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RESUMO

A literatura mostra que a gavagem de NaCl 2 M, um método para se induzir
desidratacdo celular, induz ingestdo de agua e de NaCl 0,15 M em teste de dupla
escolha. Entretanto, o NaCl hipertbnico é também conhecido como um irritante
gastrico, que aparentemente rompe as barreiras de protecdo da mucosa gastrica.
Portanto, o presente trabalho foi realizado para testar a hipétese de que a gavagem
de NaCl 2 M produz ingestdo mineral como uma resposta a irritacdo gastrica. Se a
irritacdo gastrica for um fator importante para induzir ingestdo de solucdo mineral,
entdo podemos prever que: 1) protetor mecanico de mucosa inibe a ingestdo de
solugao mineral induzida pela gavagem de NaCl e 2) outros irritantes, como etanol e
0 &cido acético, devem induzir ingestdo de solugdo mineral da mesma maneira que
o NaCl. Em experimentos preliminares com ratos Holtzman adultos, a gavagem de
NaCl 2 M induziu ingestdo de quantidades apreciaveis de solu¢cdo de NaHCO3; e KCI
em teste de cinco bebedouros (dgua, KCI 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO3 0,15 M,
NaCl 0,15 M), mostrando que o efeito ndo é seletivo para ingestdo de NaCl. Nos
experimentos subsequentes, 0s animais tiveram acesso a agua destilada e as duas
solugdes minerais de preferéncia (KCI 0,01 M e NaHCO3 0,15 M) para ingestdo. A
ingestdo dessas soluc¢des nédo foi inibida por agentes protetores da mucosa gastrica,
como hidréxido de aluminio, ou o proprio NaHCO3, combinados a gavagem de NacCl
2 M. Irritantes ndo-sodicos (etanol 50% ou acido acético 0,6 N) ndo foram capazes
de induzir ingestdo de qualquer mineral. Além disso, apenas o etanol - Gnico irritante
agressivo da mucosa conforme determinado por inspecdo macroscopica - induziu
ingestao de caulim (silicato de aluminio hidratado), um mineral que protege o rato do
mal-estar induzido por toxemia. Injecdo intracerebroventricular de losartan, um

antagonista de receptor de angiotensina Il, inibiu de forma dose-dependente, a



ingestao de liquidos induzida por gavagem de NaCl. Os resultados sugerem que a
ingestdo de NaHCOj3; desencadeada por gavagem de NaCl 2 M: a) ocorre em
resposta a desidratacdo celular, e ndo por mal-estar gastrico; b) € mediada pela

angiotensina Il

Palavras Chave: bicarbonato, desidratagcédo, preferéncia, auto-medicacdo, sede,
NacCl hipertonico, gavagem.



ABSTRACT

The literature shows that gavage of 2 M NaCl, a method to induce cell
dehydration, induces water and 0.15 M NaCl intake in a two-bottle test. However, the
hypertonic NaCl is also known as a mild gastric irritant, which possibly erodes the
protective barriers of the gastric mucosa. Therefore, the present work tested the
hypothesis that gavage of 2 M NaCl induces mineral intake as a response to gastric
irritation. If the gastric irritation is an important factor to induce mineral solution
intake, then we can predict that 1) mechanical protectors of the gastric mucosa
inhibits the mineral solution intake induced by gavage of NaCl and 2) other irritants
such as ethanol and acetic acid, should induce mineral solution intake as the gavage
of NaCl did. In previous experiments with adult male Holtzman rats, gavage of 2 M
NaCl induced ingestion of appreciable quantities of NaHCO3; and KCI solutions in a
five-bottle test (water, 0.01 M KCI, 0.05 mM CacCl,, 0.15 M NaHCOs3, 0.15 M NacCl),
showing that the effect is not selective for NaCl intake. In subsequent experiments,
the animals had access to water and the two preferred mineral solutions (0.01 M KCI
and 0.15 M NaHCOg3) for ingestion. The ingestion of these solutions was not inhibited
by the protective agents of the gastric mucosa, such as aluminum hydroxide, or the
NaHCOg3;, combined with gavage of 2 M NaCl. Non-sodic irritants (50% ethanol or 0.6
N acetic acid) were not able to induce any mineral intake. Furthermore, ethanol -
determined by macroscopic inspection as the sole aggressive irritant of the gastric
mucosa — induced kaolin (hydrated aluminum silicate) intake, a mineral that protects
the rat against toxemia-induced malaise. Losartan, an angiotensin |l receptor
antagonist, injected intracerebroventricularly, inhibited in a dose-response manner

the fluid intake induced by gavage of NaCl. The results suggest that NaHCO3 intake



induced by gavage of hypertonic NaCl: a) is consistent to cell dehydration rather than

to a gastric irritation and b) is mediated by angiotensin 1.

Keywords: bicarbonate, dehydration, preference, self-medication, thirst, hypertonic
NaCl, gavage.
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1. INTRODUCAO

Em mamiferos, o equilibrio hidro-eletrolitico e um balanco adequado entre o
ganho (ingestdo) e a perda (excrecdo) de agua e sodio sdo mantidos por
mecanismos de controle eficazes que detectam e restauram a volemia e a
osmolalidade sempre que estes apresentarem desvios. Um dos solutos mais
efetivos para aumentar a concentracdo osmotica € o ion sodio devido a sua grande
quantidade no liquido extracelular e sua caracteristica impermeante (Antunes-

Rodrigues et al., 2005; De Luca Jr. et al., 2005).

O sistema nervoso central (SNC) detecta alteragdes da volemia, osmolalidade
e concentracdo de sodio plasmatico, através de aferéncias vagais e glossofaringeas
provenientes de receptores viscerais (osmo-sodio receptores hepaticos ou renais,
barorreceptores renais ou cardiovasculares) e de fatores humorais circulando no
sangue, no liquido cefalorraquidiano, ou ambos. Em resposta a ativacdo de
receptores centrais e periféricos especificos para cada fator, 0 SNC é assim capaz
de estimular diferentes tipos de sede (intra e extracelular) e o apetite ao sédio, além
de estimular mecanismos neuroenddcrinos (sistema  renina-angiotensina-
aldosterona, vasopressina, ocitocina, peptideo natriurético atrial) relacionados a

conservacao de agua e sodio (Johnson e Thunhorst, 1997).

Existem dois tipos principais de desidratacdo: celular e extracelular. A
desidratacdo celular (hiperosmoética) ocorre quando ha reducdo do volume das
células devido a difusdo de agua do meio intracelular para o extracelular em
resposta a um aumento da pressdao osmatica efetiva do liquido extracelular. Esse

aumento pode ser ocasionado por aumento da concentracdo de solutos
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osmoticamente ativos. Ja a desidratacéo extracelular (hipovolémica) ocorre quando
ha reducdo do volume do liquido extracelular como em situacbes de hemorragia,
diarréia, vomito e deplecdo de sodio. Este tipo de desidratacdo promove perda
conjunta de agua e de soédio e é, portanto, acompanhada de comportamento
apetitivo ao sodio (Epstein, 1973; Antunes-Rodrigues et al., 2005; De Luca Jr. et al.,

2005; 2007).

Experimentos da década de sessenta (Fitzsimons et al., 1961) demonstraram
gue a quantidade de agua ingerida por um animal nefrectomizado varia linearmente
com o0 aumento na concentragdo osmatica extracelular, ou seja, a ingestdo de agua
€ proporcional ao grau de desidratagcdo intracelular (teoria osmomeétrica da sede).
Entretanto, ratos com desidratacdo celular induzida por injecdo intragéstrica de
solugcéao de NaCl hipertonico, ingerem um volume extra de NacCl isotdnico em adi¢éo

a agua em teste de dois bebedouros (Pereira et al., 2002).

Embora a ingestdo mineral possa resultar da desidratacdo celular causada
pela gavagem de NaCl hipertdnico, existe a possibilidade de que ela esteja
associada a uma tentativa dos animais de aliviar os sintomas de um desconforto
gastrico, uma vez que o NacCl hipertdnico € conhecido como um irritante gastrico
leve, possivelmente por romper as barreiras de prote¢cdo (muco) da mucosa gastrica
(Takeuchi et al., 1994; Al-Shabanah et al., 2000).

Caso essa possibilidade se confirme, podemos suspeitar de um
comportamento de automedicacédo. Esse comportamento recebe o nome de pica e
parece estar presente em primatas, que ingerem plantas com propriedades
medicinais para se auto-proteger contra parasitas (Huffman, 2003; Hutchings et al.,
2003), e até mesmo em ratos, que ingerem etanol em resposta a ansiedade

(Colombo et. al, 1995) ou caulim, um minério a base de aluminio, em resposta ao
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mal-estar causado por quimioterapicos (Yamamoto et al., 2007; De Jonghe et al.,

2008).

Se a irritagdo géstrica for um fator importante para inducdo de ingestédo
mineral, entdo tal ingestédo deve desaparecer na presenca de protetores da mucosa
gastrica e deve ser induzida ndo sO pelo NaCl hipertdnico, mas também por
qualquer outro irritante da mucosa gastrica, independente de apresentarem ou nao
sbédio em sua composicdo. Os mesmos irritantes devem induzir ingestdo de caulim

considerando o desconforto gastrico como uma forma de mal-estar.

E possivel que parte da ingestdo mineral e da ingestdo de agua induzida pela
sobrecarga intragastrica de NaCl hipertonico resulte de um efeito da angiotensina |l
(ANG IlI) endbégena, uma vez que David e colaboradores (2008) mostraram que
injecado intracerebroventricular (icv) de ANG Il induz ingestédo de NaHCO3 0,15 M em

ratos.

O presente trabalho foi realizado para verificar se a gavagem de NaCl
hiperténico produz ingestdo mineral como resposta a irritacdo gastrica. Na primeira
etapa de experimentos estabelecemos o tipo de solucdo mineral preferida pelos
animais no teste de cinco bebedouros. Na segunda etapa de experimentos, usando
as solucbes preferidas, tentamos tanto inibir a ingestdo mineral utilizando agentes
protetores da mucosa gastrica [Al(OH); ou NaHCOg3] associado a gavagem de NaCl
hiperténico quanto produzir ingestdo semelhante a induzida pelo NaCl hiperténico
utilizando gavagem dos irritantes etanol ou acido acético. Na terceira etapa testamos
se o NaCl hipertonico era capaz de induzir ingestdo de outro amenizador dos

sintomas, o caulim, e finalmente na quarta etapa, tentamos reduzir ou até mesmo
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inibir a ingestdo mineral induzida pelo NaCl hipertdbnico com prévia injecao icv de

losartan (LOS), um antagonista de receptores AT1 de ANG II.



21

2. OBJETIVOS

Os objetivos desta Dissertacao foram (1) verificar se a gavagem de NaCl

hipertdnico produz ingestdo mineral em resposta a irritacdo gastrica e (2) estudar se

tal ingestdo € mediada por ANG Il central.



22

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Ratos Holtzman adultos criados no Biotério da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP, Sao Paulo, cujo peso inicial variou entre 280 a 300 g no inicio
dos experimentos, foram individualmente alojados em gaiolas de ac¢o inoxidavel em
ambiente controlado: ciclo claro-escuro de 12:12 horas com inicio da fase clara as 7
h da manh3, temperatura entre 23 + 2°C e umidade entre 55 + 10%. Trés ou cinco
bebedouros de polipropileno (capacidade para 100 ml - graduados a cada 1 ml e
adaptadas com um bico de aco inoxidavel) foram colocados na parte da frente da
gaiola e ficaram disponiveis “ad libitum”, a ndo ser quando indicado o contrario. Um
dos bebedouros continha agua destilada e cada um dos outros, uma solucédo mineral
palatavel diferente (veja adiante). Racdo granulada contendo 0,5 — 1,0% de soédio
(GUABI, Brasil) ficou disponivel a vontade para consumo em um recipiente
localizado na lateral de cada gaiola. Todos os experimentos comegaram no minimo
sete dias apds os animais terem sido ambientados com todos os liquidos
disponiveis. Todos os teste foram iniciados entre 12:00 e 14:00 h. Em todos os
experimentos os animais foram testados uma Unica vez, com excec¢ao para o teste
de cinco bebedouros. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité Etico
Institucional de Cuidados aos Animais (FOAr, UNESP) e seguidas as

recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).
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3.2 Sobrecarga intragastrica de NacCl hipertdnico (g avagem de NaCl).

Os animais foram removidos gentilmente das gaiolas e treinados para o
tratamento de sobrecarga intragastrica (ig) através da infusdo de 1 ml de agua
destilada por uma céanula de polipropileno (PE-10) conectada a uma seringa. A
extensdo da canula era suficiente para alcancar o estbmago do animal, como
determinado em experimentos anteriores (Pereira et al., 2002). O treino teve inicio
apos dois dias de adaptacdo as condi¢cOes laboratoriais e foi prescrito uma vez ao
dia, por cinco dias consecutivos prévios a gavagem de NacCl hipertbnico. A gavagem
de 2 ml de NaCl 2 M foi administrada apdés a remocdo da racdo e de todos os
liquidos disponiveis na gaiola; esse tratamento induz hipernatremia, hiperosmolemia,
reducdo da atividade de renina plasmatica e nenhuma alteracdo na concentracao
total de proteina plasmatica (Pereira et al., 2002). Os liquidos ou o caulim

retornaram as gaiolas uma hora apés a gavagem. (veja nos Experimentos).

3.3 Solucbes Minerais

Todas as solugdes utilizadas no presente trabalho foram preparadas a partir

do respectivo sal (Labsynth, Brasil) dissolvido em agua destilada.

Os animais tiveram acesso para ingestao das solu¢cdes minerais (KCl 0,01 M,
CaCl; 0,05 mM, NaHCO3 0,15 M e NaCl 0,15 M) determinadas como isopalataveis
(ingestdo diaria semelhante) por trabalhos prévios (Tordoff, 1994; Pereira et al.,

2005).

3.4 Caulim

Granulos de caulim (silicato de aluminio hidratado - Labsynth, Brasil) usados

no protocolo de pica foram fornecidos aos animais em cochos de aco inoxidavel
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localizados no interior das gaiolas e foram preparados de acordo com trabalhos
prévios (Yamamoto et al., 2007) O caulim foi misturado com 1% de goma Arabica
em agua destilada para formar granulos de tamanho semelhante aos de racdo e

depois, esses granulos foram completamente desidratados a temperatura ambiente.

3.5 Drogas

Hidroxido de aluminio (AI(OH)s; 2,0 g/kg de peso corporal (p.c.); Vetec,
Brasil), acido acético (0,6 N; Labsynth, Brasil) e etanol P.A. (50%; Qhemis, Brasil)
foram dissolvidos em &agua destilada para serem administrados por infusédo
intragastrica (2 ml). ANG Il (50 ng/ul; Sigma, USA) e losartan, (LOS, 50, 100 e 200
nmol; Ningbo Pangs) foram dissolvidos em salina isotbnica estéril e foram injetados
(1,0 pl) no ventriculo lateral (VL) dos ratos.

3.6 Triagem

Aproximadamente 25% dos animais que entraram para 0 teste de cinco
bebedouros, ingeriram quantidades insignificantes de NaHCO3 0,15 M em resposta a
gavagem de NaCl hipertbnico. Sendo assim, com base na quantidade minima
ingerida no teste de cinco bebedouros, apenas os animais que ingeriram pelo menos

2 ml de NaHCO3; em uma triagem foram utilizados nos experimentos posteriores.

No dia da triagem, racédo e todos os liquidos foram removidos das gaiolas e
todos os animais receberam uma sobrecarga ig de NaCl 2 M (2 ml). Uma hora apos
a sobrecarga eles tiveram acesso a H,Od, KCI 0,01 M e NaHCO3; 0,15 M em
bebedouros de vidro graduados a cada 0,1 ml e adaptados com um bico de aco
inoxidavel. A leitura das ingestdes foi realizada aos 60 minutos. Somente 0s animais
que ingeriram mais que 2 ml de NaHCO3; ou que preferiram essa solucdo foram

utilizados nos testes subsequentes (critério baseado no volume minimo ingerido no
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teste de cinco bebedouros). Apés essa selecao, racdo, H,Od e as solu¢gdes minerais
palataveis foram disponibilizadas aos animais até o dia do experimento (3 dias apos

a triagem).

3.7 Cirurgia

Um dia apdés a triagem, os animais selecionados para o protocolo com
LOS/ANG Il foram anestesiados com injecdo ip de quetamina (80 mg/kg p.c.;
Cristalia, Brasil) combinada com xilazina (7 mg/kg p.c.; Agener, Brasil) e
posicionados em um aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900, USA) para cirurgia
sob condicbes de assepsia. O cranio foi nivelado entre o bregma e o lambda.
Céanulas guia de aco inoxidavel (10 x 0,7 mm de didmetro interno - 22 Gauge) foram
implantadas unilateralmente e posicionadas 2 mm acima do VL esquerdo dos
animais (coordenadas: 0,3 mm caudal ao bregma, 1,6 mm lateral a linha mediana e
3,8 mm abaixo da superficie do cranio). As canulas guia foram fixadas ao cranio com
parafusos e resina acrilica odontologica. Obturadores metéalicos preencheram as
canulas guia entre os testes. ApOs a cirurgia cerebral, os ratos receberam uma
injecdo intramuscular (0,2 ml/rato) de Pentabidtico Veterinario — pequeno porte (Fort
Dodge Saude Animal Ltda.) e do analgésico/antiinflamatorio Ketoflex (cetoprofeno
1%, 0,03 ml/rato). Os ratos ficaram em recuperacao por no minimo 5 dias prévios ao

inicio dos experimentos.
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3.8 Inje¢des centrais

As injecOes foram feitas usando-se seringas Hamilton de 5 —pl (Hamilton,
USA) conectadas por canulas de polietileno (PE-10) a cénulas injetoras (12 x 0,3
mm de diametro interno — 30 Gauge). No momento do teste 0s obturadores foram
removidos e as canulas injetoras (2 mm maiores que as canulas guia) foram
introduzidas no cérebro. Os obturadores foram reposicionados apds as inje¢des

centrais e os ratos foras realojados nas gaiolas individuais.

3.9 Histologia

Ao final dos experimentos, os animais que tinham canulas icv foram
profundamente anestesiados com injecdo ip de tiopental sodico (80 mg/kg p.c.;
Cristalia, Brasil) e tiveram seus cérebros perfundidos transcardialmente com
formalina 10%. Os cérebros foram removidos, fixados em formalina 10%,
congelados, cortados em seccbes coronais de 50-um, corados com o corante
Giemsa e analisados em microscopio Optico para confirmacao do posicionamento da
canula guia. Somente dados de animais que apresentavam o trajeto da canula guia

no interior do VL foram considerados para analise.

3.10 Analise estatistica

Analise de variancia de medidas repetidas de dois fatores - ANOVA (grupo
contrabalanceado) ou analise de duas vias — ANOVA, foram usados para comparar
grupos ou para comparar animais ingerindo diferentes liquidos em um teste de cinco
ou de trés bebedouros respectivamente. ANOVA de um fator foi usada para
comparar ingestdo de agua/caulim. Dados séo reportados como media + E.P.M. e
todos os testes de ANOVA foram seguidos pelo pés-teste de comparacédo Student-

Newman-Keuls.
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Para a analise macroscopica da mucosa gastrica, teste qui-quadrado foi feito
e por existir uma associacao positive entre as duas variaveis: tratamento e coloracéo
da mucosa gastrica, uma analise residual foi feita para determinar quanto cada
resultado contribui para o resultado final do teste qui-quadrado. Os resultados sdo
reportados como o numero de estbmagos em cada classificacdo e a porcentagem

relativa ao nimero total de estbmagos avaliados.

O nivel de significancia foi estabelecido para p < 0,05 para todos os testes.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Experimento 1. Preferéncia por solugcdes minerais no teste de cinco

bebedouros

Infusdo iv de NaCl hipertdnico induz ingestao seletiva de solucdo de KCl| 0,01
M, quando comparado com a ingestao de H,Od, CaCl, 0,05 mM, NaHCO3 0,15 M e
NaCl 0,15 M (Pereira et al., 2005). Tentamos descobrir se resposta semelhante
ocorria quando o NaCl hiperténico era administrado via ig. Devido ao fato de que
nesses experimentos os animais apresentaram clara preferéncia por KCIl 0,01 M e
NaHCO;3; 0,15 M (vide Resultados), todos os outros experimentos envolvendo
ingestdo de solugcdes minerais foram conduzidos com apenas trés bebedouros

contendo essas duas solucdes e, para garantir a hidratacdo apropriada, agua.

No dia do experimento, racdo, agua e todas as solu¢des foram removidas das
gaiolas e oito ratos foram separados em dois grupos: um que recebeu gavagem de
H,Od e outro sobrecarga ig de NaCl 2 M (2 ml). Uma hora ap0s a sobrecarga ig eles
tiveram acesso a H,Od, KCI 0,01 M, CacCl, 0,05 mM, NaHCO3 0,15 M e NaCl 0,15 M
em bebedouros de vidro graduados a cada 1 ml e adaptados com um bico de ago
inoxidavel e a medida de ingestdo foi feito por 60 minutos. Racdo foi reposta e
bebedouros de vidro foram substituidos pelos de polipropileno contendo as mesmas
solugdes até o proximo experimento.

Os testes foram feitos de forma contrabalanceada, onde cada animal foi
testado duas vezes em diferentes dias para diferentes tratamentos com trés dias de

intervalo entre cada um.
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Experimento 2. A¢ao de protetores da mucosa gastric  a na ingestdo mineral

Experimento 2a. Aspectos da mucosa gastrica em resp  osta a gavagem de NaCl

hipertonico

Devido ao fato do NaCl ser considerado um irritante gastrico (Takeuchi et al.,
1994; Al-Shabanah et al., 2000), primeiramente verificamos se o NaCl 2 M induzia
irritac@o géstrica procurando por sinais macroscopicos de hiperemia ou sangramento
e se tal irritacdo era revertida por um protetor mecanico da mucosa gastrica como o
Al(OH); (Hollander et al., 1986). Também testamos se outros irritantes, como o
etanol e o acido acético (Mercer et al., 1995; Matsumoto et al., 1992 e Pathak et al.,

2007) induziriam irritacdo semelhante a induzida pelo NacCl hipertdnico.

No dia do experimento, racdo e solu¢cdes minerais foram removidas das
gaiolas e os animais (n=26) foram subdivididos entre cinco grupos que receberam
uma primeira gavagem de 2 ml de H,Od ou Al(OH); 2 g/kg p.c. e, uma hora depois,
a segunda gavagem (2 ml) com uma dessas substancias: NaCl 2 M, etanol 50% ou
acido acético 0,6 N, formando os seguintes grupos: H,Od + H,Od (n=4), H,Od +
NaCl (n=6), Al(OH); + NaCl (n=4), H,Od + etanol (n=6) e H,Od + acido acético (n=6).
Uma hora apdés a segunda gavagem eles foram sacrificados com injecdo ip de
tiopental (80 mg/kg p.c.). Depois, os estbmagos foram removidos, cortados
longitudinalmente em sua maior curvatura e estendidos em papel absorvente para
analise duplo-cego em microscopio cirurgico com aumento de 10 vezes. O aspecto
da mucosa gastrica foi classificado visualmente de acordo com quatro intensidades
pré-estabelecidas de coloragdo da mucosa: A (rosada); B (avermelhada); C
(profundamente avermelhada) e D (pontos de hiperemia — acastanhados,

independente a coloracdo geral da mucosa gastrica).
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Experimento 2b. Combinacéo de protetores da mucosa com gavagem de NacCl

Protetores gastricos deveriam reduzir a ingestdo mineral induzida por
gavagem de NacCl hipertbnico, caso ela fosse causada por irritacdo gastrica. Para
testar essa hipotese, utilizamos Al(OH); e NaHCO3;. A combinacdo de NaHCO; a
gavagem deveria inibir a ingestdo mineral, particularmente de NaHCOs, né&o
somente por ser o bicarbonato um protetor da mucosa (Konturek et al., 1993), mas
também porque o NaHCO3; 0,15 M € uma das soluc¢des ingeridas em resposta a

gavagem de NaCl.

Os animais foram subdivididos em trés grupos: oito ratos receberam gavagem
de 2 ml de AI(OH)s; 2g/kg p.c. uma hora antes da gavagem de 2 ml de NaCl 2 M,
dezesseis ratos receberam gavagem de 2 ml de NaCl 2 M mais NaHCOg3 igual a
quantidade média ingerida pelos animais durante o teste de cinco bebedouros (0,05
g/2 ml - 0,3 M) e doze ratos receberam gavagem de 2 ml de H,Od previamente (1
hora) a gavagem de 2 ml de NaCl 2 M. Uma hora depois eles tiveram acesso a
H.Od, KCI 0,01 M e NaHCO3; 0,15 M em bebedouros de vidro graduados a cada 0,1
ml e adaptados com um bico de aco inoxidavel. A medida de ingestéao foi feita apds

60 minutos.

Experimento 3. Irritantes gastricos n&o-sbédicos e i ngestdo de solucdes

minerais

Esses experimentos foram realizados para verificar se outros irritantes

também induzem ingestédo de KCI 0,01 M e NaHCO3; 0,15 M.

Experimento 3a. Efeitos da gavagem de etanol ou de  acido acético na ingestao

de solugbes minerais
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Todos os liquidos e toda a racdo foram removidos e treze ratos receberam
uma gavagem de 2 ml de H,Od. Depois eles foram separados em trés subgrupos:
um (n=4) recebeu uma gavagem de 2 ml de NaCl 2 M, outro (n=5) recebeu uma
gavagem de 2 ml de etanol 50% e o terceiro grupo (n=4) recebeu uma gavagem de
2 ml de acido acético 0,6 N. Uma hora depois eles tiveram acesso a H,Od, KCI 0,01
M e NaHCO3 0,15 M em bebedouros de vidro graduados a cada 0,1 ml e adaptados
com um bico de aco inoxidavel e tiveram a ingestdo medida pelos proximos 60

minutos.

Experimento 3b. Irritantes ndo-sédicos e depressao do comportamento

ingestivo

O etanol e o &cido acético ndo induziram ingestdo das solu¢cdes minerais.
Esse resultado poderia ser atribuido tanto a uma incapacidade destes irritantes
ativarem o0s mecanismos de ingestdo mineral, como a uma depressao
comportamental, tipicamente associada pelo menos ao etanol (Getachew et al.,
2008). Foi, portanto, necessario verificar se esses mesmos irritantes também inibem

0 comportamento ingestivo.

Primeiramente os animais foram designados a um experimento para verificar
o efeito depressor do etanol. Vinte e dois ratos receberam uma gavagem de 2 ml de
NaCl 2 M para induzir desidratacdo celular. Uma hora depois da sobrecarga ig eles
foram separados em trés grupos que receberam gavagem de 2 ml de: H,Od (n=5),
etanol 50% (n=9) ou NaCl 2 M (n=8). Uma hora depois eles tiveram acesso a H,Od,
KCIl 0,01 M e NaHCO3; 0,15 M em bebedouros de vidro graduados a cada 0,1 ml e
adaptados com um bico de aco inoxidavel. A medida de ingestdo foi feita por 60

minutos.
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Depois, um segundo grupo de animais foi testado para verificar o efeito
depressor do acido acético. Dezenove ratos receberam uma gavagem de 2 ml de
NaCl 2 M e uma hora depois, nove dos animais receberam uma segunda gavagem
de 2 ml de H,Od e dez ratos receberam uma gavagem de 2 ml de acido acético 0,6
N. Uma hora depois eles tiveram acesso a H,Od, KC| 0,01 M e NaHCO3 0,15 M em
bebedouros de vidro graduados a cada 0,1 ml e adaptados com um bico de aco

inoxidavel. A medida de ingestao foi feita por 60 minutos.
Experimento 4. Efeito dos irritantes na ingestéao de caulim

A ingestdo de caulim, um tipo de argila (silicato hidratado de aluminio), esta
associada a reducdo da sensacdo de mal-estar do animal toxémico (Yamamoto et
al., 2007; De Jonghe, 2008). E possivel que uma indisposicdo gastrica produza o
mesmo efeito porque na natureza uma toxemia pode freqlentemente estar
associada a alteracOes gastrointestinais (Stecher et al., 2008). Sendo assim, se a
gavagem de NaCl induzir algum mal-estar decorrente de irritacdo gastrica, entédo

essa gavagem também deve induzir ingestédo de caulim.
Experimento 4a. Gavagem de NaCl e ingestdo de cauli m

Vinte e dois ratos selecionados em triagem prévia para ingestdo de NaHCO;
foram ambientados por 24 horas com cochos de aco inoxidavel contendo granulos
de caulim em adicdo a racdo, H,Od e solu¢gbes minerais palataveis, que estavam

disponiveis desde o inicio do experimento.

No dia do experimento, toda racéo, liquidos e caulim foram removidos da
gaiola e todos os animais receberam uma gavagem de 2 ml de H,Od. Depois eles
foram divididos em dois grupos: um que recebeu outra gavagem de 2 ml de H,Od

(grupo controle) e outro que recebeu uma gavagem de 2 ml de NaCl 2 M (grupo
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teste). Uma hora depois eles tiveram acesso aos granulos de caulim disponibilizados
em um cocho previamente pesado e a H,Od em bebedouros de vidro graduados a
cada 0,1 ml e adaptados com um bico de ac¢o inoxidavel. A medida de ingestao foi

feita por 120 minutos e, entédo, os cochos foram novamente pesados.

Experimento 4b. Gavagem de etanol ou acido acético e ingestéo de caulim

O procedimento foi semelhante ao descrito no experimento 4a, mas nesse
protocolo os animais foram subdivididos em trés grupos que receberam uma
gavagem de 2 ml de H,Od (n=7), de &cido acético 0,6 N (n=8) ou de etanol 50%

(n=8).

Experimento 5. Efeito da injecdo intracerebroventri  cular (icv) de losartan
(LOS), antagonista de receptor AT1 de ANG I, nain gestdo mineral induzida por

gavagem de NacCl

Injecéo central (icv) de ANG Il induz ingestdo seletiva de NaHCO3; no rato
(David et al., 2008). Portanto, o presente experimento foi desenvolvido para verificar
se esse peptideo esta também envolvido com a ingestdo de NaHCO3; induzida pela
gavagem de NaCl. Primeiramente, para complementar achados prévios (David et al.,
2008), combinamos injecdo central de LOS a injecdo central de ANG II. Depois,
obtivemos uma curva dose-resposta baseada na dose de LOS que inibiu os efeitos

da ANG Il na ingestao de solu¢cdes minerais.

Experimento 5a. Efeito da injecéo icv de LOS naing  estdo mineral induzida por

injecao icv de ANG I

Cinco dias ap0s o implante das canulas no VL, os animais que seriam

utilizados posteriormente no protocolo de LOS/ANG Il central foram selecionados em
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uma segunda triagem. Racdo, agua e solucbes minerais foram removidas das
gaiolas e os animais receberam injecdo icv de ANG Il (50 ng) ou veiculo (salina).
Depois, os ratos foram gentilmente retornados as suas gaiolas e os bebedouros de
vidro graduados a cada 0,1 ml e adaptados com um bico de ago inoxidavel contendo
H,Od, KCIl 0,01 M e NaHCO3 0,15 M foram imediatamente oferecidos. O consumo
foi medido por 60 minutos. Somente os animais que ingeriram mais de 2 ml de
NaHCO3; ou preferiram essa solucdo é que foram utilizados no teste subsequente
(critério usado como uma forma de prever se a canula estava posicionada no local
correto baseado em experimentos anteriores). ApOs essa selecéo, racdo, agua e as
solucBes minerais palataveis foram disponibilizadas até o dia do experimento (trés

dias depois da segunda triagem).

No dia do experimento, racdo, 4gua e as solu¢gbes minerais palataveis foram
removidas das gaiolas e vinte e dois animais foram separados para receberem
injecOes icv executando, portanto, quatro grupos experimentais: salina/salina (n=5);
LOS/salina (n=6); salina/ANG Il (n=5) e LOS/ANG Il (n=6). O intervalo entre cada
injecdo icv foi de quinze minutos. Imediatamente apds os ratos receberem a ultima
injecdo, bebedouros de vidro graduados a cada 0,1 ml e adaptados com um bico de
aco inoxidavel contendo H,Od, KCI 0,01 M e NaHCO3 0,15 M foram oferecidos. O

consumo dos liquidos foi medido por 60 minutos.

Experimento 5b. Efeito da injecéo icv de LOS naiing  estdo de solu¢cdes minerais

induzida pela gavagem de NaCl

Trés dias apds o segundo teste de triagem os experimentos foram realizados
com trinta e cinco animais que receberam uma sobrecarga ig de NaCl 2 M quarenta

e cinco minutos antes da injecao icv de: salina (n=7), LOS 50 nmol (n=9), LOS 100
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nmol (n=8) e LOS 200 nmol (n=8). Quinze minutos depois de terem recebido LOS
icv, bebedouros de vidro graduados a cada 0,1 ml e adaptados com um bico de aco
inoxidavel contendo H,Od, KCIl 0,01 M e NaHCO3; 0,15 M foram oferecidos. O

consumo dos liquidos foi medido por 60 minutos.
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5. RESULTADOS

Experimento 1. Preferéncia por solu¢cdes minerais no teste de cinco

bebedouros

Gavagem de NaCl hiperténico induziu ingestdo de KCI 0,01 M e NaHCO3 0,15
M; ndo houve preferéncia por nenhuma das solu¢des minerais quando os animais
receberam gavagem de H,Od [F(4, 70) = 5,778, p < 0,001]. Na comparacao entre 0s
grupos a ingestdo de KCI 0,01 M e de NaHCO; 0,15 M foi maior nos animais
tratados com NaCl 2 M do que nos tratados com H,Od; a ingestdo dos demais
liquidos foi semelhante entre os dois tratamentos [F(1, 70) = 25,988, p < 0,001],

(Figura. 1).
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Teste cinco bebedouros

H,Od

KCI 0,01 M
CaCl, 0,05 mM
NaHCO, 0,15 M

NaCl 0,15 M
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Figura. 1. Ingestdo de agua destilada (H,Od) e solu¢cdes minerais palataveis (KClI
0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO3; 0,15 M e NaCl 0,15 M) em teste de cinco
bebedouros por ratos que receberam gavagem de NaCl 2 M ou H,Od (2 ml). NaCl
hiperténico induziu apenas ingestdo de KClI e NaHCO3; em comparacdo com o
tratamento com H,Od. * p < 0,05 vs. H,Od, CaCl, e NaCl no mesmo grupo; * p <
0,05 vs. Respectivo fluido do grupo controle. O nimero de ratos esta representado

em parénteses.
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Experimento 2. A¢ao de protetores da mucosa gastric  a na ingestdo mineral

Experimento 2a. Aspectos da mucosa gastrica em resp  osta a gavagem de NaCl

hipertonico

As duas caracteristicas que foram analisadas na tabela (tratamentos e
coloragdo da mucosa gastrica) estdo significantemente relacionados [Q-quadrado =
35,1, p < 0,001]. Gavagem de etanol 50% provocou forte irritacdo do estbmago com
pontos de hiperemia (acastanhados) na porcéo glandular da mucosa do estdmago.
Quando os animais foram tratados com outros tipos de irritantes (NaCl 2 M ou acido
aceético 0,6 N) ocorreu uma leve alteracdo no aspecto da mucosa comparado ao
estbmago normal dos ratos tratados com agua e essa alteracdo nao foi prevenida

com preévio tratamento com Al(OH); (Tabela. 1).
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Tabela 1 — Coloracdo da mucosa gastrica de ratos em cinco tratamentos diferentes

(H.Od/H,0d, H,Od/NaCl 2 M, H,Od/etanol 50%, H,Od/acido acético 0,6 N e Al(OH);

2 g/kg).
Classificacdo de acordo com a coloragao da
Tratamentos I
mucosa gastrica *
12 28
A B C D (N)
gavagem gavagem
H,Od H,Od 4 (100%)+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (100%)
H,Od NaCl2 M 3 (50%) 3 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%)
H,Od Etanol 50% 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%)+ 6 (100%)
Acido acético
H,Od 2 (33,3%) 3 (50%) 1 (16,6%) 0 (0%) 6 (100%)
0,6 N

Al(OH);2g/kg  NaCl2M 1 (25%) 2 (50%) 1 (25%) 0 (0%) 4 (100%)

Total 10 (38,4%) 8 (30,7%) 2 (7,6%) 6 (23,0%) 26

* Classificacdo A: rosado; B: avermelhado; C: vermelho intenso e D: pontos de

hiperemia — acastanhado, independente da cor da mucosa gastrica. O nimero de

ratos esta representado na ultima coluna da tabela. (+) Os valores séo significantes

para p <0,05.
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Experimento 2b. Combinacéo de protetores da mucosa com gavagem de NacCl

Quando o NaCl 2 M ou o NaCl 2 M mais NaHCO3 0,3 M foi administrado por
gavagem, os animais ingeriram todos os liquidos, sem apresentar preferéncia por
algum em especifico. Pré-tratamento com AI(OH); (agente protetor) induziu
preferéncia por solugcdo de NaHCO3; 0,15 M [F(2, 99) = 4,352, p < 0,05]. Na
comparacao entre grupos nem o Al(OH)3; prévio ao NaCl, nem a gavagem de NaCl 2
M mais NaHCOg3; foram capazes de inibir ou reduzir a ingestdo de NaHCOg; a
ingestao de outros liquidos também foi similar entre os trés tratamentos [F(2, 99) =

0,285, p > 0,05], (Figura. 2).
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Figura 2. Ingestdo de agua destilada (H,Od) e solu¢gbes minerais palataveis (KCI
0,01 M e NaHCO3 0,15 M) em teste de trés bebedouros por ratos que receberam
gavagem de NaCl 2 M (2 ml) precedida (uma hora antes) por gavagem de H,Od ou
Al(OH)3 2 g/kg peso corporal. O terceiro grupo de ratos recebeu uma Unica gavagem
de NaCl 2 M mais NaHCOs (0,05 g/2 ml — 0,3 M). # p < 0,05 vs. outros liquidos do

mesmo grupo. O numero de ratos esta representado em parénteses.
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Experimento 3. lIrritantes gastricos n&o-sbédicos e i ngestdo de solucdes

minerais

Experimento 3a. Efeitos da gavagem de etanol ou de  acido acético na ingestao

de solugcbes minerais

Somente o tratamento com NaCl 2 M induziu ingestao dos trés liquidos, mas
sem que houvesse preferéncia por um especifico [F(2, 30) = 1,322, p > 0,05]. Na
comparacao entre grupos, gavagem de NaCl 2 M induziu a maior ingestdo de
NaHCO3; comparado aos grupos tratados com gavagem de etanol 50% ou &cido
acético 0,6 N; a ingestdo dos outros liquidos foi semelhante entre os tratamentos

[F(2, 30) = 10,131, p < 0,001], (Figura. 3).
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Figura 3. Ingestdo de agua destilada (H,Od) e solu¢cdes minerais palataveis (KCI
0,01 M e NaHCO3; 0,15 M) foi medida em ratos tratados com gavagem de H,Od
combinada com NaCl 2 M ou irritantes nao sédicos (etanol 50% ou acido acético 0,6
N). Somente gavagem de NaCl induziu ingestado de solu¢gdes minerais. * p < 0,05 vs.

respectivo fluido nos outros tratamentos. O namero de ratos esta representado em

parénteses.
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Experimento 3b. Irritantes n&o-sodicos e depressao do comportamento

ingestivo

No teste do comportamento ingestivo, todos os irritantes induziram ingestao
de todos os liquidos sem preferéncia por nenhum especifico [F(2, 57) = 2,739, p >
0,05]; a dupla gavagem de NaCl 2 M induziu a maior ingestdo de dH,O comparada
ao grupo tratado com NaCl + H,Od e de KCI 0,01 M comparada a todos os outros

grupos [F(2, 57) = 8,511, p < 0,001], (Figura 4A).

N&o houve diferenca entre a ingestdo de agua e solugbes minerais palataveis
guando os animais foram tratados com gavagem de NaCl 2 M + acido acético 0,6 N
ou gavagem de NaCl 2 M + H,Od [F(2, 51) = 2,832, p > 0,05]; ndo houve diferenca

na comparacao entre os grupos [F(1, 51) = 1,434, p > 0,05], (Figura 4B ).
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Figura 4. Ingestdo de agua destilada (H,Od) e solu¢cdes minerais palataveis (KCI
0,01 M e NaHCO3; 0,15 M) foi medida em ratos tratados com gavagem de NaCl 2M
combinada (uma hora depois) com H,Od, etanol 50% ou NaCl 2 M (A) ou com H,Od
ou &cido acético 0,6 N (B). * p < 0,05 vs. respectivo fluido nos outros tratamentos e *
p < 0,05 vs. respectivo fluido do tratamento NaCl — etanol. O niumero de animais esta

representado em parénteses.
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Experimento 4. Efeito dos irritantes na ingestéao de caulim

Experimento 4a. Gavagem de NaCl e ingestdo de cauli m

Embora o tratamento com gavagem de NaCl 2 M tenha sido efetivo em induzir
ingestdo de H,Od comparado ao tratamento com gavagem de H,Od [F(1, 20) =
32,347, p < 0,001] - (Figura 5, lado direito ), ele ndo foi capaz de induzir ingestéo de

caulim [p > 0,05], (Figura 5, lado esquerdo ).
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Desidratacao celular e ingestédo de caulim
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Figura 5. Ingestdo de caulim (esquerda) e de agua destilada (H,Od - direita) foram
medidas em ratos tratados com gavagem de H,Od prévia (uma hora antes) a
gavagem de H,Od ou NaCl 2 M. Nao houve diferenca na ingestao de caulim entre o
grupo teste e controle. * p < 0,05 vs. ingestdo de agua do grupo controle (H,Od —

H,Od). O nimero de ratos esta representado em parénteses.
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Experimento 4b. Gavagem de etanol ou acido acético e ingestao de caulim

Ratos tratados com gavagem de etanol 50% ingeriram mais caulim que ratos
tratados com gavagem de H,Od, mas nédo houve diferenca quando comparado ao
grupo tratado com gavagem de acido acético 0,6 N [F(2, 20) = 4,945, p < 0,05],
(Figura 6, lado esquerdo ). A ingestédo de agua foi semelhante para todos 0s grupos

[p > 0,05], (Figura 6, lado direito ).
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Irritantes ndo sodicos e ingestao de caulim
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Figura 6. Ingestdo de agua destilada (H,Od) e de caulim foi medida em ratos
tratados com gavagem de H,Od, acido acético 0,6 N ou etanol 50%. Nao houve
diferenca na ingestéo de H,Od entre os grupos ¥ p < 0,05 vs. ingest&o de caulim do

grupo controle (H,Od). O numero de ratos esta representado em parénteses.
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Experimento 5. Efeito da injecdo intracerebroventri  cular (icv) de losartan
(LOS), antagonista de receptor AT1 de ANG I, nain gestdo mineral induzida por

gavagem de NacCl

Experimento 5a. Efeito da injecéo icv de LOS naing  estdo mineral induzida por
injecao icv de ANG I

Ratos tratados com injecéo icv de salina/ANG Il ingeriram mais NaHCO3 0,15
M do que outros liquidos e injecao icv de LOS 50 quinze minutes antes da injecéo de
ANG Il inibiu acentuadamente a ingestdo dessa mesma solugcdo mineral; ndo houve
preferéncia por solugdes minerais quando os ratos foram tratados com injecéo icv de
salina/salina ou LOS 50/salina [F(3, 54) = 10,839, p < 0,001]. Na comparagao entre
0s grupos a ingestao de NaHCO3; 0,15 M foi maior no grupo tratado com salina/ANG
Il comparado aos demais tratamentos; a ingestdo de outros ligiudos foi semelhante

entre os quatro grupos estudados [F(6, 54) = 2,146, p > 0,05], (Figura 7).
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Figura 7. Ingestdo de agua destilada (H.Od) e de solu¢cbes minerais palataveis (KCI
0,01 M and NaHCO30,15 M) em teste de trés bebedouros por ratos que receberam
injecdo icv de salina ou angiotensina Il (ANG II; 50 ng) precedida por salina ou
losartan 50 nmol (antagonista de ANG II). * p < 0,05 vs. outros liquidos do mesmo
tratamento; * p < 0,05 vs. respectivo fluido nos outros tratamentos. O nimero de

ratos esta representado em parénteses.
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Experimento 5b. Efeito da injecéo icv de LOS naing  estdo de solu¢cdes minerais
induzida pela gavagem de NaCl

Gavagem de NaCl 2 M combinada com injecéo icv de salina induziu ingestao
das trés solucdes minerais. A ingestdo de agua destilada n&o foi inibida por
nenhuma das doses de LOS injetadas no VL [F(3, 28) = 2,798, p > 0,05], mas a
ingestado de KCI foi inibida pelo LOS 100 e LOS 200 quando comparado com ratos
tratados com salina icv [F(3, 28) = 3,430, p < 0,05]. Ingestédo de bicarbonato de sodio
foi acentuadamente inibida com o LOS 200 quando comparado com animais

tratados com salina e LOS 50 [F(3, 28) = 3,888, p < 0,05], (Figura 8).



NaCl hipertoénico (gavagem) prévia ao losartan (icv)

12

10

Ingestdo (mI/60 min)
I o
N

—— H,0d
KCI 0,01 M
mmmm NaHCO, 0,15 M

1.

Salina

(7)

Los 50
9

Los 100 Los 200
(8) (8)

53

Figura 8. Ingestdo de agua destilada (H,Od) e solu¢cdes minerais palataveis (KCI

0,01 M e NaHCO3 0,15 M) em um teste de trés bebedouros por ratos que estavam

com desidratacdo celular induzida por gavagem de NacCl hipertbnico prévia a injecédo

icv de: salina (NaCl 0,15 M) ou losartan (50, 100 ou 200 nmol). * p < 0,05 vs. outros

liquidos do mesmo tratamento; * p < 0,05 vs. respectivo fluido do tratamento salina e

Los 50. O numero de ratos esta representado em parénteses.
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6. DISCUSSAO

A gavagem de 2 ml de NaCl 2 M induziu ingestéo preferencial das solucdes
isopalataveis KCI 0,01 M e NaHCO3 0,15 M e uma leve irritagdo da mucosa gastrica
definida por hiperemia. Nem a hiperemia, nem a ingestdao de solu¢cdes minerais
foram inibidas por prévia gavagem de Al(OH)s. Bicarbonato de sédio adicionado a
gavagem de NaCl também ndo preveniu a ingestdo dessa mesma solugcdo mineral.
Os irritantes, acido acético 0,6 N (leve) e etanol 50% (forte), ndo induziram qualquer
ingestdo mineral ou de agua, mas um deles (etanol) induziu ingestdao de caulim.
Ingestdo de caulim ndo foi observada em animais tratados com gavagem de NaCl
hipertdnico. Injecdo icv prévia de LOS, em dose efetiva para inibir ingestdo de
liguidos induzida por ANG I, inibiu de forma dose-dependente a ingestdo de H,Od,
KCl e NaHCOj3 induzida por gavagem de NaCl.

Portanto, ndo foi confirmada a hipotese inicial de que a ingestdo de solugéo
mineral em resposta a gavagem de NaCl 2 M é secundaria a um mal-estar
ocasionado pela irritacdo da mucosa gastrica.

Os presentes resultados sdo em parte semelhantes ao obtido pela infusado
endovenosa de NaCl. Essa infusédo induz ingestao preferencial de KCl em resposta a
maioria das doses de NaCl hipertdnico, mas eventualmente pode produzir também
ingestdo de NaHCO3; na dose de 1 M (Pereira et al., 2005), o que, pelo menos em
parte, também confirma que a ingestdo de ambas as solu¢bes néo resulta de
irritacdo gastrica e que a solucdo de NaCl ndo € a preferida quando os ratos com
desidratacéo celular tém disponivel outras solu¢cdes minerais palataveis.

Além disso, os protetores gastricos falharam em reduzir a ingestdo de

NaHCOj;, até mesmo quando o “protetor” era o proprio NaHCO3. Isso também
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sugere que a ingestdo dessa solucdo ndo ocorre em resposta a uma deficiéncia de
bicarbonato.

Nossos resultados também sugerem que a incapacidade de produzir ingestao
de solucdo mineral pelos irritantes nao-sodicos ndo € devida a uma inibicdo
comportamental genérica. E verdade que o etanol teve uma tendéncia de reduzir a
ingestdo das solugcbes quando induzida por gavagem de NaCl. Entretanto, se a
inibicdo comportamental fosse significante para impedir a inducdo de alguma
ingestdo das solu¢cdes minerais, entdo o etanol ndo deveria ter induzido a ingestao
de caulim, a qual inclusive envolve um sistema mais complexo de componentes
motores. Assim, a ingestdo de caulim induzida pelo etanol confirma que a irritacéo
gastrica esta pode estar associada a um mal-estar, mas somente quando a irritacao
for mais intensa do que aquela causada por NaCl 2 M. Isso também indica que,
apesar de ter inibido a ingestédo de liquidos, o etanol 50% nao € suficiente para inibir
um comportamento associado com um alivio do mal-estar. Sendo assim, o etanol
deveria ter induzido alguma ingestdo de NaHCOj; caso esse comportamento
estivesse relacionado com o mal-estar. O acido acético também falhou em induzir
ingestado de NaHCOs; e isso reforca a idéia de que irritacdo gastrica ndo é a causa da

ingestao dessa solugao mineral.

Ratos tratados com ANG Il icv no teste de cinco bebedouros apresentam a
mesma resposta observada em animais tratados com gavagem de NacCl hipertonico:
ingerem grandes quantidades de NaHCO3; 0,15 M e apresentam pouco interesse
pela solucdo de NaCl 0,15 M (David et al., 2008). Entdo, é possivel que a ingestdo
de NaHCO3; seja uma resposta comum a hiperosmolalidade e a ANG Il, que pode
apresentar um mecanismo comum de ativagcdo de receptores centrais de

angiotensina Il, tal como sugerido pelo efeito inibitério do antagonista de receptor de
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angiotensina Il (losartan) sobre a ingestdo. Em ratos com desidratacao celular esses
receptores devem ser ativados pela ANG Il central porque o sistema renina-
angiotensina periférico é inibido por gavagem de NaCl hiperténico (Pereira et al.,
2002). Trabalhos anteriores ja sugeriram que a ingestdo de agua induzida por
desidratacdo celular ativa o sistema renina-angiotensina central (Findlay, 1996;
Mckinley et al., 2001), mas ainda néo esta claro como a desidratacao celular é capaz
de estimular a acdo da ANG Il central; talvez a interacdo descrita entre canais
cationicos de estiramento e ANG Il para ativar neurdnios centrais traga alguma
resposta (Oliet et al., 1993; Bourque et al., 2008). Outros resultados da literatura
mostraram que ratos tratados cronicamente com diuréticos ingerem duas vezes mais
NaHCO3; que NaCl (Rowland et al., 2003), portanto, aparentemente, a ingestdo de
NaHCO3; é uma resposta comum a desidratacéo extracelular e celular como sugerido
pelos resultados presentes e prévios de nosso laboratério (Pereira et al., 2005 e

David et al., 2008).

No entanto, ainda ndo esta claro por qual razdo um animal com desidratacdo
celular ingere solugbes minerais, assim como ndo estd claro por qual razdo a
ingestdao de NaHCO3 é mais facilmente observada em resposta a gavagem de NaCl
hipertonico, quando comparada com infuséo intravenosa da mesma solucao (Pereira
et al., 2005). De qualquer modo, os resultados reforcam achados prévios (Pereira et
al., 2002 e 2005) em que a ingestéao de solu¢cdes minerais, particularmente solucdes
sbdicas associadas ao bicarbonato, ndo ocorre como um comportamento exclusivo
de animais com desidratacdo extracelular ou depletados de sédio. Juntamente com
resultados da literatura (David et al., 2008), eles também sugerem que a

angiotensina Il € um mediador comum desses comportamentos.
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7. CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que (1) a ingestdo de solu¢cdes minerais,
particularmente solucfes sddicas associadas ao bicarbonato, ocorre em resposta a
desidratacdo celular causada pela sobrecarga de NaCl hipertonico, e ndo em
resposta a irritacdo gastrica e também que (2) a angiotensina Il age como um dos

mediadores desse comportamento.
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