenca (sickness
behavior), o qual pode, pelo menos em parte, também ocorrer em doencas depressivas.
Depressdo induzida por LPS hipoteticamente pode causar reducdo em atividades como
locomocdo, interacdo social, fome e sede, assim alterando a producdo de energia interna para
aumentar a temperatura corporal e sustentar febre, um importante mecanismo para combater
infeccdo.

Apesar da sua importancia, a depressdo comportamental induzida pelo LPS ndo é
absoluta e pode flutuar de acordo com o estado motivacional que leva o animal a interagir
com o ambiente (6). Assim, a reversdo do estado depressivo feito pelo animal por si so,
auxiliado ou ndo por intervengdo medicamentosa, assume importancia estratégica para
satisfazer necessidades internas como, por exemplo, manutencdo do balango dos liquidos
corporais. Em relacdo a essas necessidades internas, LPS inibe sede, inibe transporte de sodio
pelo intestino, ativa secrecdo neurohipofisaria, induz febre acompanhada por desidratacéo,
pode aumentar no plasma durante exercicio extenuante, e tem efeito deletério na temperatura
corporal, respostas cardiovasculares e inflamacdo, quando a reposicao apropriada do fluido é
prejudicada (2, 4, 5, 9, 23, 25, 34).

Inibicdo da sede e da absor¢do de sodio leva a desidratacdo extracelular ou
hipovolemia que agrava a condi¢do de saude de um animal infectado. Ndo se sabe se LPS
promove prejuizo na habilidade de se lidar com desidratacéo extracelular por também inibir o
apetite ao sodio. A antidipsogégese induzida por LPS e conhecida ha muitos anos e ¢ mediada

por producéo central de oxido nitrico, prostaglandinas e, possivelmente, TNF-a. (3, 14, 15, 17,
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22), mas ndo esta claro como interleucinas medeiam o efeito antidipsogénico do LPS. Por
exemplo, inteleucina-1 inibe sede celular induzida por injecéo sisttmica de NaCl hipertdnico,
e ndo a sede extracelular induzida por polietileno glicol ou angiotensina Il (24). Isso aumenta
a possibilidade de que LPS iniba apetite ao sédio. De qualquer forma, devido as suas
propriedades depressivas, é tambem possivel que LPS possa induzir essa inibicdo. Receptores
adrenérgicos o, poderiam mediar esta inibicdo devido ao fato de também estarem envolvidos
com estados depressivos, desordens imunolégicas e reducdo no apetite ao sédio (11, 30).
Além do mais, LPS ativa liberagdo central de noradrenalina, um ligante enddgeno para
receptores adrenérgicos oy, € esse efeito é revertido por um antagonista adrenérgico o
aplicado durante forte endotoxemia (10, 13, 19).

No presente trabalho nds testamos se LPS inibe apetite ao so6dio induzido por uma
injecdo de furosemida combinada a 24 horas de remocdo de s6dio ambiente, e se ioimbina,

um antagonista adrenérgico oy, reverte o efeito do LPS sobre apetite ao sodio.
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Meétodos
1. Animais

Ratos Holtzman pesando entre 280-320 gramas foram usados. Os animais foram
mantidos em gaiolas de aco individuais e tiveram acesso livre a dieta com mais sodio que o
requerido pelo animal (0.5 — 1.0%, Guabi Rat Chow, Paulinia, S&8o Paulo, Brasil), agua e
solucdo de NaCl 0,3 M. Os ratos foram mantidos sob temperatura da sala de 23 = 2 °C,
umidade da sala de 55 = 10% e sob ciclo claro/escuro de 12 horas com as luzes se acendendo
as 7h30. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de ética em
experimentacdo animal (CEEA) e seguida as recomendacdes do Colégio brasileiro de

experimentacao animal (COBEA).

2. Drogas
Lipopolissacarideo extraido de E. coli, sorotipo 026:B6 (Sigma), dissolvido em salina

isotbnica esteril nas doses de 0,15-2,5 mg/kg de peso corporal.

loimbina (antagonista de receptores ap-adrenérgicos) (Sigma), dissolvido em salina

isotnica estéril nas doses de 2 e 5 mg/kg de peso corporal.

Furosemida (diurético) (Sigma) dissolvido em salina isotonica, pH = 9,0 ajustado com

solugdo hidrdxido de s6dio 0,1 N na dose de 10 mg/rato.

3. Teste do apetite ao sodio
No dia anterior ao teste, racdo e liquidos foram removidos e 0s animais receberam
uma injecdo subcutanea de furosemida (10 mg/rato). As gaiolas foram completamente lavadas
para remocdo do sédio e os animais permaneceram com agua e uma dieta pobre em sddio
(fubd) por 24 horas. Entdo, ragdo foi removida e o0s animais receberam uma injecdo

intraperitoneal (ip) de LPS ou salina. Uma ou duas horas depois, o bebedouro com agua foi
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substituido por duas buretas graduadas (divisdes de 0,1 ml) contendo &gua e NaCl 0,3 M,
respectivamente (teste do apetite aoo sddio). Ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M foi registrada

até o final das duas horas do teste do apetite ao sédio.

4. Medida de temperatura corporal
Temperatura retal foi medida com uso de termdmetro digital como descrito no

Experimento 1.

5. Pressao arterial e frequéncia cardiaca

Em ratos anestesiados com cetamina ip (80 mg/kg de peso corporal) combinada a
xilazina (7 mg/kg de peso corporal), um tubo de polietileno (PE-10 conectado a PE-50) foi
inserido na aorta abdominal através da artéria femoral para o registro da pressdo arterial. O
cateter arterial foi conduzido subcutaneamente e exteriorizado pelo dorso do rato. No dia
seguinte, pressdo arterial pulsatil, pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
foram simultaneamente registradas em ratos ndo anestesiados através da conexdo do cateter
arterial a um transdutor de pressdo Statham Gould (P23Db) acoplado a um pré-amplificador
(modelo ETH-200 Bridge Bio Amplifier, CB Sciences, Dover, NH, EUA) que foi conectado a
um sistema de aquisicdo de dados no computador (modelo Powerlab 16SP, ADInstruments,

Castle Hill, Australia).

6. Estatisticas
Dados foram analisados usando anélise de variancia de uma ou duas vias (ANOVA)
apropriada as andlises individuais. Uma probabilidade menor que 0,05 foi requerida para
definir significancia. Comparacgdes foram feitas usando o teste de Student-Newman-Keuls. Os

dados foram expressos como media + erro padrdo da média.
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7. Protocolos

7.1. Teste do apetite ao sddio em ratos tratados com LPS

Os animais (n = 35) foram gentilmente manipulados para medida de temperatura retal
uma vez ao dia, para habituacdo, nos dias que precederam o teste do apetite ao sddio. No dia
do teste, os animais receberam, randomizadamente, uma injecdo intraperitoneal de LPS (0,3,
0,6, 1,2 ou 2,5 mg/kg de peso corporal) ou salina uma hora antes do inicio do teste do apetite
ao sodio. Temperatura retal foi medida imediatamente antes da injecdo de LPS (basal), no
inicio do teste do apetite ao sddio, imediatamente antes do oferecimento de agua e NaCl 0,3

M e duas horas apds o registro da ingestdo dos liquidos.

7.2. Teste do apetite ao sddio em ratos tratados com LPS combinado com
ioimbina

Para testar os efeitos do LPS combinado com ioimbina, nés usamos um novo lote da
mesma marca e sorotipo de LPS, mas por alguma razéo desconhecida, o novo lote foi ineficaz
nos estudos pilotos, houve entdo a necessidade de aumentar a dose de 0,6 para 2,0 mg/kg de
peso corporal para obtermos efeitos comportamentais similares aqueles produzidos pelo
primeiros testes.

Devido ao fato de que ioimbina combinada a LPS causou uma transitéria redugdo na
pressao arterial em ratos depletados de sodio pelo protocolo de furosemida mais remocao de
sodio ambiente por 24 horas, uma reducao que pode opor-se aos efeitos do LPS na ingestéo de
sodio, o teste do apetite ao sédio foi planejado para comecar 1 hora apés a injecdo de LPS
(periodo de hipertensdo) ou 2 horas apos a injecdo de LPS quando a presséo arterial j& havia
retornado aos niveis basais (veja protocolo 7.3).

Para comecar o teste do apetite ao sodio 1 hora depois do tratamento com LPS, os

animais (n=36) foram divididos e 3 grupos, um que recebeu salina isotonica ip (SAL) e outro
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grupo que recebeu ioimbina (YOH, 2 ou 5 mg/kg) ip. Quinze minutos depois, 0S grupos
foram novamente divididos em animais que receberam salina isoténica ou LPS (2 mg/kg) ip;
assim, seis grupos foram formados: SAL+SAL, SAL+LPS, YOH-2+SAL, YOH-5+SAL,
YOH-2+LPS, YOH-5+LPS. O teste do apetite ao sddio comecou 1 hora depois da segunda
injecao.

Para comecar o teste do apetite ao sodio 2 horas depois do tratamento com LPS, outros
animais (n = 36) receberam as mesmas injecdes ip como descrito acima e outros seis grupos
foram formados: SAL+SAL, SAL+LPS, YOH-2+SAL, YOH-5+SAL, YOH-2+LPS, YOH-

5+LPS. O teste do apetite ao sédio comecgou 2 horas depois da segunda injecéo.

7.3. PAM e FC em ratos depletados de sodio tratados com LPS combinado com
ioimbina

Uma leve hipotensdo, que pode ser induzida por ioimbina, atenua sinais inibitorios
provenientes de receptores cardiopulmonares para facilitar ingestdo de fluidos (18), uma forte
hipotensdo, que é reportada quando do uso de relativamente altas doses de LPS (32), pode
prejudicar a habilidade do animal para ingerir liquidos. Entdo, nds testamos os efeitos do LPS,
sozinho ou combinado com ioimbina ip, na PAM e FC de animais depletados de sédio.

Um dia apds a cirurgia para o implante de cénula arterial, os animais (n = 20)
receberam furosemida (10 mg/rato) sc seguido de uma dieta deficiente em sodio e remocéo de
sodio ambiente. Vinte e quatro horas depois, agua e racdo foram removidos da gaiola e 0
cateter arterial foi conectado ao transdutor de pressdo para o registro da PAM e FC nos
animais nédo anestesiados. Uma primeira injecé@o de salina isotonica (SAL) ou ioimbina (YOH,
5 mg/kg) foi dada ip 10 minutos apds o comeco dos registros de PAM e FC. Uma segunda

injecdo de SAL ou LPS (2 mg/kg) foi dada ip 15 minutos ap6s a primeira injecdo. Assim,
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quatro grupos foram formados: SAL+SAL, SAL+LPS, YOH+SAL e YOH+LPS. Os registros

continuaram sem interrupcdo até 120 minutos apds a segunda injecao.

7.4. Esvaziamento gastrico em ratos depletados de sodio tratados com LPS
combinado com ioimbina.

LPS reduz esvaziamento gastrico (16), o que pode sinalizar saciedade e reduzir a
ingestdo de NaCl hipertdnico (29). loimbina reduz o efeito do LPS na motilidade géastrica
(16), o que pode explicar a recuperacdo da ingestdo de NaCl 0,3 M. Entdo nos testamos 0s
efeitos do LPS sozinho ou combinado com ioimbina sobre o esvaziamento gastrico de ratos
depletados de sddio nas doses usadas no teste do apetite ao sodio.

Os animais (n = 22) foram treinados a receber uma gavagem intragastrica usando uma
canula de polietileno inserida na boca uma vez ao dia por cinco dias antes do teste. Um dia
antes do teste, os ratos foram tratados com furosemida, sédio ambiente foi removido e 0s
animais permaneceram sem alimento durante a noite. Vinte e quatro horas apds o tratamento
com furosemida, os ratos receberam salina isotonica (SAL) ip e ioimbina (YOH, 5 mg/kg de
peso corporal) ip combinada 15 minutos depois com salina isoténica ou LPS (2 mg/kg) ip;
assim, quatro grupos foram formados: SAL+SAL, SAL+LPS, YOH+SAL e YOH+LPS. Duas
horas apds a segunda injecdo, os animais receberam uma gavagem de 3 ml de NaCl 0,3 M.
Cinco minutos depois, os animais foram profundamente anestesiados com tiopental de sddio
(80 mg/kg de peso corporal; Cristalia, Brasil) para analise do esvaziamento gastrico usando
um protocolo adaptado de trabalhos prévios (20). O es6fago, numa porg¢édo proximal ao fundo
gastrico, e o0 duodeno, em uma porgéo distal ao piloro, foram clampeados; o estdmago foi
imediatamente removido e pesado para determinar o peso total. Apds isso, 0s estdbmagos

foram dessecados (60 °C, durante 48-72 h) e pesados novamente para determinar o peso seco.
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NOs avaliamos o esvaziamento gastrico pela medida do peso liquido total do estdmago

(expansdo de volume gastrico mais Iimen e contedo da parede estomacal).
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Resultados
1. Teste do apetite ao sédio em ratos tratados com LPS

LPS (0,6-2,5 mg/kg ip) reduziu a ingestdo de NaCl 0,3 M (Fig. 1, acima) comparado
com salina [F (4, 35) = 12.3; p < 0,05]. LPS ndo alterou a ingestdo de agua (Fig. 1, abaixo)
durante o teste do apetite ao s6dio comparado com salina [F (4, 35) = 0,7].

Todos os grupos tiveram temperatura basal similar, mas LPS (1,2 e 2,5 mg/kg)
produziu uma queda transitdria na temperatura retal (34,2 + 0,4 e 33,4 £ 0,5, respectivamente
para cada dose) comparado com salina (35,9 + 0,2 °C) apenas no comeco do teste [F (5, 238)

=9,8; p <0,05].
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Figura 1: Ingestdo de NaCl 0,3 M (acima) e agua (abaixo) no teste do apetite ao sodio que

comecou 1 hora apds injecéo ip de LPS (0,3-2,5 mg/kg) ou salina. N = 7/grupo.
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2. Teste do apetite ao sodio em animais tratados com LPS combinado com ioimbina.
loimbina (5 mg/kg) reverteu a inibicdo que o LPS (2 mg/kg) induziu na ingestdo de
NaCl 0,3 M no teste do apetite ao sédio que comecou uma hora apds a injecao de LPS [F (5,
30) = 11,0; p < 0,001] (Fig. 2, acima). loimbina (5 mg/kg) mais salina e ioimbina (2 and 5
mg/kg) combinada com LPS produziu um aumento na ingestdo de agua comparado a SAL +
SAL e SAL + LPS [F (5, 30) = 4,0; p < 0,05] (Fig. 2, abaixo).
loimbina (5 mg/kg) também reverteu a inibicdo que o LPS (2 mg/kg) induziu na
ingestdo de NaCl 0,3 M no teste do apetite ao sodio que comegou duas horas apos a injecao de
LPS [F (5, 27) = 4,8; p < 0,05] (Fig. 3, acima). loimbina mais salina produziu um aumento na

ingestdo de agua comparado ao grupo SAL + LPS [F (5, 27) = 2,7; p < 0,05] (Fig. 3, abaixo).
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Figura 2: Ingestdo de NaCl 0,3 M (acima) e agua (abaixo) no teste do apetite ao sddio que
comecou 1 hora apo6s a injecéo ip de LPS (2 mg/kg) ou SAL. Os ratos receberam ioimbina

(YOH, 2 ou 5 mg/kg) ou salina (SAL) ip 15 minutos antes de LPS ou SAL. N = 6/grupo.
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Figura 3: Ingestdo de NaCl 0,3 M (acima) e agua (abaixo) no teste do apetite ao sodio que
comecgou 2 horas apos a injecéo ip de LPS (2 mg/kg) ou SAL. Os ratos receberam ioimbina

(YOH, 2 ou 5 mg/kg) ou salina (SAL) ip 15 minutos antes de LPS ou SAL. N = 6/grupo.
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3. PAM e FC em ratos depletados de sédio tratados com LPS combinado com
ioimbina.

Valores de PAM e FC basais de todos os grupos foram similares aos vistos no grupo
SAL + SAL (119 +£ 2 mmHg e 433 + 26 bpm, respectivamente).

LPS (2 mg/kg) ou ioimbina (5 mg/kg) sozinhos né&o alteraram a PAM em animais
depletados de sodio, mas ioimbina combinada com LPS produziu hipotensao [F (3, 182) =
3,6; p < 0,05] (Fig. 4).

LPS ou ioimbina sozinhos ou combinados ndo produziram alteragcdes nos valores de

FC comparado ao grupo SAL + SAL (73 = 11 bpm).



A PAM (mmHg)

-81-

* Vs. -15 min
# Vs. outros grupos

—O— SAL+SAL
—@— SAL+LPS
—— YOH+SAL * x4
—w— YOH+LPS #

*py *H

-:15 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

LPS Tempo (min)
YOH

Figura 4: Variacdo da pressao arterial (A PAM) em ratos depletados de sodio por 24 horas

com ioimbina (YOH, 5 mg/kg) ou salina (SAL) ip combinada com LPS (2 mg/kg) ou SAL ip

(setas). N = 5/grupo.
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4. Esvaziamento gastrico em ratos depletados de sodio tratados com LPS combinado
com ioimbina.

LPS mais salina reduziram o esvaziamento gastrico de uma gavagem de NaCl 0,3 M
medido pelo peso total de liquido estomacal (4,4 + 0,4 g vs. SAL + SAL: 2,7 £ 0,1 g), [F(3,
18) = 10,7; p < 0,001], um efeito que ndo foi estatisticamente diferente do grupo YOH + LPS

(Figura 5). loimbina mais salina também ndo alteraram o peso total de liquido estomacal.



-83-

* \s. SAL+SAL e YOH+SAL

(o))
)

*

(6) (:;)

(6)
I

N

(5)
(6)

N
I

Peso total de liquido estomacal (g)
(SN w

o

SAL+SAL SAL+LPS  YOH+LPS YOH+SAL

Figure 5: Peso total do liquido estomacal 5 minutos ap6s uma sobrecarga intragastrica de
NaCl 0,3 M em animais depletados de sddio tratados com ioimbina (YOH, 5 mg/kg) ou salina
(SAL) ip combinada com LPS (2 mg/kg) ou SAL ip. Numero de animais por grupo entre

parénteses.
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Discussao

Lipopolissarideo (LPS 0,3-5,0 mg/kg ip) fortemente inibiu a ingestdo de NaCl 0,3 M
de ratos no teste do apetite ao sodio apos injecdo de furosemida combinada a remogédo de
sodio ambiente por 24 horas. O efeito inibitorio do LPS no apetite ao sédio foi revertido em
animais que receberam previamente uma injecdo ip do antagonista de receptores adrenérgicos
oz, ioimbina (5 mg/kg). Transitoria hipotermia induzida por doses mais altas de LPS (1,2 e 5,0
mg/kg) foi a Unica alteracdo observada na temperatura retal. LPS também inibiu o
esvaziamento gastrico em animais depletados de sodio ap6s uma gavagem de um volume fixo
de NaCl 0,3 M, mas esse efeito no estdmago ndo foi alterado pela ioimbina.

Como mencionado na introducdo, o LPS pode afetar o balango de liquidos e
eletrolitico por, entre outras coisas, inibir sede. O presente trabalho esclarece o efeito do LPS
sobre o controle comportamental do balanco eletrolitico e de liquidos por demonstrar que esse
componente também € capaz de produzir uma inibi¢do do apetite ao sodio. Inibicdo do apetite
ao sodio pode interferir com o adequado balanco de liquidos e eletrélitos de um animal sob
condicBes de sepse, mas também é consistente com a reducdo geral no comportamento
produzido pelo LPS. Essa inibi¢do foi mostrada por ratos em uma completa deplecdo de sodio
induzida por injecdo sistémica do diurético furosemida seguida de remocao de sodio ambiente
por 24 horas e acesso irrestrito a agua para livre ingestdo. Este procedimento gera um animal
hipovolémico com elevados niveis circulantes do horménio angiotensina 1l e do
mineralocorticoide aldosterona (27). Um sinergismo entre esses dois hormonios é o principal
mecanismo facilitatorio para produzir ingestdo de NaCl hiperténico no animal hipovolémico
(28) e é possivel que o LPS iniba o apetite ao sodio por ativar um mecanismo inibitdrio, como
receptores adrenérgicos oy, que superaria o efeito do sinergismo.

Receptores adrenérgicos estdo envolvidos com uma complexa interacdo entre LPS,

citocinas, sistema nervoso simpatico e neurotransmissdo central noradrenérgica (11). A
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inibicdo obtida com ioimbina sugere que LPS recruta aqueles receptores que, agindo sozinho
ou em conjunto com receptores imidazolicos na porcdo anterior do encéfalo, medeiam a
inibicdo produzida por muitos agonistas de receptores adrenérgicos o na ingestdo de agua e
de NaCl hipertdnico (7, 30, 31). Lembrando que o LPS pode também liberar peptideos
inibitorios, como a ocitocina e o peptideo natriurético atrial, para interagir com receptores
adrenérgicos o, (1, 4, 29). Além disso, LPS e interleucinas induzem liberagdo de
noradrenalina em diferentes areas da porcdo anterior do encéfalo, e quando administrado
exogenamente, esse agonista natural também inibe apetite ao s6dio agindo em receptores
adrenérgicos (10, 20, 31).

Diferentemente do sinergismo que leva muitas horas para produzir apetite ao sédio
(27, 28), LPS pode recrutar um mecanismo de curta laténcia para o aparecimento, como por
exemplo, reducdo no esvaziamento gastrico (30). A inibicdo do esvaziamento gastrico
induzida pelo LPS, mostrada em prévios trabalhos (17) e no presente trabalho, ajuda no
favorecimento desta hipotese porque a persisténcia do NaCl hipertbnico no estdmago pode
ativar sinais de saciedade através da ativacdo de osmo ou mecanorreceptores encontrados na
parede do estdbmago (31). A hipotese € de qualquer forma contraditéria, visto os resultados
dos experimentos com ioimbina: apesar deste antagonista de receptores adrenérgicos o, ter
falhado em desativar a reducdo do esvaziamento gastrico, ele foi capaz de abolir a inibi¢do do
apetite ao sddio nos animais tratados com LPS. Este resultado contrasta com a literatura que
descreve a ioimbina revertendo a inibigdo induzida por LPS no esvaziamento géstrico (17). A
diferenga dos nossos resultados poderia estar relacionada ao grau de desidratagdo ou a espécie
de animal utilizada ja que eles utilizaram camundongos normovolémicos.

loimbina combinada com LPS também foi habil em produzir hipotensdo em animais
depletados de sddio, um mecanismo relacionado a descarga de receptores cardiopulmonares

(18) que pode ter facilitado a ingestdo de so6dio e 0 aumento na ingestdo de agua produzida
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quando a ioimbina foi administrada sozinha. De qualquer forma, ioimbina por si ndo
aumentou a ingestdo de sodio quando os animais foram testados ap0s a resposta hipotensora
ter desaparecido, e ainda foi capaz de restaurar o apetite ao sodio. Assim, os resultados
sugerem que mecanismos inibitorios sisttmicos envolvendo receptores gastricos e
cardiopulmonares ndo medeiam o efeito antinatriorexigénico do LPS.

As doses mais altas de LPS produziram uma hipotermia transitoria em ratos
depletados de sddio, um efeito também produzido pela clonidina, um agonista de receptores
adrenérgicos o, (12). Diferentemente da clonidina, a hipotermia ndo foi o provavel fator
causal para inibir o apetite ao s6dio porque essa hipotermia ja havia desaparecido no
momento em que o0s animais tiveram acesso ao NaCl hipertonico, e estava associado apenas
com as doses mais altas de LPS, e é consistente com o hipotermia induzida pela ingestdo de
NaCl hipertdnico, importante para a termogénese e recuperacdo do balango de liquidos (8,
34). Assim, parece que a hipotermia e a inibicdo do apetite ao sédio ocorrem independente um
do outro no que diz respeito a dividir 0s mesmos mecanismos adrenérgicos.

Os resultados presentes mostram que LPS reduz apetite ao sodio. Esta inibicéo
comportamental pode ser resultado da ativacdo de um mecanismo inibitério mediado por
receptores adrenérgicos o, possivelmente de origem central. O entendimento desta mediacéo
pode prover uma ferramenta adicional na pesquisa béasica e clinica sobre 0s mecanismos que

agem para combater os efeitos da endotoxina.
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Resumo

Prévios resultados mostram que lipopolissacarideo (LPS) é capaz de inibir o apetite ao sodio
em animais depletados de sddio por injecdo de furosemida mais remocdo de sodio ambiente
por 24 horas. Resultados de injecdo sistémica de ioimbina, um antagonista de receptores a;-
adrenérgicos, sugerem que este receptor medeia a inibicdo do apetite ao sodio pelo
lipopolissacarideo (LPS). No presente estudo mostramos que injecao central de RX-821002
(160 nmol/1 pl), um antagonista de receptores adrenérgicos ap, pode reverter a inibicdo ao
apetite ao sodio provocada por LPS em animais depletados de sédio. Este antagonista
combinado com LPS ndo produziu nenhuma alteragcdo na pressdo arterial ou na frequéncia
cardiaca de outro grupo de animais depletados de sodio. Injecdo periférica de RX-821002
também néo alterou a inibi¢do do apetite ao sodio provocada pelo LPS em ratos depletados.
Esses resultados indicam que a inibicdo do apetite ao sddio induzida pelo LPS depende de um

componente adrenérgico central atuando em receptores a,-adrenérgicos.

Palavras-chave: ingestdo de sodio, sede, endotoxina, RX-821002, pressdo arterial, sepse,

comportamento de doenca.
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Introducéo

Lipopolissacarideo (LPS) é um componente da membrana externa de bactérias gram-
negativas como Escherichia coli. Uma endotoxina que induz uma forte resposta no sistema
imune de mamiferos, incluindo a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias como IL-1, IL-6 e
TNFa que agem nas céelulas imuno sensiveis (28). No SNC, a ativagdo de neur6nios imuno
sensiveis por inje¢do sistémica de LPS provocam também ativacao neurdnios noradrenérgicos
que estdo responsaveis pela ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenais (eixo-HPA) (11,
15, 25), modulando respostas comportamentais e sistémicas cujo conjunto recebe o nome de
comportamento de doenca (sickness behavior) e essas respostas podem também ocorrer em
doengas depressivas.

De acordo com o estado motivacional que o animal usa para se relacionar com o
ambiente, a depressdo comportamental que o LPS induz ndo € tdo forte e pode variar (5).
Entdo, a necessidade do animal de utilizar de meios end6genos ou exdgenos para tentar
reverter o estado depressivo é de importancia estratégica para equilibrar as necessidades
internas, como manutenc¢édo do equilibrio hidro-eletrolitico. Além disso, o LPS inibe a sede, o
transporte de sddio pelo intestino e o esvaziamento gastrico, produz ativacdo do eixo HPA, e
induz respostas de termo-regulagéo e cardiovascular (2, 4, 13, 16, 21, 30).

Receptores adrenérgicos o, poderiam mediar esta inibicdo do apetite ao sédio induzida
por endotoxina devido ao fato de também estarem envolvidos com estados depressivos,
desordens imunoldgicas e reducdo no apetite ao sodio (5, 8, 9). Estudos mostram a presenca e
importancia da atuacdo de receptores adrenérgicos nas respostas de controle da ingestdo
hidromineral. Sugawara e cols. (26) mostraram que a injecdo direta de noradrenalina em areas
prosencefalicas tipicamente reduz de forma dose-dependente tanto a ingestdo de agua como a
de sodio, mas ndo a ingestdo de alimento. A noradrenalina, um ligante enddgeno sem
caracteristica imidazolica, injetada icv também inibe a ingestdo de agua e de sodio, um efeito
antagonizado pelo pré-tratamento com idazoxan, um antagonista de receptores o;-
adrenérgicos e imidazdlicos (27), confirmando a participacdo dos receptores a,-adrenérgicos
localizados em &reas prosencefalicas na inibicdo da ingestdo de &gua e de sodio. Assim, 0s
prévios estudos confirmaram a participacdo dos receptores adrenérgicos ay localizados em
areas prosencefalicas na inibicdo da ingestdo de 4gua e de sodio (6, 7, 8, 14, 20, 31).

Além do mais, o LPS ativa liberacdo central de noradrenalina, um ligante endégeno
para receptores adrenérgicos ap, e esse efeito é revertido por tratamento prévio com um

antagonista adrenérgico a, (9, 12, 18).
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No presente trabalho nds testamos se LPS inibe apetite ao sédio induzido por uma
injecdo de furosemida combinada a 24 horas de remocéo de sodio ambiente, e se RX-821002,
um antagonista adrenérgico op, injetado intracerebroventricularmente (icv) ou

intraperitonealmente (ip) reverte o efeito do LPS sobre apetite ao sodio.
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Métodos

Animais

Ratos Holtzman pesando entre 280-320 gramas foram usados. Os animais foram
mantidos em gaiolas de aco individuais e tiveram acesso livre a dieta com mais sodio que o
requerido pelo animal (0.5 — 1.0%, Guabi Rat Chow, Paulinia, Sdo Paulo, Brasil), agua e
solucdo de NaCl 0,3 M. Os ratos foram mantidos sob temperatura da sala de 23 + 2 °C,
umidade da sala de 55 £ 10% e sob ciclo claro/escuro de 12 horas com as luzes se
acendendo as 7h30. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de ética em
experimentacdo animal (CEEA) e seguida as recomendacdes do Colégio brasileiro de
experimentacdo animal (COBEA).

Cirurgia cerebral

Os ratos foram anestesiados com cetamina ip (80 mg/kg de peso corporal) combinada
com xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo
Kopf 900). O lambda e bregma foram utilizados como referéncia para nivelar as cabegas dos
ratos. Utilizando-se o bregma foram determinados os pontos de introducdo da canula de ago
inoxidavel nas cabecas dos ratos. Nesse ponto foi feita trepanacdo do osso do cranio com uma
broca esférica, abrindo-se orificio de aproximadamente 1,5 mm de didmetro. Para o VL
(ventriculo lateral), uma cénula de aco inoxidavel (12 x 0,5 mm d.i.) foi posicionada
bilateralmente no cérebro conforme as coordenadas: 0,3 mm caudal ao bregma, 1,6 mm
lateral a linha mediana e 3,5 mm abaixo da dura-mater. A canula foi posicionada 2 mm acima
do VL e fixada na cabeca dos ratos com parafusos e resina acrilica. Mandris metalicos foram
utilizados para obliteracdo da canula. Os ratos receberam injecdes profilaticas de penicilina
(20.000 unidades, via intramuscular). Diariamente os ratos foram manipulados e treinados
com manobras utilizadas durante os procedimentos experimentais. Os experimentos foram

realizados 5-7 dias ap0s o implante das canulas no VL.
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Injegdes centrais

O farmaco utilizado foi dissolvido em solugdo salina fisiologica e foi injetado no
cérebro dos ratos utilizando-se uma seringa Hamilton (10 ul), conectada com um tubo de
polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi introduzida no cérebro pela canula guia
previamente fixada no cérebro. A cénula injetora (0,3 mm didmetro) foi 2 mm mais longa do

que a canula guia. O volume de injecdo no VL foi 1 pl.

Drogas

Lipopolissacarideo extraido de E. coli, sorotipo 026:B6 (Sigma), dissolvido em salina
isotbnica esteril na dose de 2 mg/kg de peso corporal.

RX-821002 (antagonista de receptores a,-adrenérgicos) (Sigma), dissolvido em salina
isotonica estéril nas doses de 80 e 160 nmol/1 ul para injecdo no VL e na dose de 160 nmol/1

ml para injecdo ip.

Furosemida (diurético) (Sigma) dissolvido em salina isot6nica, pH=9,0 ajustado com
solugdo hidrdéxido de s6dio 0,1 N na dose de 10 mg/rato.

Teste do apetite ao sédio

No dia anterior ao teste, racdo e fluidos foram removidos e os animais receberam uma
injecdo subcuténea de furosemida (10 mg/rato). As gaiolas foram completamente lavadas para
remoc¢do do sddio e 0s animais permaneceram com agua e uma dieta pobre em sédio (fuba)
por 24 horas. Entdo, racdo foi removida e 0s animais receberam uma injecdo intraperitoneal
(ip) de LPS ou salina. Uma ou duas horas depois, o bebedouro com agua foi substituido por
duas buretas graduadas (divisées de 0,1 ml) contendo a4gua e NaCl 0,3 M, respectivamente
(teste do apetite ao sodio). Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M foi registrada até o final das duas

horas do teste do apetite ao sddio.
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Pressdo arterial e frequéncia cardiaca

Em ratos anestesiados com quetamina (80 mg/kg de peso corporal) combinada a
xilazina (7 mg/kg de peso corporal), um tubo de polietileno (PE-10 conectado a PE-50) foi
inserido na aorta abdominal através da artéria femoral para o registro da pressdo arterial. O
cateter arterial foi conduzido subcutaneamente e exteriorizado pelo dorso do rato. No dia
seguinte, pressdo arterial pulsatil, pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
foram simultaneamente registradas em ratos ndo anestesiados através da conexdo do cateter
arterial a um transdutor de pressdo Statham Gould (P23Db) acoplado a um pré-amplificador
(modelo ETH-200 Bridge Bio Amplifier, CB Sciences, Dover, NH, EUA) que foi conectado a
um sistema de aquisicdo de dados no computador (modelo Powerlab 16SP, ADInstruments,
Castle Hill, Australia).

Estatisticas

Dados foram analisados usando andlise de variancia (one ou two-way ANOVA)
apropriada as andlises individuais. Uma probabilidade menor que 0,05 foi requerida para
definir significancia. Comparacgdes foram feitas usando o teste de Student-Newman-Keuls. Os

dados foram expressos como média + erro padrdo da média.
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Protocolos
Efeito do RX-821002, um antagonista de receptores adrenérgicos a, no efeito
antinatriorexigénico do LPS no teste do apetite ao sodio

Apetite ao sddio é mediado por um sinergismo entre angiotensina Il e aldosterona e
aparece muitas horas apos diurese, natriurese e aparecimento de hipovolemia induzidas por
furosemida (23, 24). O importante ponto para o0 presente experimento € que testando o LPS
cerca de 24 horas apds a injecdo de furosemida, ele ndo deve interferir com nenhuma
conseqiiéncia imediata induzida pelo diurético. Entdo, o sinergismo angiotensina
Il/aldosterona j& teria ativado completamente os circuitos responsaveis pelo apetite ao sddio
no momento em que 0s animais recebessem o LPS.

Muitos agonistas de receptores adrenérgicos o, agem no cérebro para ingestao de agua
e sodio e este efeito é inibido por antagonistas de receptores ap-adrenérgicos (26, 27).
Resultados prévios mostram que injecdo sistémica de um antagonista o,-adrenérgico abole a
inibicdo causada por LPS sobre a ingestdo de sédio. O principal objetivo do presente
experimento foi testar se RX-821002 injetado icv ou ip inibe o efeito do LPS sobre o apetite
ao sodio.

Racdo e fluidos foram removidos e os animais (n = 37) receberam uma injecao
subcutanea de furosemida (10 mg/rato). As gaiolas foram lavadas para a completa remocéo do
sodio e os animais foram mantidos com &gua e dieta pobre em sodio (fuba) disponiveis pelas
24 horas seguintes. Entdo, a racdo foi removida e os animais foram divididos e 3 grupos, um
que recebeu salina isotonica ip (SAL) e outro grupo gque recebeu RX-821002 (RX, 80 ou 160
nmol/1 pl) icv. Quinze minutos depois, 0s grupos foram novamente divididos em animais que
receberam salina isotonica ou LPS (2 mg/kg) ip; assim, seis grupos foram formados:
SAL+SAL, SAL+LPS, RX-80+SAL, RX-160+SAL, RX-80+LPS, RX-160+LPS. Duas horas
depois, 0 bebedouro de agua foi substituido por duas buretas de vidro graduadas (divisdes de
0,1 ml) contendo agua e NaCl 0,3 M, respectivamente. Medidas da ingestdo de agua e NaCl
0,3 M foram registradas por duas horas (teste do apetite ao sédio). Assim, o teste do apetite ao
sodio teve inicio duas horas apds a inje¢do de LPS.

Outro grupo de animais (n = 32) teve a racdo e os fluidos removidos e recebeu uma
injecdo subcutanea de furosemida (10 mg/rato). As gaiolas foram lavadas para a completa
remocao do sédio e os animais foram mantidos com agua e dieta pobre em sodio (fubd)
disponiveis pelas 24 horas seguintes. Entdo, a racdo foi removida e os animais fora divididos e
2 grupos, um que recebeu salina isotdnica ip (SAL) e outro grupo que recebeu RX-821002

(RX, 160 nmol/0,2 ml) ip. Quinze minutos depois, os grupos foram novamente divididos em
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animais que receberam salina isoténica ou LPS (2 mg/kg) ip; assim, quatro grupos foram
formados: SAL+SAL, SAL+LPS, RX-160+SAL, RX-160+LPS. Duas horas depois, 0
bebedouro de agua foi substituido por duas buretas de vidro graduadas (divisdes de 0,1 ml)
contendo agua e NaCl 0,3 M, respectivamente. Medidas da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
foram registradas por duas horas (teste do apetite ao sodio). Assim, o teste do apetite ao sodio
teve inicio duas horas ap0s a injecéo de LPS.

Efeitos do RX-821002 icv e LPS sobre a pressdo arterial e frequiéncia cardiaca em
animais depletados de sodio

Além das alteracbes que o LPS causa na temperatura corporal, endotoxina e
antagonista de receptores ap-adrenérgicos afetam outras funcBes sistémicas, como funcgédo
cardiovascular, que pode contribuir para os efeitos do LPS na ingestéo de fluidos.

Uma forte hipotensdo induzida por LPS (33) poderia prejudicar a ingestdo de fluidos
pelo animal. Foi mostrado que ioimbina causa moderada hipotensdo, o que atenua sinais
inibitérios provenientes dos receptores cardiopulmonares (17). Assim, o efeito facilitatorio
que aparece apos administracdo do antagonista o,-adrenérgico poderia reverter a inibicdo
produzida pelo LPS se essa hipotensédo moderada predominar, o que justifica a necessidade de
se testar o efeito do RX-821002, outro antagonista de receptores ap-adrenérgicos, sobre as
respostas cardiovasculares.

Assim, o objetivo deste experimento foi descobrir se LPS e RX-821002 produzem
alteracdes sistémicas nos protocolos usados especificamente no presente estudo, o0 que poderia
explicar seus efeitos na ingestao de liquidos, particularmente na ingestdo de NaCl 0,3 M.

5-7 dias depois da cirurgia para implante de canula no VL, os animais (n = 22) foram
preparados para registros cardiovasculares como descrito no item 6. Um dia ap0s a cirurgia,
racdo e fluidos foram removidos e 0s animais receberam uma injecdo subcutdnea de
furosemida (10 mg/rato). As gaiolas foram lavadas para a completa remoc¢do do sédio e os
animais foram mantidos com agua e racao pobre em sodio (fubd) disponiveis pelas 24 horas
seguintes. Apo0s isso, os animais foram transferidos para a sala de registro cardiovascular.
Apos 30 minutos nesta sala, 4gua e racdo foram removidos e o cateter conectado ao transdutor
de pressdo com o animal mantido dentro de sua caixa. PAM e FC foram registradas por 10
minutos. Entdo, os animais foram divididos em dois grupos, um que recebeu salina isotonica
icv (SAL) e outro que recebeu RX-821002 (RX, 160 nmol/1 pl) icv. Os registros
cardiovasculares persistiram por 15 minutos quando os grupos foram novamente subdivididos

em animais que receberam salina isotdnica ou LPS ip (2 mg/kg); assim, quatro grupos foram
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formados: SAL+SAL, SAL+LPS, RX-160+SAL e RX-160+LPS. Os registros continuaram

sem interrupgdo por mais 120 minutos.
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Resultados
Efeitos do RX-821002, um antagonista de receptores ap-adrenérgicos, no efeito
antinatriorexigénico do LPS no teste do apetite ao sédio.
RX-821002 icv e LPS no teste do apetite ao sodio

Ingestdo de NaCl 0,3 M ¢ ilustrado na figura 1, acima. Apenas RX-821002 na dose
160 nmol/1 pl icv reverteu a inibigcdo da ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por LPS/Salina [F
(5, 31) = 5,8; p < 0,05], enquanto RX-821002 (80 nmol/1 ul icv) ndo alterou a inibicdo da
ingestdo de NaCl 0,3 M induzida por LPS. Nenhuma das doses de RX-821002 foi capaz de
alterar a ingestdo de agua nestes grupos [F (5, 31) = 1,2; p > 0,05].
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Figura 1: Ingestdo de NaCl 0,3 M (acima) e 4gua (abaixo) no teste do apetite ao sédio apos a
injecdo ip de LPS (2 mg/kg) ou SAL. Os ratos receberam RX-821002 (RX, 80 ou 160 nmol/1
ml) ou salina (SAL) icv 15 minutos antes de LPS ou SAL. N = 6-7/grupo.
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RX-821002 ip e LPS no teste do apetite ao sddio

RX-821002 (160 nmol/1 pl icv) ndo alterou a inibigdo da ingestdo de NaCl 0,3 M
induzida por LPS [F (3, 28) = 2,6; p > 0,05] (figura 2, acima), nem produziu alteracGes na
ingestdo de agua [F (3, 28) = 2,0; p > 0,05] (figura 2, abaixo).
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Figura 2: Ingestdo de NaCl 0,3 M (acima) e agua (abaixo) no teste do apetite ao sddio apds a
injecéo ip de LPS (2 mg/kg) ou SAL. Os ratos receberam RX-821002 (RX, 80 nmol/1 ml) ou
salina (SAL) ip 15 minutos antes de LPS ou SAL. N = 8/grupo.
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Efeitos do RX-821002 icv e LPS sobre parametros cardiovasculares
Efeitos do RX-821002 e LPS sobre PAM e FC em ratos depletados de sédio

LPS (2 mg/kg ip) ou RX-821002 (160 nmol/1 pl icv) sozinhos ou combinados nao
alteraram a PAM (106 + 4 mmHg) (figura 3, acima) nem a FC (396 + 15 bpm) nos animais
depletados de s6dio quando comparado ao grupo SAL+SAL (figura 3, abaixo).
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Figura 3: Variacdo da pressao arterial (D PAM) em ratos depletados de sodio por 24 horas
com RX-821002 (RX, 180 nmol/1 ml) ou salina (SAL) icv combinada com LPS (2 mg/kg) ou
SAL ip (setas). N = 5-6/grupo.
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Discussao

Assim como mostrado em resultados anteriores do nosso laboratério, no presente
trabalho o LPS inibiu a ingestdo de NaCl 0,3 M de ratos no teste do apetite ao sodio induzida
por injecdo de furosemida combinada com remocdo de so6dio ambiente por 24 horas. Inibicdo
do apetite ao sodio pode interferir com o adequado balanco de fluidos e eletrélitos de um
animal sob condi¢bes de sepse, mas também é consistente com a reducdo geral no
comportamento produzido pelo LPS. Essa inibicdo foi mostrada por ratos em uma completa
deplecéo de sodio induzida por injecao sistémica do diurético furosemida seguida de remocéo
de sddio ambiente por 24 horas e acesso irrestrito a &gua para livre ingestdo. Neste
procedimento o animal se torna hipovolémico e apresenta elevados niveis circulantes do
horménio angiotensina Il e do mineralocorticoide aldosterona (22). Um mecanismo
facilitatorio é gerado pelo sinergismo entre esses dois hormonios e induz uma ingestdo de
NaCl hiperténico no animal hipovolémico (23). O LPS pode inibir o apetite ao sédio por
ativar, entre outras coisas, um mecanismo inibitério, como receptores a,-adrenérgicos, que
superaria o efeito do sinergismo. E realmente isso aconteceu, pois o efeito inibitorio do LPS
no apetite ao sodio foi abolido em animais que receberam uma injecdo icv prévia do
antagonista de receptores op-adrenérgicos RX-821002.

Administracdo sisttmica de LPS é um modelo amplamente usado para estudar como o
sistema nervoso central organiza as respostas adaptativas endocrinas, autondmicas e
comportamentais induzidas pela liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. (3, 10, 15, 19, 25,
28, 32).

Prévios resultados de nosso laboratorio corroboram a idéia de que o LPS é capaz de
afetar o balanco eletrolitico e de fluidos. Tratamento sistémico com LPS produziu uma
inibicdo da ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M em animais tratados com o diurético furosemida
combinada a captopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina (FURO/CAP) e em
animais depletados de sédio por injecdo de furosemida mais remoc¢édo de s6dio ambiente por
24 horas. Resultados no nosso laboratdério mostram que um antagonista ap-adrenérgico
injetado sistemicamente é capaz de abolir a inibicdo do apetite ao sodio induzida por LPS em
animais depletados de sodio pelo protocolo furosemida e remocéo de s6dio ambiente por 24
horas. O presente trabalho esclarece que o efeito da inibicdo da ingestdo de NaCl 0,3 M
produzida pela injecdo sisttmica de LPS depende de um componente noradrenérgico central
por demonstrar que essa inibicdo é abolida quando os ratos depletados de sodio séo preé-

tratados com uma injecdo icv de RX-821002, um antagonista de receptores o,-adrenérgicos.
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Estudos ja& mostraram que um agonista de receptores oy-adrenérgicos/imidazélicos, a
clonidina atuando centralmente é um potente inibidor da ingestdo de sddio (6, 8, 31). Outros
resultados mostraram que injecdes dos antagonistas de receptores ap-adrenérgico RX 821002
e ioimbina aboliram o efeito inibitério da moxonidina, outro agonista de receptores os-
adrenérgicos sobre a ingestdo de sodio induzida por deplecdo de sodio (7). Esses resultados
sugerem a participacdo dos receptores ap-adrenérgicos sobre a ingestdo de sodio. A
noradrenalina, um ligante enddgeno, injetada icv também inibe a ingestao de sddio, um efeito
antagonizado pelo pré-tratamento com idazoxan, um antagonista de receptores op-
adrenérgicos e imidazélicos (26), confirmando a participacdo dos receptores o,-adrenérgicos
localizados em &reas prosencefalicas na inibicdo da ingestdo de sddio.

Receptores a,-adrenérgicos estdo envolvidos com uma complexa interacdo entre LPS,
citocinas, sistema nervoso simpatico e neurotransmissdo central noradrenérgica (28).
Resultados mostram que projecdes noradrenérgicas vindas de areas posteriores centrais para o
hipotdlamo sdo necessarias para uma completa resposta do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenais
(HPA) ao um estimulo no sistema imune feito por injecdo sisttmica de LPS (1).

A inibicdo obtida com o antagonista de receptores a,-adrenérgicos RX-821002, sugere
que LPS recruta aqueles receptores que, agindo sozinho ou em conjunto com receptores
imidazolicos na porcdo anterior do encéfalo, medeiam a inibicdo produzida por muitos
agonistas de receptores op-adrenérgicos na ingestdo de agua e de NaCl hipertonico (8, 26, 27).
Além disso, LPS e interleucinas induzem liberacdo de noradrenalina em diferentes areas da
porcdo anterior do encéfalo, e quando administrado exogenamente, esse agonista natural
também inibe apetite ao sddio agindo em receptores adrenérgicos (18, 27).

Resultados anteriores mostraram que outro antagonista de receptores a,-adrenérgicos,
a ioimbina, injetada sistemicamente e combinada com LPS foi capaz de produzir hipotensao
em animais depletados de sédio, um mecanismo relacionado a descarga de receptores
cardiopulmonares (17). Nos atuais resultados de inje¢éo icv de outro antagonista de receptores
ap-adrenérgicos (RX-821002) néo foi vista nenhuma alteragdo nos aspectos cardiovasculares,
sugerindo que mecanismos que poderiam estar envolvidos no efeito antinatriorexigénico do
LPS néo sdo responsaveis pela recuperacdo do apetite ao sdédio em animais depletados de
sodio.

Os presentes resultados mostram que LPS reduz apetite ao sodio. Esta inibi¢do
comportamental pode ser resultado da ativacdo de um mecanismo inibitério mediado por

receptores ap-adrenérgicos de origem central.
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