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RESUMO
O excesso de NaCl ingerido pode facilitar o surgimento e desenvolvimento de

doencas crénicas, inclusive a hipertensdo. O aumento na palatabilidade ao sal é geralmente a
razdo para consumo excessivo de NaCl. Ratos espontaneamente hipertensos (Spontaneously
hypertensive rats — SHRs), modelo animal para o estudo da hipertensdo primaria, ingerem
maior quantidade de NaCl quando comparados as linhagens normotensas. Contudo, ainda
era desconhecido se a elevada preferéncia ao NaCl observada em SHRs estaria relacionada a
alteragbes na palatabilidade a esse ion. Considerando que SHRs teriam aumento da
palatabilidade ao NaCl, seria importante avaliar também se essa alteracdo seria especifica
para 0 gosto salgado. Além disso, ndo havia informacGes na literatura se a estimulagéo
gustatoria poderia induzir respostas autonémicas cardiovasculares, bem como se episodios
de desidratacdo poderiam alterar o perfil da palatabilidade e comportamento semelhante a
ansiedade e atividade locomotora em SHRs.

Assim sendo, 0s objetivos do presente estudo foram investigar: a) a palatabilidade ao
NaCl 0,3 M; b) o perfil de palatabilidade ao gosto doce e amargo; c) as respostas
autonémicas cardiovasculares induzidas pela estimulagdo gustatoria; d) o perfil de
comportamentos semelhante a ansiedade e atividade locomotora, em ratos normotensos e
SHRs em condicdo basal e apos ciclo de privacdo hidrica e reidratacdo parcial (PH-RP).
Para tanto, SHRs e ratos normotensos da linhagem Holtzman foram submetidos ao
procedimento cirargico de: a) implante de canula intraoral (10), para o teste de reatividade
gustatdria (TRG); b) implante de canula na artéria femoral, para registro de pressao arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC); c) implante de canula em direcdo ao ventriculo
lateral (VL), para administracdo intracerebroventricular (icv).

A infusdo de NaCl 0,3 M 10 produziu maior nimero de respostas hedénicas sem
diferenga no numero de respostas aversivas em SHRs, quando comparado com normotensos.
O bloqueio central de receptores angiotensinérgicos AT1 (losartana 100 ng/1 pl i.c.v.) aboliu
a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pelo protocolo de PH-RP, enquanto reduziu, apenas
transitoriamente (primeiros 30 minutos do teste de 60 minutos) o nimero de respostas
hedonicas ao sabor salgado, sem alteragdes nas respostas aversivas. Losartana i.c.v. também
reduziu, somente transitoriamente (primeiros 30 minutos), o nimero de respostas hedbnicas
ao sabor salgado, em SHRs hidratados. Assim como para o gosto salgado, SHRs
apresentaram um numero similar de respostas hedonicas para sacarose 2% 1O e um nimero
similar para respostas aversivas a quinina 10, seja ap6s PH-RP ou na condi¢cdo hidratada.

Além disso, essas respostas heddnicas e aversivas foram maiores quando comparadas com



ratos normotensos. A infusdo 10 dos diferentes gostos produziu um aumento na PAM e um
aumento na FC para sacarose 2%, NaCl 0,5 M e quinina em ratos normotensos e quinina
para SHRs, sendo esse efeito pressor maior em SHRs, para todos os gostos. A administracdo
de prazosin (antagonista de receptores adrenérgicos alfa;, 1 mg/ml/kg i.v.) aboliu o efeito
pressor induzido pela infusdo 10 de todas as solucdes testadas, em ambas as linhagens de
ratos. Além disso, a PH-RP produziu o mesmo perfil de respostas pressoras a infuséo 10 de
NaCl 0,3 M e agua destilada em comparacdo a condicdo hidratada, tanto em animais
normotensos quanto em SHRs. Entretanto, o efeito pressor foi maior em SHRs do que em
normotensos, independentemente das condi¢des do balango hidroeletrolitico.

No teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e o campo aberto (CA), os SHRs
apresentam maior permanéncia nos bracos abertos e um aumento na atividade locomotora
central, bem como o nimero de entradas e tempo gasto no centro do aparato do campo
aberto, sugerindo um padrédo de comportamento do tipo menos ansioso que 0S ratos
normotensos. A PH-RP ndo produziu nenhuma alteracdo em comparacgao ao respectivo basal
no comportamento semelhante a ansiedade de animais normotensos e SHRs. Entretanto,
apos o periodo correspondente ao teste do apetite ao NaCl foi observado um aumento na
atividade locomotora total, bem como na velocidade média percorrida em ratos
normotensos. Em SHRs, apds o término do apetite ao sddio, foi observado uma diminuicdo
significativa no tempo gasto nos bragos abertos do LCE, diminuicdo na atividade
locomotora periférica, central, nUmero de entradas e permanéncia no centro do aparato do
CA, além de um aumento no tempo gasto na periferia, quando comparado a sua condi¢do
basal (hidratado).

Em suma, os resultados mostram que ratos SHRs apresentam um intenso apetite e
palatabilidade ao NaCl independente das condi¢des do balango hidroeletrolitico e, parte
desse efeito, é devido ativacdo de receptores angiotensinérgicos AT1 centrais. Assim como
para o0 gosto salgado, SHRs tem um aumento nas respostas hedonicas para sacarose, € um
aumento no nimero de respostas aversivas para 0 gosto amargo. Esses resultados sugerem
gue as recompensas ao gosto ndo correspondem a uma diminuicdo da palatabilidade a um
gosto tipico aversivo. O protocolo de PH-RP ndo alterou o comportamento relacionado a
ansiedade e atividade locomotora em ratos normotensos e SHRs. Os presentes resultados
também sugerem que o componente afetivo do paladar induz respostas cardiovasculares
mediadas pelo sistema nervoso simpatico.

Palavras-chave: sodio, palatabilidade, hipertensdo, desidratacéo.



ABSTRACT
Excess ingested NaCl can facilitate the onset and development of chronic diseases,
including hypertension. The increase in salt palatability is usually the reason for excessive
consumption of NaCl. Spontaneously hypertensive rats (SHRs), an animal model for the
study of primary hypertension, ingest a greater amount of sodium when compared to
normotensive strains. However, it was still unknown whether the increased preference for
NaCl observed in SHRs would be related to changes in palatability to this ion. Considering
that SHRs might have increased NaCl palatability, it would be important to investigate
whether this effect would be specific for salty taste. Furthermore, there was no information
in the literature whether gustatory stimulation could induce cardiovascular autonomic
responses, as well as whether episodes of dehydration could alter the palatability profile and

anxiety-like behavior and locomotor activity in SHRs.

Therefore, the objectives of the present study were to investigate the: a) palatability
to 0.3 M NacCl; b) sweet and bitter taste palatability profile; c) autonomic responses induced
by gustatory stimulation; d) anxiety-like behavior and locomotor activity, in normotensive
rats and SHRs under basal conditions and after a cycle of water deprivation and partial
rehydration (WD-PR). Thus, SHRs and Holtzman normotensive rats were submitted to
surgical procedures to implant of: a) an intraoral (10) cannula, for taste reactivity test (TRT);
femoral artery cannula, for mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) recordings; c)
intracerebroventricular cannula, for central administration into the lateral ventricle (LV).

Intraoral (10) infusion of 0.3 M NaCl produced a greater number of hedonic
responses with no difference in the number of aversive responses in SHRs when compared
with normotensive rats. Central blockade of AT1 angiotensinergic receptors (adrenergic
receptor antagonist, losartan 100 ng/1 pl i.c.v.) abolished the ingestion of 0.3 M NaCl
induced by the (WD-PR) protocol, while it reduced, only transiently (first 30 minutes of the
60-minute test) the number of hedonic responses to salty taste, with no changes in aversive
responses. Losartana i.c.v. also reduced, only transiently (first 30 minutes), the number of
hedonic responses to salty taste in euhydrated SHRs. Just like the salty taste, SHRs showed a
similar number of hedonic responses to 2% sucrose 10 and a similar number of aversive
responses to quinine 10, either after WD-PR or in the euhydrated condition. Furthermore,
these hedonic and aversive responses were greater when compared to normotensive rats.

The 10 infusion of the different tastes produced an increase in MAP and an
increase in HR for 2% sucrose, 0.5M NaCl and quinine in normotensive rats and quinine for

SHRs, this pressor effect was greater in SHRs, for all tastes. The administration of prazosin



(1 mg/ml/kg i.v.) abolished the pressor effect induced by the 10 infusion of all solutions
tested, in both strains of rats. Furthermore, WD-PR produced the same profile of pressor
responses to 10 infusion of 0.3 M NaCl and distilled water compared to the euhydrated
condition, both in normotensive animals and in SHRs. However, the pressor effect was
greater in SHRs than in normotensives, regardless of the conditions of fluid and electrolyte
balance.

In the elevated plus maze (EPM) and open field (OF) test, SHRs show longer stay
in the open arms and an increase in central locomotor activity, as well as the number of
entries and time spent in the center of the open field apparatus, suggesting a less anxious
pattern of behavior than normotensive rats. WD-PR produced no change compared to the
respective baseline in anxiety-like behavior of normotensive animals and SHRs. However,
after the period corresponding to the sodium appetite test, an increase in total locomotor
activity was observed, as well as in the average speed covered in normotensive rats. In
SHRs, after the end of sodium appetite, a significant decrease was observed in the time spent
in the open arms of the EPM, a decrease in peripheral and central locomotor activity,
number of entries and permanence in the center of the OF apparatus, in addition to an
increase in the time spent on the periphery, when compared to your baseline condition
(euhydrated).

In summary, the results show that SHRs rats have an intense appetite and palatability
to NaCl regardless of the conditions of the hydroelectrolyte balance, and part of this effect is
due to the activation of central AT1 angiotensinergic receptors. As with salty taste, SHRs
have an increase in hedonic responses to sucrose, and an increase in the number of aversive
responses to bitter taste. This suggests that the enhanced response of SHRs to taste rewards
does not correspond to a decreased response to a typical aversive taste. The WD-PR protocol
did not alter anxiety-related behavior and locomotor activity in normotensive rats and SHRs.
The present results also suggest that the affective component of taste induces cardiovascular
responses mediated by the sympathetic nervous system.

Key words: sodium, palatability, hypertension, dehydration.
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de RNA Giotl no nucleo de neurénios AVP vs. neurénios OT na condicdo hidratados, H)
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expressdo de RNA Giotl no ndcleo vs. citoplasma de neurénios AVP em ratos hidratados e
PH e J) expressdo de RNA Giotl no ndcleo vs. citoplasma de neurénios OT em ratos
hidratados e PH. Barra de escalas representa 10 um. Foram utilizados numero de 5 amostras
por grupo. Valores sdo representados como média £ EPM, sendo considerado p < 0,05......... 131
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INTRODUCAO

A agua compde cerca de 60% do corpo de um individuo adulto. O total de agua esta
distribuido entre os compartimentos intracelular e o extracelular. Um terco desta agua
corporea se localiza no liquido extracelular (LEC) e os outros dois tercos restantes no
liquido intracelular (LIC). A composicdo idnica nos compartimentos celulares sdo as
mesmas, contudo a concentracdo de cada ion € diferente. O ion sbédio esta em maior
concentragdo no LCE, numa variagdo em torno de 138 a 146 mmol/l, o que contribui
amplamente para determinagdo da osmolaridade do LEC (GUYTON; HALL, 2000;
VERBALLIS, 2003). As concentracdes de sodio e de outros eletrdlitos nos liquidos corporais
sdo determinadas pela diferenca entre os ganhos e as perdas destes solutos, bem como pelos
ganhos e perdas de agua (MCKINLEY; JOHNSON, 2004).

A todo o momento o equilibrio hidroeletrolitico sofre perturbacdes por alteracGes na
concentracdo de solutos, falta ou excesso de consumo de liquidos e eletrolitos ou perdas,
decorrentes de diversos fatores como diarreias, hemorragias ou sudorese excessiva. Essas
alteracbes de volume e osmolaridade sdo detectadas por receptores especificos, e cuja
ativacdo ir4 desencadear respostas neuroendécrinas a fim de restabelecer o equilibrio
hidromineral. (JOHNSON; EDWARDS, 1990; MCKINLEY; JOHNSON, 2004; MENANI;
DE LUCA; JOHNSON, 2014).

Barorreceptores, que inervam a parede vascular, e osmorreceptores presentes no trato
gastrointestinal e encéfalo, monitoram respectivamente volume e osmolaridade. Sabe-se que
aumentos da pressdo arterial (detectadas por barorreceptores) constituem um importante
estimulo inibitorio para a ingestdo de sodio. Por outro lado, a ativacdo de osmorreceptores,
por alteracdes de osmolaridade estimulam a ingestdo de agua (FITZSIMONS, 1985).

O sistema renal possui um importante mecanismo que contribui para o0
reestabelecimento do balanc¢o hidroeletrolitico, através da regulacdo da reabsorcédo de agua e
sodio. Entretanto, somente esta resposta fisioldgica, muitas vezes ndo é suficiente para o
restabelecimento total, o que se torna necessaria a promog¢do de estados motivados, por
exemplo, sede e apetite ao sodio, que impulsionardo os animais a busca, aquisicao e ingestao
de agua e sodio, respectivamente. Esses comportamentos sdo essenciais para 0
restabelecimento do equilibrio hidroeletrolitico (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2012).

Ao longo da evolugéo, a desidratacdo tem sido considerada uma das mais frequentes
ameacas a vida e assim constitui-se um desafio potencial para 0 organismo; e este por sua

vez dispbe de mecanismos comportamentais, humorais e neurais para promover ajustes na
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ingestdo e excrecdo de &gua e sodio permitindo assim restabelecer o equilibrio
hidroeletrolitico (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2012).

Desidratacao intracelular ou hiperosmotica

A reducdo do volume do liquido celular é caracteristica da desidratacdo celular.
Quando a concentracdo extracelular de s6dio aumenta, hd um aumento na pressao osmética
efetiva do compartimento extracelular, promovendo uma reducdo do volume de agua das
células, caracterizando assim a “desidratagdo intracelular” (DE LUCA JR; VIVAS;
MENANI, 2005; JOHNSON, 2007). Casos de hiperosmolaridade plasmaética séao
ocasionados principalmente pela deficiéncia de agua no LEC, provavelmente pela ingestéo
insuficiente de agua ou excrecdo excessiva dela, ou ainda a ingestdo de alimentos ou
liquidos excessivamente salgados, causando uma diminuicdo da &gua corporal total
comparada aos solutos. Um pequeno aumento de 1 — 2% na pressdo osmédtica efetiva do
plasma resulta na estimulagdo da sede em mamiferos. O aumento da osmolaridade
plasmatica é detectado por osmorreceptores que detectam alteracdes na concentracdo de
sodio e da osmolaridade do LEC. Os osmorreceptores estdo localizados nos 6rgaos
circunventriculares (OCVs), na parede antero-ventral do terceiro ventriculo (AV3V) e na
area postrema (AP). Sua frequéncia de disparos aumenta em resposta ao aumento da
osmolaridade e diminui quando ocorre o contrario. As informagdes dos osmorreceptores
ativam areas do SNC envolvidas no controle hidroeletrolitico (MCKINLEY et al., 2003),
gue em resposta ativam o mecanismo da sede e leva a secre¢do do hormonio vasopressina
(AVP), também denominado como horménio antidiurético.

A sintese e secrecdo do hormdnio vasopressina (AVP) sdo reguladas centralmente
pelo sistema hipotalamo-neurohipofisario. Esse sistema consiste nos grandes neurdénios
peptidérgicos magnocelulares (NMC) dos nucleos hipotalamicos supra-opticos (SON) e
nacleos paraventricular (PVN), cujos ax6nios se projetam para a eminéncia mediana e
terminam em capilares sanguineos da glandula hipéfise posterior. Os aumentos de
osmolaridade plasmatica detectados pelos neurénios osmossensiveis localizados nos érgéos
circunventriculares é que fornecem entradas excitatdrios diretas que levam ao aumento da
sintese AVP por neurdnios magnocelulares do SON e PVN, bem como a secrecdo de AVP
da hipofise posterior (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004; ANTUNES-RODRIGUES et
al., 2014).

Os hormdnios peptideo natriurético atrial (ANP) e a ocitocina (OT) sdo secretados na

circulagdo sanguinea durante expansdo de volume e/ou aumento de osmolaridade
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plasmatica, e ambos tém acéo natriurética. Isto é, eles atuam reduzindo a volemia e a
concentracdo de sodio, agdes contrarias as da ANG Il e aldosterona. O ANP, um peptideo
sintetizado pelos midcitos atriais, participa da manutencdo do volume por produzir diurese e
natriurese. Além de agir centralmente inibindo a sede e o apetite ao sodio. A OT ¢
sintetizada no corpo celular de neurdnios magnocelulares do PVN e do SON e liberada para
a corrente sanguinea em situagdes de hiperosmolaridade e possui a¢cdes semelhantes ao ANP
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2014).

Desidratacao extracelular ou hipovolémica

Outro tipo de desidratacdo é a dita extracelular ou hipovolémica. Ela ocorre em
situacGes como diarreia, vOmito e exercicio extenuante sem correta reposicdo iénica e surge
como consequéncia de uma reducdo do volume do LEC acompanhada ou ndo por uma
pequena diminuigdo na concentracdo do ion sédio (DE LUCA JR; VIVAS; MENANI, 2005;
JOHNSON, 2007). Experimentalmente, esse tipo de desidratacdo pode ser induzido pelo
protocolo de deplecdo de sodio 24 h. Neste protocolo é utilizado o diurético furosemida que
age na alca de Henle inibindo o co-transporte de ions Na+/K+/Cl- combinado a periodo de
24 horas de acesso a dieta deficiente em sodio e agua a vontade (SAKAI et al., 1987;
ROWLAND; MORIAN, 1999).

Alteracdes de pressdo e volume sanguineos sdo detectadas por receptores localizados
no arco aodrtico e seio carotideo (barorreceptores) e nas paredes de grandes veias e dos atrios
(receptores de volume). Sinais aferentes de barorreceptores e receptores cardiopulmonares
chegam ao tronco encefalico via nervos cranianos IX e X, sendo que a maioria dessas
terminacGes nervosas fazem sua primeira sinapse no ndcleo do trato solitario (NTS)
(JOHNSON; THUNHORST, 2007). O menor estiramento do barorreceptores em funcéo da
hipovolemia resulta no aumento da atividade simpatica o que leva ao aumento da liberacdo
de renina e na estimulacdo da liberacdo de AVP (EPSTEIN, 1991; JOHNSON, 2007; DE
LUCA; MENANI; JOHNSON, 2014). O SRAA ¢ ativado em situacdes de hipovolemia
levando a formacdo de ANG Il, conforme descrito a seguir.

O sistema renina-angiotensina aldosterona (SRAA) é um sistema biogquimico em
cascata cujo eixo é formado por uma enzima proteolitica, a renina, e um octapeptideo, a
angiotensina Il (ANG II). Ele € um importante sistema hormonal ativado em resposta a uma
queda na pressdo arterial ou na concentragdo de sodio dos liquidos corporais. A molécula
precursora da angiotensina é o angiotensinogénio, uma globulina produzida pelo figado. O

angiotensinogénio é clivado pela renina, uma enzima proteolitica sintetizada e armazenada
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pelas células justaglomerulares dos rins, produzindo a angiotensina I (ANG 1). A ANG | sob
a acdo da enzima conversora da angiotensina (ECA) localizada especialmente nos pulmades,
sendo também encontrada nos rins e nas células endoteliais do sistema vascular sistémico,
produz um octapeptideo ativo, denominado angiotensina Il (ANG II). Estudos classicos de
Fitzsimons realizados na década de 1960 foram os primeiros a demonstrar que a ANG Il é
um hormonio dipsogénico, além de vasoconstritor e ativador da secrecdo de aldosterona e
vasopressina (FITZSIMONS, J. T., 1998).

O receptor de angiotensina tipo 1 (AT1R) exerce um papel fundamental na regulagéo
da pressdo arterial e controle hidromineral. Agindo em receptores AT;R em &reas
prosencefalicas, a ANG Il estimula a ingestdo de agua e sodio, a secre¢do de vasopressina e
atividade simpatica (FITZSIMONS, J T, 1998). As areas mais sensiveis a ANG Il sdo o
orgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT) e 6rgédo subfornical (OSF) presentes na lamina
terminal (LT). Estas duas areas tém projecdes para o nucleo pré-éptico mediano (MnPO),
que integra as informacdes provenientes da LT para areas integradoras que modulardo os
comportamentos de sede e apetite ao sodio (JOHNSON; THUNHORST, 2007). Apds sua
ligacdo com ANG Il, o AT;R medeia a transducdo do sinal por meio de multiplas vias,
incluindo a fosfolipase C (PLC) — inusitol 1,4,5-trifosfato (IP) (RHEE; CHOI, 1992) e
proteinas quinases reguladas por sinais extracelulares 1 e 2 (Erk 1/2) (INAGAMI et al.,
1999). Daniels e colaboradores demonstraram que a habilidade da ANG Il em estimular a
ingestdo de agua pode ser seletivamente bloqueada por inibidores da atividade da PKC,
enquanto que a ingestdo de sodio estimulada pela ANG Il é dependente da ativacdo de
proteinas quinases 1 e 2 (Erk 1/2), (DANIELS et al., 2005; DANIELS; YEE; FLUHARTY,
2007; DANIELS et al., 2009). Além dos efeitos fisioldgicos essenciais promovidos pela
acdao do ANG Il nos receptores AT1, a super ativacdo sustentada do SRAA poderia levar a
hipertensdo (NAKAGAWA et al., 2020).

A aldosterona, um mineralocorticoide, também tem papel fundamental na
conservacdo do sédio no organismo e € o sinal enddcrino final do sistema renina-
angiotensina-aldosterona. A secrecdo de aldosterona pela zona fasciculada da adrenal é
regulada pela ANG Il e concentracdo extracelular de potéssio. A aldosterona atua nos ductos
coletores renais e cdlon para regular a (re)absorcdo de sodio e secrecdo de potassio
(BOOTH; JOHNSON; STOCKAND, 2002).
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Privacdo hidrica e reidratacéo parcial

A desidratacdo dupla, tambem conhecida como absoluta, ocorre quando ha a perda
de 4gua de ambos os compartimentos intra e extracelular. Um dos métodos utilizados para
produzir desidratacdo dupla experimentalmente € a privacdo de agua por 24 h ou por 36 h
(DE LUCA et al.,, 2002; VENDRAMINI et al.,, 2009; DE LUCA et al.,, 2010). A
desidratacdo dupla produz forte estimulo de sede para a correcdo da desidratacao
extracelular. Entretanto, somente a ingestdo de 4gua ndo é suficiente para o
reestabelecimento do equilibrio eletrolitico, pois o animal se mantém hipovolémico e com o
balanco de sddio negativo. Assim, o apetite ao sddio também esta presente neste tipo de
protocolo (DE LUCA et al., 2002; DE LUCA et al., 2010).

O modelo de privacéo hidrica com reidratacéo parcial com agua por 2 horas (PH-RP)
fornece subsidios para o estudo da sede e apetite ao sddio, separadamente. Ao final do
periodo de 24 h de privacdo hidrica observa-se aumento da osmolaridade e sodio
plasmaticos, hipovolemia e aumento da atividade de renina plasmatica. O periodo de
reidratacdo parcial (2 horas de acesso apenas a agua) corrige totalmente o aumento da
osmolaridade plasmatica e parcialmente a hipovolemia, enquanto o aumento da atividade de
renina plasmatica permanece elevado até o inicio do teste do apetite ao sodio (DE LUCA et
al., 2002; DE LUCA et al., 2010). Apos o periodo de reidratacdo parcial o animal passa a ter
também livre acesso ao NaCl 0,3 M por mais 2 horas (teste do apetite ao so6dio). No
momento em que o animal tem acesso a solucdo de sodio, estdo presentes a hipovolemia e
aumento de angiotensina Il como sinais facilitadores para o apetite ao sédio, engquanto o
sinal inibitdrio da hipertonicidade para a ingestdo de sodio ja foi removido. A subsequente
ingestdo de sodio corrige totalmente o volume do liquido extracelular e a perda de sédio que

ocorreu pela natriurese durante o periodo de privacédo hidrica (DE LUCA et al., 2002).

Sede e apetite ao sodio

A ingestdo de &gua e sodio que ocorrem em resposta a desidratacdo constituem dois
exemplos de comportamentos motivados. Comportamentos motivados dependem do estado
interno do animal, sdo dirigidos por um objetivo especifico e podem ser acompanhados de
respostas autonémicas. As motivacdes para ingestdo de agua e sédio sdo conhecidas como
sede e apetite ao sddio (EPSTEIN, 1982; BERRIDGE, 2004).

O apetite ao sodio tem papel essencial na busca, aquisi¢do e ingestdo do ion sddio e
na manutengdo do equilibrio em fungdo de perdas do ion sddio e no volume do LEC. Ele

pode ser definido como um estado motivado comportamental e inato (EPSTEIN;
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STELLAR, 1955), isto é, ndo necessita de aprendizado para ocorrer, mas pode ser
adaptativo, pela influéncia do aprendizado, do meio em que esta inserido, como também do
estado emocional (DENTON et al., 1982; SCHULKIN, 1991).

Como explicado até aqui, a aquisicdo e ingestdo de agua e de substancias salgadas
s80 respostas comportamentais necessarias para que um animal se recupere de deficits de
fluidos corporais. Por outro lado, varios estudos correlacionam o consumo excessivo de sal
ao desenvolvimento ou agravamento de doencas cronicas, incluindo a hipertensdo, (HE;
MACGREGOR, 2012; WHO, 2012). Apesar da recomendacao para reduzir a ingestdo de
sodio na dieta, a populacdo adulta ainda tem um alto consumo estimado de sal (MILL et al.,
2019). Estima-se que a quantidade meédia didria de sodio consumida pela populacdo
brasileira adulta é de 4,5 g por pessoa, independente da regido ou classe de renda, excedendo
assim em mais de duas vezes o limite recomendado pela OMS para ingestdo desse nutriente
(SARNO et al., 2013). Os fatores responsaveis por isso ndo sdo bem compreendidos. No
entanto, a alteracdo na palatabilidade dos alimentos é uma possivel causa da baixa adeséo a
restricdo de sal por pacientes hipertensos (SAKAKI; TSUCHIHASHI; ARAKAWA, 2014;
OHTA et al., 2015).

Palatabilidade ao sodio

As propriedades de recompensa de um sabor (palatabilidade) manifestam-se atraves
de padrdes fixos de expressdo facial em resposta a aplicacdo direta de uma substancia na
cavidade oral. Tais padrBes constituem respostas motoras somaticas orofaciais inatas,
ingestivas (hedo6nicas ou positivas) ou aversivas (negativas), a um sabor ou gosto de uma
solugéo infundida intraoralmente. Em humanos, essas expressdes podem ser produzidas logo
apos o nascimento antes mesmo de qualquer experiéncia de estimulo de sabores na cavidade
oral tenha ocorrido (em outras palavras, antes do recém-nascido ter recebido qualquer
liguido para ingestdo) (STEINER, 1973; 1974; 1979). Essas expressOes faciais
estereotipadas em resposta a diferentes sabores aplicados diretamente na cavidade oral sdo,
portanto, consideradas inatas, implicando que os circuitos para a detec¢do do sabor sdo
determinados durante o desenvolvimento (STEINER, 1973; 1974; 1979; BERRIDGE,
2000).

Tais propriedades podem ser registradas e quantificadas pelo teste de reatividade
gustatoria (GRILL; NORGREN, 1978). Este teste determina a frequéncia de respostas
faciais hedbnicas e aversivas, tipicas de espécies, a estimulagdo intraoral (por exemplo,

protrusdes da lingua relacionadas a ingestdo de alimentos e abertura aversiva da boca como
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rejeicdo no rato), fornecendo uma medida de palatabilidade (BERRIDGE, 2000;
BERRIDGE; KRINGELBACH, 2008; 2015).

Sob condi¢des controles, as linhagens mais comuns de rato de laboratério
(TORDOFF; ALARCON; LAWLER, 2008) preferem ingerir solugdes de concentracdes
proximos a isotdnica e evitam solugdes de sddio hipertdnico. Animais saciados e
normovolémicos exibem uma mistura de comportamentos heddnicos e aversivos em
resposta a infusdo intraoral de NaCl 0,5 M, enquanto que apos 24 h de deplecdo de sodio
(induzida pelo tratamento com furosemida associado a dieta deficiente de sédio por 24 h)
ocorre uma mudanca desse perfil, aumentando o nimero de respostas hedénicas e reduzindo
as respostas aversivas ao sodio hipertonico infundido oralmente (BERRIDGE et al., 1984;
GRILL; BERNSTEIN, 1988).

O antagonismo farmacoldgico do sistema renina-angiotensina alterou o padrdo de
respostas orofaciais ao sabor NaCl 0,3 M, infundido intraoralmente em ratos com apetite ao
sodio. A alteracdo correspondeu a reducdo no numero de respostas heddnicas e aumento no
nimero de respostas aversivas a infusdo de NaCl 0,3 M (ZENATTI et al., 2021). Os
resultados sugerem que a ANG Il atua no cérebro aumentando a palatabilidade ao sodio
hiperténico durante a fase consumatoria do apetite ao sédio (ZENATTI et al., 2021).

Os estrogenos tém uma profunda influéncia no equilibrio hidromineral e nos
parametros cardiovasculares (HAY; XUE; JOHNSON, 2014; VIVAS et al.,, 2014).
Recentemente, mostramos que 0s hormonios ovarianos restringem o apetite ao sodio
(induzido pela privacdo da agua seguida imediatamente pela reidratacdo parcial pela agua
potavel até a saciedade), reduzindo as propriedades hedénicas do sabor do sédio, e que os
estrogénios mediam essa reducdo, particularmente em fémeas da linhagem de ratos
espontaneamente hipertensos (SHRs) (PEREIRA et al., 2019).

Modelo animal de hipertenséo essencial

A hipertensdo arterial (HA) é uma condicéo clinica multifatorial caracterizada pelo
aumento cronico e sustentado dos niveis de pressao arterial (PA). Em um individuo adulto, a
PA é considerada normal nos valores de 120 mmHg de pressdo sistlica e 80 mmHg de
pressdo diastolica. Entretanto, quando a pressdo sistolica se encontra igual ou acima de 140
mmHg e/ou a pressdo diastélica estd igual ou acima de 90 mmHg a PA € considerada
elevada, de acordo com as Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial — 2020 (Barroso et
al., 2021.
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A HA pode ser classificada como hipertensdo primaria/essencial ou secundaria. A
hipertensdo priméria é caracterizada quando ndo se conhece as causas as quais se origina (p.
ex. hipertensdo neurogénica). Este tipo de hipertensdo ocorre em torno de 95% dos casos
diagnosticados. Ja a hipertensdo secundaria caracteriza-se quando se conhece as causas,
como por exemplo, o estreitamento das artérias renais (p. ex. hipertensdo renovascular),
doencga renal parenquimatosa, hipertenséo gestacional etc. Este tipo de hipertenséo ocorre
em torno de 5% dos casos diagnosticados (LUIZ; DA SILVA, 2006; SALGADO et al.,
2001). A hipertensdo neurogénica ocorre por desordens no sistema nervoso central (SNC)
que acarretam forte estimulagéo do sistema nervoso simpatico.

O modelo genético de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) é amplamente
estudado na pesquisa experimental por apresentarem grandes similaridades com a
hipertensdo essencial em humanos. Os SHRs foram desenvolvidos por Okamoto e Aoki em
1963, e representam um dos modelos animais de hipertensdo mais estudados na pesquisa
(OKAMOTO; AOKI, 1963). Em SHRs, a pressdo arterial comega a aumentar poucas
semanas ap0s 0 nascimento e atinge os niveis hipertensivos apds 12 a 14 semanas,
principalmente devido a aumentos da atividade simpética e angiotensinérgica e ao
envolvimento de mecanismos centrais (HAEUSLER; FINCH; THOENEN, 1972 ; MORI,
1973; JUDY et al., 1976; BRODY; O'NEILL; PORTER, 1984). Além dos elevados niveis
de pressao arterial, SHRs apresentam uma ingestdo diaria de NaCl maior do que as outras
linhagens de ratos normotensas [vide Refs. (ELY; TURNER; MILSTED, 2000; DI
NICOLANTONIO, 2004) para revisdo]. A presenca de mecanismos centrais para 0
desenvolvimento e manutencdo da hipertensdo em SHRs foi descrita para o tronco
encefalico, particularmente no NTS comissural e AP, (MANGIAPANE et al., 1989; AKEMI
SATO et al., 2001; SATO; COLOMBARI; MORRISON, 2002; SATO et al., 2003). Estudo
de Moreira e cols. (2009) demonstrou que lesdes simultaneas da regido AV3V e NTS
comissural produzem uma reducéo duradoura da presséo arterial (pelo menos 40 dias) em
SHRs adultos, sugerindo que mecanismos prosencefalicos e do tronco encefalico,
particularmente os relacionados com a regido AV3V e NTS comissural, agem para manter a
hipertensdo em SHRs (MOREIRA et al., 2009).

O intenso apetite ao sodio observado em SHRs baseia-se em uma hiperatividade do
sistema renina-angiotensina central mais do que uma alteracdo do equilibrio hidroeletrolitico
(DINICOLANTONIO; HUTCHINSON; MENDELSOHN, 1982; DI NICOLANTONIO,
2004), e o blogueio da producdo central de angiotensina reduz a ingestdo de sédio em SHRs,
(DINICOLANTONIO; HUTCHINSON; MENDELSOHN, 1982). Os SHRs também
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apresentam maior imunorreatividade a proteina Fos na lamina terminal em resposta tanto a
infusdo central ou sistémica de ANG Il (ROWLAND et al., 1995; BLUME et al., 1997).
Resultados de Pereira-Derderian e cols (2010) mostram que em resposta ao teste do apetite
ao sodio induzido pelo protocolo de privacdo hidrica com reidratacdo parcial, os SHRs
ingeriram cerca de 10 vezes mais do que 0s ratos normotensos e apresentaram um padréo
diferenciado de imunorreatividade da proteina Fos em algumas &reas encefélicas que
controlam o apetite ao sédio (SFO, OVLT, MnPO, NTSc) do que em comparacdo as
linhagens de ratos normotensas Wistar Kyoto (WKY) ou Holtzman (HTZ). Todavia, 0s
SHRs apresentaram um maior aumento na imunorreatividade da proteina Fos em areas como
6rgdo subfornical (SFO), regido comissural nucleo do trato solitario (NTSc) e pré locus
coeruleus (pré-LC) em comparacdo as linhagens de ratos normotensos, (PEREIRA-
DERDERIAN et al., 2010).

Apesar da responsividade periférica ao sabor salgado ser semelhante nos animais
normotensos Wistar-Kyoto e SHRs (FORMAKER; HILL, 1990; 1991), os SHRs s&o menos
responsivos a retroalimentacdo negativa das informacgdes pds ingestivas (FLYNN;
CULVER; NEWTON, 2003), o que pode influenciar pelas propriedades sensoriais orais do
sabor. No entanto, até entdo ainda ndo se sabia se este modelo animal de hipertensdo
essencial teria aumentado a palatabilidade do sédio quando comparado aos animais
normotensos. Além disso, ainda ndo estava claro se os receptores AT1 centrais estdo
envolvidos no aumento da ingestdo de sédio e, talvez, na palatabilidade do sédio nos SHRs.
Considerando que SHRs apresentaram aumento da palatabilidade ao sédio, também foi
importante investigar o perfil da palatabilidade a outros gostos, em comparacgdo aos animais
normotensos.

Outra questdo investigada neste trabalho foi a influéncia dos estimulos gustatorios
sobre a atividade autondmica cardiovascular. Assim sendo, o terceiro objetivo deste estudo
foi investigar estimagdo gustatoria, além de promover respostas orofaciais, também alteram

respostas autonémicas cardiovasculares em SHRs em comparagdo aos normotensos.

Angiotensina Il e ansiedade

No atual cenario dos problemas de saude publica, além da hipertesao arterial, outro
dado estatistico preocupante é que um terco da populacdo é afetada por um transtorno de
ansiedade durante a vida (BANDELOW; MICHAELIS, 2015). Em relacdo ao Brasil, de
acordo com dados da OMS, o Brasil lidera em prevaléncia de transtornos de ansiedade em
relacdo a populagcdo mundial (DE SOUZA; MACHADO-DE-SOUSA, 2017; WHO, 2017a).
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Dados mais recentes demonstram que o0s transtornos de ansiedade continuam muito
frequentes em brasileiros adultos, sendo mais prevalentes entre as mulheres (COSTA et al.,
2019). Estima-se que 19,1% dos adultos dos EUA tiveram algum transtorno de ansiedade
entre 2001 e 2003, e que a prevaléncia de qualquer transtorno de ansiedade foi maior no
sexo feminino (23,4%) do que no masculino (14,3%) durante esse periodo (NIH, 2020).
Além das complicagOes fisiopatolégicas da COVID-19, a extensdo da pandemia e seu
eventual impacto no bem-estar e saude mental da populacdo tem sido uma grande
preocupacdo, tanto nos pacientes recuperados da COVID-19 e na equipe de profissionais de
salde, quanto na populacdo submetida ao isolamento social que ja estava em tratamento
psiquiatrico (ASMUNDSON et al., 2020; ELBAY et al., 2020; PETEET, 2020;
SHIOZAWA,; UCHIDA, 2020; MOAYED et al., 2021).

Os indices de ansiedade de um animal em experimentacdo podem ser avaliados por
meio de diferentes testes comportamentais dos quais se destacam o teste de campo aberto
(CA), que é um teste comportamental empregado na avaliacdo do comportamento
exploratério de ratos, e o labirinto em cruz elevado (LCE), que é considerado um
instrumento valido para medir ansiedade, investigando aspectos comportamentais,
fisioldgicos e farmacoldgicos (SCHMITT; HIEMKE, 1998).

Estudos subsequentes demonstraram a associacdo entre 0 comportamento emocional
de ansiedade e ANG II. A infusdo crénica de ANG Il promoveu aumento de indicadores de
ansiedade em ratos e camundongos normotensos, verificado pelo menor tempo gasto nos
bracos abertos no labirinto em cruz elevado (LCE) (DUCHEMIN et al., 2013). Por outro
lado, a administracdo de um antagonista do receptor AT1 da ANG Il aumentou o tempo
gasto nos bracos abertos do LCE e o nimero de entradas nos bracos abertos em ratos
normotensos, sugerindo uma reducdo da ansiedade (PAVEL et al., 2008). Além disso,
camundongos knock-out para os receptores AT1 no hipotalamo passou significativamente
mais tempo os bragos abertos no LCE quando comparado aos controles (WANG et al.,
2016), sugerindo que ANG II, atuando especificamente no hipotalamo desempenha um
papel significativo no comportamento do tipo ansiedade.

Em relacdo ao comportamento emocional do tipo ansiedade, os SHRs apresentam
um nivel reduzido de ansiedade medida por meio do LCE, em comparagdo com ratos de
linhagens normotensas Wistar Kyoto e Sprague Dawley. Isso pode ser inferido, pois os
SHRs permanecem a maior parte do tempo nos bragos abertos do LCE (GENTSCH,;
LICHTSTEINER; FEER, 1987; RAMOS et al., 1997; FERGUSON; CADA, 2004,
FERGUSON; GRAY, 2005; STERLEY; HOWELLS; RUSSELL, 2011; ZUBCEVIC et al.,
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2018). O nivel reduzido de ansiedade nos SHRs parece estar associado ao aumento da
atividade de impulsividade e locomogdo (HOWELLS; BINDEWALD; RUSSELL, 2009;
GARCIA; KIRKPATRICK, 2013; TSAI et al.,, 2017; REPOVA et al., 2019). Essas
caracteristicas comportamentais estdo presentes mesmo antes dos animais desenvolverem a
hipertensdo e permanece estavel durante a vida adulta [para revisdo vide (ADRIANI et al.,
2003)].

Levando em consideracdo esse perfil do tipo menos ansioso observado em SHRs,
bem como o conhecimento de que SHRs apresentam uma hiperatividade do sistema renina
angiotensina, ainda ndo se sabe se a ativagdo desse sistema alteraria a atividade locomotora e
comportamento semelhante & ansiedade em SHRs em comparagdo com animais

normotensos.

Expressdo génica no SON e PVN induzida pela estimulagdo osmotica

Durante estimulacdo osmotica, o SON sofre uma plasticidade neural relacionada a
sua funcdo desencadeando uma resposta hormonal adequada. Como consequéncia da
deplecdo dos estoques hipofisarios de AVP que ocorre durante a estimulacdo osmotica
cronica, ha a necessidade de sintetizar mais AVP. A estimulacdo osmdtica cronica, induzida
por privacdo hidrica por 72 h (PH) ou sobrecarga crénica de sal (7 dias com apenas NaCl
2% - SS), promove um robusto aumento nos niveis de mRNA para AVP por
aproximadamente duas vezes no SON e PVN, com um aumento paralelo na secrecdo de
AVP (KONDO et al., 2004; HAYASHI et al., 2006; YUE et al., 2008).

Estudos anteriores utilizaram transcriptomas para catalogar todos 0s genes expressos
no SON e PVN, e para identificar genes que sdo regulados diferencialmente pelos desafios
hiperosmoticos da desidratacdo em machos (HINDMARCH et al., 2006) e fémeas (QIU et
al., 2011), e sobrecarga de sal (GREENWOOD et al., 2014; JOHNSON et al., 2015). Um
dos transcritos identificados como sendo regulados positivamente foi o RNA do fator de
transcricdo 1 indutivel por gonadotrofina, “Gonadotrophin inducible ovarian transcription
factor 17 - Giotl, (ortélogo humano ZNF709). Ja foi verificado que o Giotl € regulado
positivamente pela desidratacdo em nucleos hipotalamicos, como o nlcleo supra-6ptico
(SON) e nacleo paraventricular (PVN) em machos (QIU et al., 2007) e fémeas (QIU et al.,
2011).

Semelhante ao efeito observado com as lesdes SON e PVN (COVIAN; ANTUNES-
RODRIGUES, 1963), o knockdown bilateral de Giotl no SON e PVN bloqueou

drasticamente a ingestdo de sal durante a sobrecarga de sal, sugerindo que Giotl permite
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uma alta ingestdo de sal. Contudo, ainda ndo se sabe muito sobre as func¢@es especificas do
Giot, bem como a dinamica espaco-temporal da expressao de RNA Giotl.

Hipdteses

Considerando que SHRs apresentam uma elevada ingestdo e apetite ao sddio
mediado pela hiperatividade do sistema renina-angiotensina central e que nada se sabe sobre
a palatabilidade ao gosto salgado nesses animais, a primeira hipotese desse trabalho é que
SHRs apresentam elevada palatabilidade ao NaCl e isso seja devido a ativacdo de receptores
angiotensinérgicos AT1 centrais.

Como SHRs também apresentam preferéncia maior pela sacarose em comparagao
aos ratos normotensos, a segunda hipotese desse trabalho é que os SHRs apresentam um
aumento na palatabilidade ao gosto doce em relagéo aos ratos normotensos.

Além de produzir respostas orofaciais, a estimulacdo gustatoria promove alteragdes
cardiovasculares, contudo, ainda é desconhecida a influéncia dos estimulos gustatorios sobre
a atividade autonémica cardiovascular em SHRs. Dessa forma, nossa terceira hipotese € que
a infusdo intraoral de NaCl e sacarose produza um efeito pressor tanto em SHRs quanto em
ratos normotensos ndo anestesiados.

Estudos anteriores tém mostrado que o aumento de ANG Il esta diretamente
relacionado a um aumento nos indicadores de ansiedade em animais normotensos. Nossa
quarta hipotese é que o aumento de ANG Il circulante, induzido pelo protocolo de PH, altere
0 comportamento semelhante a ansiedade em SHRs e ratos normotensos.

Por fim, ultima hipotese desse trabalho é que o estimulo osmético, desencadeado
pela privacdo hidrica, leve a um aumento na expressio de RNAm Giotl em neurdnios
magnocelulares tanto AVP e OT no SON, mostrando a participacdo desse gene no controle

do balanco hidroeletrolitico.
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Proposicao

O objetivo geral do presente estudo foi investigar as alteragbes comportamentais e
autondmicas induzidas pelo protocolo de privagdo hidrica em ratos normotensos e SHRs.
Os objetivos especificos encontram-se organizados em capitulos, conforme descrito a

sequir:

1. No primeiro capitulo estdo apresentados, na forma de artigo publicado, os resultados
da ingestdo e palatabilidade ao NaCl ap6s o blogueio de receptores centrais
angiotensinérgicos AT1 em SHRs e normotensos, na condicdo basal e apds
desidratacéo.

2. O segundo objetivo deste trabalho foi investigar o perfil da palatabilidade a outros
gostos em animais normotensos em comparagdo com SHRs, durante condig¢des
basais e ap0s o ciclo de PH-RP, conforme capitulo 2, apresentado na forma de artigo
em fase de submissé&o.

3. No capitulo 3, sdo apresentados os resultados da estimulacdo gustatoria sobre as
respostas autondmicas cardiovasculares na condicao basal e apds PH-RP.

4. O quarto objetivo foi investigar se perturbacBes do balanco hidroeletrolitico
(observadas durante situacdo de desidratacdo) alteram, e de que forma, a atividade
locomotora e comportamento semelhante a ansiedade em SHRs em comparagdo com
animais normotensos.

5. E por fim, o quinto objetivo deste trabalho foi caracterizar a expressao hipotalamica
de RNA Giotl, a fim de identificar regides especificas de neurdnios magnocelulares

que expressam Giotl.
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Capitulo 1

SODIUM PALATABILITY IN MALE SPONTANEOUSLY
HYPERTENSIVE RATS

Pereira ED Jr, Faria AM, Andrade-Franzé GMF, Menani JV, De Luca LA
Jr, Andrade CAF.

Horm Behav. 2021 Apr; 130:104952
https://doi.org/10.1016/j.yhbeh.2021.104952)
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1. INTRODUCTION

The adult human population has an estimated high dietary NaCl intake despite
official recommendations to the contrary. High consumption of NaCl has a positive
correlation with increased blood pressure and the resulting adverse outcomes of
cardiovascular diseases, for example, stroke (HE; MACGREGOR, 2012; WHO, 2012,
MENTE et al., 2014; MILL et al., 2019). The recommendation to follow a low NaCl diet has
poor compliance by hypertensive patients, possibly because of how they perceive the taste of
NaCl (SAKAKI; TSUCHIHASHI; ARAKAWA, 2014; OHTA et al., 2015).

An animal model of hypertension similar to human essential hypertension is the
spontaneously hypertensive rats (SHRs) (OKAMOTO; AOKI, 1963). In addition to an
increase in arterial pressure, SHRs also ingest more NaCl than normotensive rats when they
have free access to hypertonic NaCl solution in addition to water to ingest (ELY; TURNER;
MILSTED, 2000; DI NICOLANTONIO et al., 2004). Therefore, SHRs provide a model for
alterations in NaCl appetite in the context of essential hypertension. Yet, the amount of NaCl
in the diet has a prominent effect on the full development of hypertension in SHRs
(WILCZYNSKI; LEENEN, 1987; DI NICOLANTONIO; SILVAPULLE, 1988; KOGA et
al., 2008). Moreover, their high blood pressure and high NaCl intake are both dependent on
a hyperactive brain renin-angiotensin  system (RAS) (DINICOLANTONIO;
HUTCHINSON; MENDELSOHN, 1982; TANAKA et al.,, 1995; VEERASINGHAM,;
RAIZADA, 2003).

Sodium depletion, sodium appetite and angiotensin 1l (ANG II) acting in the brain
influence NaCl intake as well as the hedonic profile, or palatability, of a salty taste in
normotensive rats (BERRIDGE et al., 1984; BERRIDGE; SCHULKIN, 1989; SATO;
YADA; DE LUCA, 1996; PEREIRA et al., 2019; ZENATTI et al., 2020). We can evaluate
the influences of different treatments on palatability by recording the motor orofacial
responses of the rat to minute intraoral infusions of NaCl solutions with no significant post-
ingestive consequences (BERRIDGE et al., 1984; BERRIDGE; SCHULKIN, 1989;
BERRIDGE, 2000). To the best of our knowledge, there is no report about the palatability of
salty taste, or NaCl palatability, in SHRs. We also do not know whether ANG Il has any
influence on NaCl palatability in this strain.

In the present study, we investigated NaCl palatability in male SHRs by recording
their orofacial responses to intraoral infusions of 0.3 M NaCl. We also recorded their 0.3 M

NaCl intake whenever appropriate to associate it with NaCl palatability. We first
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investigated NaCl palatability profile of SHRs compared to that of a normotensive strain,
both in euhydrated (fed and satiated) and dehydrated (sodium deplete) conditions. In the
sodium deplete condition we used the diuretic furosemide combined with low dose of the
angiotensin converting enzyme blocker captopril (FURO + CAP), to produce an acute, rapid
onset (within 2 hours) sodium appetite. The FURO + CAP protocol has the advantage of
speed to stimulate sodium appetite produced in conditions of environmental sodium lack
(THUNHORST; JOHNSON, 1994; THUNHORST et al., 1998). The rapid induction of
water and 0.3 M NaCl intake by FURO + CAP treatment results from the association of a
mild hypotension and unloading of low-pressure volume receptors plus an action of ANG II
in the brain (FITTS; MASSON, 1989; THUNHORST; JOHNSON, 1994). We used another
protocol, the water deprivation-partial rehydration (WD-PR) protocol, which clearly
distinguishes thirst from sodium appetite in the usual context of double (extracellular and
intracellular) dehydration (DE LUCA et al., 2010). The WD-PR protocol involves a
sequence of water deprivation with free access to regular laboratory chow (WD) followed by
partial rehydration (PR) allowing the rat to drink only water to satiation. Drinking water to
satiation during PR leads to dilution of body fluids and a partial recovery of the extracellular
volume with sustained high plasma renin activity (PRA) (DE LUCA et al., 2002; DE LUCA
et al., 2010). We investigated whether NaCl palatability in SHRs depends on brain ANG 11
AT1 receptors by using pharmacological blockade with losartan in both WD-PR and
euhydrated conditions. Finally, we investigated whether changes in NaCl palatability are
accompanied by changes in blood pressure in preliminary assessments of the role of arterial
pressure on NaCl intake (THUNHORST and JOHNSON, 1994; THUNHORST et al., 1998).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals

Male Holtzman rats (a normotensive outbred strain, n = 10) and spontaneously
hypertensive rats (SHRs, n = 40) bred in the facility at School of Dentistry - S&o Paulo State
University - Araraquara — SP, weighing 290 to 330 g were used. The choice of Holtzman
rats as a control strain for SHRs were based on previous studies from our laboratory, in

which Holtzman rats were used for many years in studies about neural control of sodium
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appetite (MENANI et al., 1999; ANDRADE et al., 2004; ANDRADE et al., 2014,
ANDRADE-FRANZE et al., 2017; PEREIRA et al., 2019).

Rats were individually housed in stainless steel cages with free access to normal
sodium diet (0.5-1.0%) (Guabi rat chow, Paulinia, SP, Brazil), water and 0.3 M NaCl.
Temperature was maintained at 23 + 2 °C, and humidity was maintained at 55 + 10% on a
12:12 light—dark cycle with light onset at 7:00 AM.

The Ethical Committee for Animal Care and Use from the Dentistry School of
Araraquara — UNESP approved the experimental protocols used in the present study
(protocol 13/2014 and 02/2016). The protocols followed the recommendations from the
National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA).

Implant of intraoral and cerebral cannulas

Under anesthesia with ketamine (80 mg/kg of body weight) combined with xylazine
(7 mg/kg of body weight) injected intraperitoneally (ip), rats were given an intraoral cannula
(I0C). The I0OC consisted of a polyethylene tubing (PE 50) with a flared end threaded
through a silicon washer (endodontic stop). A 23 G needle bridged the other end to an 18 G
needle. The beveled end of the 18 G needle remained free to guide the whole cannula/needle
system from the mouth through the inner limit of masticatory muscle facing the temporal
bone under the zygomatic arch and tunneling under the skin caudal to the eye to exit on the
top of the skull. The washer ended resting against the mucobuccal fold region near to the
first and second molar teeth. The bridged needles were replaced by a 10 mm 23 G stainless
steel cannula, thus constituting the “infusion end” of IOC to be anchored to the top skull
surface with acrylic resin and jeweler screws. The 10C does not interfere with the normal
eating behavior of the rat and allow the direct infusion of solutions into the mouth. The rats
were allowed to recover for 4 days before taste reactivity tests.

Some rats also had a stainless-steel guide cannulae implanted in the lateral ventricle
(LV) during the 10C surgery. After 10C implant, rats were placed in a Kopf stereotaxic
instrument. Their skull was leveled between bregma and lambda. A stainless steel 23-gauge
cannula was implanted into the LV following the coordinates: 0.3 mm caudal to bregma, 1.5
mm lateral to the midline, and 4.0 mm below the dura mater. The tip of the cannula was
positioned at a point 2 mm above the LV. The cannula was fixed to the cranium with dental
acrylic resin and jeweler screws. A 30-gauge metal obturator filled the cannula between

tests. After the surgery, rats received the anti-inflamatory ketoprofen (1 mg/kg of body
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weight) injected subcutaneously (s.c.) and a prophylactic dose of penicillin (50.000 IU)
injected intramuscularly. The rats were allowed to recover for 6 days before drug injections
into the LV.

Drugs

The natriuretic/diuretic drug furosemide (FURO, 10 mg/ml; Sigma Chem., St Louis,
MO, USA) was dissolved in alkaline saline (0.9 % NaCl, pH was adjusted to 9.0 with
NaOH) and administered s.c. at the dose of 10 mg/kg of body weight. The angiotensin
converting enzyme inhibitor captopril (CAP, 5 mg/ml; Sigma Chem., St. Louis, MO, USA)
was dissolved in saline (0.9 % NaCl) and administered s.c. at the dose of 5 mg/kg of body
weight. Losartan potassium (100 pg/1.0 pl; ATI receptor antagonist, Sigma-Aldrich St
Louis, MO, USA) was dissolved in saline and administered into the LV (RONCARI et al.,
2017).

Injections into the lateral ventricle

Rats were gently handled daily to habituate to experimental procedures, which
includes brief hand restraining for intracerebroventricular (i.c.v.) injections.

Intracerebroventricular injections were made using 10-ul Hamilton syringes
connected by polyethylene tubing (PE-10) to 30-gauge injection cannulas. At the time of
testing, the obturator was removed and the injection cannula (2 mm longer than the guide
cannulas) was introduced in the brain. The volume of the i.c.v. injection was 1 pl. The i.c.v.
injections lasted about 30 — 50 seconds. The obturator was replaced into the guide cannula
after injection, and the rats were returned to their home cages.

Acute fluid depletion (FURO + CAP treatment)

To induce water and 0.3 M NaCl intake, rats received the combined treatment with
FURO and CAP injected s.c. Rats were maintained without food, water and 0.3 M NaCl for
1 h. After this period, water and 0.3 M NaCl were offered to the rats in glass burette with
0.1-ml divisions fitted with a stainless-steel spout and cumulative intake was measured at 30

and 60 min. During the tests rats had no access to food.

Sodium appetite induced by water deprivation — partial rehydration (WD-PR protocol)
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Rats were deprived of water and 0.3 M NaCl, with free access to food for 24 h (WD).
At the end of this period, food was removed and a glass burette with 0.1-ml divisions
containing filtered water was offered for 2 h (PR). Water intake was measured at 120 min.
At the end of the PR, a glass burette containing 0.3 M NaCl was added to the cage for the
sodium intake test. Water and 0.3 M NaCl intake was measured at 15, 30 and 60 min.

Taste reactivity test

To all rats with 10C were given a 3-day habituation period, when they were exposed
to the square glass taste reactivity chamber (25 x 25 cm) for 10 min, before receiving an 10
infusion of 1 ml of water during 1 min.

In the taste reactivity test, 10 infusions of 0.3 M NaCl (1 ml during 1 min) were
performed connecting with polyethylene tubing the IOC to a syringe in a Harward pump
(Syringe Pump Model 33). The behavior of each rat during the 10 infusions of 0.3 M NaCl
was videotaped via a mirror mounted beneath the transparent floor of the taste reactivity
chamber. The recorded image was enlarged so the face and mouth of the rat filled the entire
screen. The behavior of each rat was scored for the occurrence of hedonic (ingestive) and
aversive (rejection) taste reactivity components [see (GRILL; BERRIDGE, 1985) for a
description and discussion of taste reactivity analysis, components and classification].
Hedonic responses were considered: paw licking, lateral tongue protrusions (non-rhythmic
tongue protrusions past the lip followed by forward extension) and rhythmic tongue
protrusions along the midline. Aversive responses were considered: gapes (large openings of
the mandible and retraction of the lower lips); face washing (either a single wipe over the
face with the paws or a bout of several wipes); forelimb flails (shaking of the forelimb);
head shaking; paw treading, planting of the limbs on the floor and alternating forceful strikes
forward and backward; and rapid locomotion around the chamber. Videotapes were scored
in a slow-motion analysis, without the observer knowing the rat’s strain and treatment
condition. The means for hedonic or aversive score were computed for each group. The
hedonic or aversive scores were independently analyzed, since they represent
phenomenological different categories of behavior (GRILL; BERRIDGE, 1985;
BERRIDGE, 2000; ANDRADE et al., 2011; PEREIRA et al., 2019).

Arterial pressure recording
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Avrterial pressure was recorded using a catheter inserted into the femoral artery. For
this surgery, rats were anesthetized with i.p. ketamine (80 mg/kg of body weight) combined
with xylazine (7 mg/kg of body weight). A cannula made of polyethylene tubing (PE-10
connected to a PE-50, Clay Adams, USA) and filled with sterile saline containing 50 U/ml
of heparin (Cristalia, Brazil), was inserted into the abdominal aorta through the femoral
artery. This cannula was tunneled subcutaneously to the back of the rat, exteriorized and
fixed in the skin. After the surgery, rats received the anti-inflamatory ketoprofen (1 mg/kg of
body weight) injected subcutaneously (s.c.). In the next day, the cannula was connected to a
pressure transducer (model P23 Db, Stathan Gould, USA) coupled to a preamplifier (model
Bridge Bio Amplifier ETH-200, CB Sciences Inc., USA) connected to a computer data
acquisition system (PowerLab 16SP/Lab Chart software, ADInstruments, Australia).
Pulsatile arterial pressure (PAP), mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) were
recorded in conscious freely moving rats. MAP and HR were calculated from PAP signal
using the Lab Chart software.

Histology

At the end of the tests, rats with cannulas implanted in the LV received injection of
2% Evans Blue solution (1 pl) into the LV. They were deeply anesthetized with sodium
thiopental (80 mg/kg of body weight) and perfused transcardially with 0.9% NaCl followed
by 10% formalin. The brains were removed, fixed in 10% formalin, frozen, cut in 50-pm
sections, stained with cresyl violet, and analyzed by light microscopy to confirm the
injection site in the LV. From a total of 36 SHRs with brain guide cannula, 30 received
injections correctly placed into the LV. Only the results from rats with injections correctly

placed into the LV were analyzed.

Statistical analysis

The results are reported as means + SEM. Individual data of hedonic and aversive
responses were also presented. Fluid intake data were normalized to body weight to avoid
any possible interference of body weight in the responses (SANTOLLO; TORREGROSSA;
DANIELS, 2017). Analysis of variance (ANOVA), using strain, treatment and/or time as
factors when appropriate, followed by Student Newman Keuls tests were used for
comparisons (SigmaPlot 11.0 software). Student t test was used to compare MAP and HR in

euhydrated condition and after WD-PR. Differences were considered significant at P < 0.05.
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Data were analyzed for normality and homogeneity of variance prior to conducting
ANOVA:s. The effect size was estimated as partial eta squared (npz) for ANOVA (LAKENS,
2013).
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2. EXPERIMENTAL PROTOCOLS

3.1. — Taste reactivity to 10 0.3 M NaCl in normotensive rats and SHRs in
euhydrated condition and after s.c. FURO + CAP

Taste reactivity to 10 0.3 M NaCl was tested in normotensive rats (n = 6) and SHRs
(n =7) in euhydrated condition (no previous treatment). On the test day, water, food and 0.3
M NaCl were removed from the rat's home cage. The rats were placed in the taste reactivity
chamber and allowed 1 min for habituation. Then 0.3 M NaCl was infused into the mouth of
the rat, while the behavior was videotaped. During testing, rats had no access to water, 0.3
M NacCl or food.

Two days after the test under euhydrated condition, taste reactivity to 10 0.3 M NaCl
was repeated in rats treated with s.c. FURO + CAP (normotensive rats, n = 4; SHRs, n = 7).
Rats received FURO + CAP sc and had water, 0.3 M NaCl and food removed from the home
cage. One hour later, rats were placed in the taste reactivity chamber and had 0.3 M NaCl
infused into the mouth while the behavior was videotaped. Immediately after the first taste
reactivity recording, rats were returned to the home cage where water and 0.3 M NaCl were
available. Rats had 30 min access to 0.3 M NaCl and water, were tested for taste reactivity,
then had another 30 min of access to 0.3 M NaCl and water followed by a final taste
reactivity test. Water and 0.3 M NaCl ingested was also measured at 15, 30 and 60 min after

starting the access to these fluids. See the scheme of this protocol in the appendix, item 1.1

3.2. — Avrterial pressure and heart rate in normotensive rats and SHRs before and
after s.c. FURO + CAP

In another group of rats without 10OC (normotensive rats, n = 4; SHRs, n = 4) after a
baseline period of MAP and HR recordings (20 min), rats received FURO + CAP treatment.

Arterial pressure and HR recordings continued for the next 2 hours.

3.3. — Taste reactivity to 10 0.3 M NaCl after WD-PR in SHRs treated with
losartan i.c.v.

Another group of SHRs (n = 12) with 24 h of water deprivation had 2-h access to
only water. Then, they received an i.c.v. injection of saline (1 pl) or losartan. Fifteen min
after the injections, orofacial motor responses to 10 0.3 M NaCl were recorded and rats had

access to 0.3 M NaCl in addition to water. Rats had 30 min access to 0.3 M NaCl and water,
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were tested for taste reactivity, then had another 30 min of access to 0.3 M NaCl and water
followed by a final taste reactivity test. Each rat was submitted to two tests. In each test, the
group of rats was divided in two, half of the group received control treatment (i.c.v. saline)
and the remaining rats received i.c.v. losartan. After a 48-h interval, saline or losartan was
injected i.c.v. in the same rats in a counterbalanced design. See the scheme of this protocol
in the appendix, item 1.2

3.4. — Taste reactivity to 10 0.3 M NaCl in euhydrated SHRs treated with losartan
I.C.V.

Another group of SHRs (n = 11) with IOC received i.c.v. injections of saline (1 pl)
or losartan in euhydrated condition and had access to 0.3 M NaCl and water. Rats had 15
min access to 0.3 M NaCl and water, were tested for taste reactivity, then had 30 min of
access to 0.3 M NaCl and water, were tested again for taste reactivity, had another 30 min of
access to 0.3 M NaCl and water followed by a final taste reactivity test. Water and 0.3 M
NaCl intake was also measured in the same period. Each rat was submitted to two tests. In
each test, the group of rats was divided in two, half of the group received control treatment
(i.c.v. saline) and the remaining rats received i.c.v. losartan. In the following day, saline or
losartan was injected i.c.v. in the same rats in a counterbalanced design. See the scheme of
this protocol in the appendix, item 1.3

3.5. — Changes in arterial pressure in SHRs treated with losartan i.c.v. in
euhydrated condition or after WD-PR

Under euhydrated condition, after baseline recording of MAP and HR during 20 min,
SHRs (n = 6) received i.c.v. injections of saline (1 pl) 20 min before i.c.v. injections of
losartan, while MAP and HR were continuously recorded until 20 min after losartan. Then,
rats were returned to their home cages and were maintained with only food pellets available
for 24 h. After 24 h of water deprivation, MAP and HR were recorded again during 20 min.
Then, rats had only water to drink for 2 h before another baseline MAP and HR recording
during 20 min. After this, rats received i.c.v. injections of saline (1 pl) 20 min before i.c.v
losartan, while MAP and HR were continuously recorded until 20 min after losartan, when
rats had access to both water and 0.3 M NaCl for 2 hours (ingestive test), before a final
recording of MAP and HR.
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Changes in MAP and HR were analyzed at the times 0, 5, 10 and 20 min after i.c.v.
losartan based in the differences between the values of MAP and HR in these times and
MAP and HR values immediately before the injection of losartan. Changes in MAP and HR
after saline were calculated by the differences between the maximum MAP and HR values
and MAP and HR values immediately before saline.

During MAP and HR recordings, rats had no access to fluids.

3. RESULTS

1.1. Taste reactivity to 10 0.3 M NaCl in normotensive rats and SHRs in
euhydrated condition and after s.c. FURO + CAP

In the taste reactivity test, for hedonic responses, ANOVA showed significant
differences between strains [F(1,11) = 6.72; p = 0.019; n,” = 0.38] and treatments [F(3,27) =
3.28; p = 0.036; n,” = 0.27] and no significant interaction between strains and treatments
[F(3,27) = 0.92; p = 0.44] (Figure 1A). For aversive responses, ANOVA showed significant
differences only between treatments [F(3,27) = 4.88; p = 0.008; T]pz =0.83], not between
strains [F(1,11) = 4.02; p = 0.063] and no significant interaction between strains and
treatments [F(3, 27) = 1.13; p = 0.34] (Figure 1B). Under euhydrated condition, before
FURO + CAP, the number of hedonic responses to 10 0.3 M NaCl was higher in SHRs than
in normotensive rats (p < 0.05), without differences in the aversive responses (Figure 1, left
to dotted line). Sixty minutes after FURO + CAP (immediately before the access to water
and NacCl), the number of hedonic responses increased (p < 0.05) and the number of aversive
responses decreased (p < 0.05) in normovolemic rats, whereas in SHRs hedonic and aversive
responses were not different from the control before FURO + CAP (Figure 1, right to dotted
line). The number of hedonic and aversive responses was similar between normotensive rats
and SHRs 60 min after FURO + CAP (Figure 1, right to dotted line). After free access to
water and 0.3 M NacCl, hedonic responses of normotensive rats progressively declined (p <
0.05) (Figure 1A), whereas rejection responses gradually increased (p < 0.05) (Figure 1B).
By contrast, SHRs maintained a high number of hedonic responses and a low number of
rejection responses throughout the 60 min period of test (Figure 1).

In the ingestive test, for 0.3 M NaCl, ANOVA showed significant differences
between times [F(2,22) = 6.63; p = 0.006; T]p2 = 0.37], not between strains [F(1,11) = 1.59; p
= 0.233] and no significant interaction between times and strains [F(2,22) = 2.29; p = 0.125]
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(Figure 2A). For water intake, ANOVA showed significant differences between strains [F(1,
11) = 16.07; p = 0.002; n,° = 0.59] and times [F(2,22) = 18.62; p < 0.001; n,” = 0.62] and no
significant interaction between strains and times [F(2,22) = 2.80; p = 0.082] (Figure 2B).
FURO + CAP induced similar 0.3 M NaCl intake in SHRs and normotensive rats (Figure
2A). Normotensive rats ingested a little more water than SHRs at 30 min of the test (p <
0.05), without difference at the end of the test (60 min) (Figure 2B).
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Figure 1.1: Number of A) hedonic responses and B) aversive responses to 10 infusion of
0.3 M NaCl before FURO + CAP, 60 min after FURO + CAP and at 30 and 60 min after
free access to 0.3 M NaCl and water in normotensive rats and SHRs treated with sc FURO +
CAP. Bars represent results expressed as means + SEM; o and A, individual data for
normotensive rats and SHRs, respectively. n = number of rats. Results analyzed by two-way
repeated measures ANOVA (one factor repetition) and Student Newman Keuls test.
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Figure 1.2: Cumulative A) 0.3 M NaCl and B) water intake (ml/100 g b.w.) by
normotensive rats and SHRs tested for taste reactivity to 0.3 M NaCl after FURO + CAP
treatment. Results expressed as means = SEM. n = number of rats. Results analyzed by two-
way repeated measures ANOVA (one factor repetition) and Student Newman Keuls test.
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1.2.  Arterial pressure and heart rate in normotensive rats and SHRs before and
after s.c. FURO + CAP

ANOVA showed significant differences for MAP between strains [F(1,6) = 91.43; p
< 0.001; 1?2 =0.93] and times [F(4,48) = 2.84; p = 0.012; n,”=0.19] and significant
interaction between strains and times [F(4,48) = 2.35; p = 0.032; 1,°=0.16]. MAP was
higher in SHRs than in normotensive rats at baseline (before FURO + CAP) and during the
whole period of recording (120 min after FURO + CAP), (p < 0.05), (Table 1). FURO +
CAP did not change MAP in normotensive rats, but decreased MAP in SHRs from 60 min to
the end of the recording (p < 0.05) (Table 1).

For HR, ANOVA showed significant differences between times [F(4,48) = 3.40; p =
0.004; npz =0.22] , not between strains [F(1,6) = 2.17; p = 0.19] and significant interaction
between strains and times [F(4,48) = 2.21; p = 0.043,; T]pz = 0.15]. HR was higher in SHRs
compared to normotensive rats at 90 and 120 min after FURO + CAP (p < 0.05). Compared
to baseline in the same group, FURO + CAP did not change HR in SHRs or normotensive

rats.
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Table 1.1: MAP and HR in normotensive rats and SHRs before and after s.c. FURO + CAP

Strain Baseline Time after FURO + CAP (min)
0 5 10 15 30 60 90 120

Mean arterial pressure (mmHg)

Normotensive 112+5 112+5 114+4 110+3 109+7 107+3 107+4 11242 1134
SHRs 176+10* 174+9* 161+8* 160+6* 154+6* 156+5* 140+2*+ 141+5*+ 141+12*+

Heart rate (bpm)

Normotensive 331+13 333+13 341+14 368+17 383+20 414+11 394422 373+15 37518
SHRs 363+24 387+30 371+18 362+28 388+20 370+12 394+12 443+26* 419+29*

Results expressed as means + SEM. *Different from normotensive rats. + Different from
baseline. Normotensive rats: n = 4; SHRs: n = 4. Baseline, 20 min before FURO + CAP; 0 -
60 min, post FURO + CAP without fluids; 60 — 120 min, post FURO + CAP with fluids
available. Results analyzed by two-way repeated measures ANOVA (one factor repetition)
and Student Newman Keuls test.
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1.3.  Taste reactivity to 10 0.3 M NaCl after WD-PR in SHRs treated with
losartan i.c.v.

In the taste reactivity test, for hedonic responses, ANOVA showed significant
differences between treatments [F(1,11) = 12.90; p = 0.004; n,? = 0.54], not between times
[F(2,22) = 2.60; p = 0.10] and significant interaction between treatments and times [F(2,22)
= 19.50; p < 0.001; np2 = 0.64] (Figure 3A). For aversive responses (Figure 3B), ANOVA
showed no significant difference between treatments [F(1,11) = 4.80; p = 0.051] and times
[F(2,22) = 0.79; p = 0.47] and no interaction between treatments and times [F(2,22) = 1.70;
p = 0.21]. Losartan i.c.v. reduced the number of hedonic responses at 0 and 30 min of test (p
< 0.05), without changes in aversive responses in this period (Figure 3). However, losartan
did not change the number of hedonic or aversive responses at the end of the sodium
appetite test (60 min) (Figure 3).

In the ingestive test, for 0.3 M NaCl intake, ANOVA showed significant differences
between treatments [F(1,11) = 23.38; p < 0.001; an = 0.68] and times [F(1,11) = 16.99; p <
0.02; np2 = 0.61] and significant interaction between treatments and times [F(1,11) = 8.82; p
= 0.013; np2 = 0.44] (Figure 4A). For water intake, ANOVA showed significant differences
only between times [F(1,11) = 9.86; p = 0.009; 1, = 0.47], not between treatments [F(1,11)
= 0.36; p = 0.56] and no significant interaction between treatments and times [F(1,11) =
1.68; p = 0.22] (Figure 4B). Contrary to taste reactivity responses, losartan abolished 0.3 M
NaCl intake during the whole test (p < 0.05), without changes in water intake (Figure 4).

After 24 h of water deprivation this group of rats ingested 3.2 £ 0.2 mi/100 g of b.wt.

of water in the 2-h period of partial rehydration performed before the injection of losartan.



400

350

300

250

200

150

100

Number of hedonic responses

50

80

70

60

50

40

30

20

Number of aversive responses

WD PR 10

24h 2h -15min0

24h _2h a5 -

A)

3 i.c.v.saline (n=12)
N i.c.v.losartan (n =12)

(e o))

O

Losartan
or saline
i.c.v.

0 min

Before access
to 0.3 NaCl

48

* different from i.c.v. saline

o
o
o

7 3
0 A
o x A
g A
o
30 min

A
g A

A

30 min

60 min

> > >

o

8

60 min

After free access to water
and 0.3 M NaCl

Figure 1.3: Number of A) hedonic and B) aversive responses to 10 infusion of 0.3 M NaCl
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Figure 1.4: Cumulative A) 0.3 M NaCl intake; B) water intake (ml/100 g b.w.) during
sodium intake test while SHRs treated with saline or losartan (100 ng/1 ul) injected i.c.v.
were tested for taste reactivity to 0.3 M NaCl after water deprivation-partial rehydration.
Results expressed as means = SEM. n = number of rats. Results analyzed by two-way
repeated measures ANOVA (one factor repetition) and Student Newman Keuls test.
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1.4. Taste reactivity to 10 0.3 M NaCl in euhydrated SHRs treated with
losartan i.c.v.

In the taste reactivity test, for hedonic responses, ANOVA showed significant
differences between treatments [F(1,10) = 8.91; p = 0.014]; an = 0.47], not between times
[F(2,20) = 0.12; p = 0.89] and no significant interaction between treatments and times
[F(2,20) = 1.40; p = 0.27] (Figure 5A). For aversive responses, ANOVA showed no
significant difference between treatments [F(1,10) = 0.24; p = 0.64] and times [F(2,20) =
1.02; p = 0.38] and no significant interaction between treatments and times [F(2,20) = 0.32;
p = 0.73] (Figure 5B). Hedonic responses to 10 0.3 M NaCl were reduced at 15 and 45 min
after the injection of losartan i.c.v. in euhydrated SHRs (p < 0.05), without changes in
aversive responses (Figure 5). Losartan did not change the number of hedonic or aversive
responses in euhydrated SHRs at the end of the period of evaluation (75 min after losartan)
(Figure 5).

In the ingestive test, for 0.3 M NaCl intake, ANOVA showed significant interaction
between treatments and times [F(1,10) = 13.75; p = 0.004; n,”=0.57] and significant
differences between times [F(1,10) = 9.15; p = 0.013; Tlpz =0.48] not between treatments
[F(1,10) = 2,53 ; p = 0.14] (Table 2). For water intake ANOVA showed significant
differences between treatments [F(1,10) = 5.27; p = 0.045; n,’ = 0.34] and times [F(1,10) =
9.34; p = 0.012; n,” = 0.43] and no significant interaction between treatments and times
[F(1,10) = 3.48; p = 0.09] (Table 2). Losartan i.c.v. did not alter 0.3 M NaCl intake in
euhydrated SHRs, but decreased water intake (p < 0.05) (Table 2).
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(one factor repetition) and Student Newman Keuls test.
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Table 1.2: Cumulative 0.3 M NaCl and water intake in euhydrated SHRs treated with i.c.v.

losartan or saline.

l.c.v. treatment 30 min 60 min

0.3 M NacCl intake (ml)

Saline 0.32+0.19 0.45+0.21
Losartan 0.04 £ 0.02 0.06 £ 0.02
Water intake (ml)

Saline 0.69 + 0.27 1.41 +£0.47
Losartan 0.16 +0.46 0.05+0.18*

Results expressed as means + SEM. n = 11 rats. * Different from saline. Losartan (100 ng/1

ul).
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1.5. Changes in arterial pressure and HR in SHRs treated with losartan i.c.v.
in euhydrated condition or after WD-PR

For the changes in MAP, ANOVA showed no significant difference between
conditions [F(1,5) = 1.00; p = 0.36] and treatments [F(4,20) = 0.41; p = 0.80] and no
significant interaction between conditions and treatments [F (4,20) = 0.70, p = 0.60] (Table
3). For the changes in HR, ANOVA showed no significant difference between conditions
[F(1,5) = 0.62; p = 0.47] or treatments [F(4,20) = 0.17; p = 0.95] and no interaction between
conditions and treatments [F(4,20) = 0.29; p = 0.88] (Table 3). Therefore, losartan injected
I.c.v. produced no change in MAP and HR in SHRs in euhydrated condition of after WD-PR
compared to i.c.v. saline in the same condition (Table 3).

Baseline MAP and HR in SHRs were not different after water deprivation-partial
rehydration compared to euhydrated condition (paired t-test: t =1.88, DF 5; p=0.12and t =
2.01, DF 5; p = 0.10, respectively) (Table 3). MAP and HR were similar to euhydrated
condition in SHRs treated with i.c.v. losartan after 2 h of access to 0.3 M NaCl and water
(185 £ 5 mmHg and 397 + 21 bpm, respectively, vs. euhydrated: 183 + 7 mmHg and 416 +
12 bpm, respectively) (paired t test: t = -0.379, DF 5; p = 0.72 for MAP and t = 0.109, DF 5;
p = 0.97 for HR).
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Table 1.3: Changes in MAP and HR in SHRs after i.c.v. injection of saline or losartan in
euhydrated condition or after water deprivation-partial rehydration

Baseline i cv
Condition pre- . i.c.v. losartan
. saline
saline
0’ 5 10 20°
MAP
(mmHg) Changes in MAP (mmHg)
Euhydrated 183+ 8 1+1 1+1 -1+1 1+1 1+1
After WD-PR 1715 1+1 2+1 2+1 2+1 1+1
HR
(bpm) Changes in HR (bpm)
Euhydrated 416 £13 -10£6  -5%5 -9+6 -9+6 97

After WD-PR 380+9 4+2 -1+9 -6+14 -2%11 -6+8

Results expressed as means £ SEM. n = 6 rats. WD-PR, water deprivation-partial
rehydration. i.c.v., intracerebroventricular. Losartan (100 ng/1 pl). Results analyzed by two-
way RM ANOVA or Student t test.
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4. DISCUSSION

The present results show that the number of hedonic responses to 10 0.3 M NaCl in
euhydrated condition was higher in SHRs than in normotensive rats, without difference in
the number of aversive responses. In normotensive rats, FURO + CAP increased the number
of orofacial hedonic responses and reduced the number of aversive responses to 10 0.3 M
NaCl in relation to euhydrated condition. The changes in orofacial responses produced by
FURO + CAP treatment in normotensive rats were reversed after the ingestion of 0.3 M
NaCl and water. In SHRs, neither FURO + CAP treatment nor fluid intake altered the
number of hedonic and aversive responses.

The blockade of brain AT1 receptors with losartan in SHRs reduced the number of
hedonic responses to 10 0.3 M NaCl in the taste reactivity test performed after a cycle of
WD-PR. Losartan also abolished the increase in 0.3 M NaCl intake. However, the effect on
orofacial responses persisted for 30 min and returned to pre-injection level at 60 min of the
test, when 0.3 M NaCl intake was still abolished. Losartan also reduced the high hedonic
responses that SHRs showed to 10 0.3 M NaCl in euhydrated condition, with no effect on
aversive responses. Similar to the responses after WD-PR, orofacial responses returned to
pre-injection level 75 min after losartan in euhydrated condition.

It has been proposed that continued or prolonged licking to NaCl solutions in SHRs
may indicate reduced negative feedback which typically signals satiety (FLYNN; CULVER;
NEWTON, 2003). The present results suggest that neither acute fluid-depletion nor NaCl
intake affects NaCl palatability in SHRs, which is in part consistent with the suggestion that
the changes in licking rate of NaCl solutions shown by SHRs result from impaired sensory
negative feedback necessary to produce satiety. It is possible that NaCl palatability
impervious to NaCl intake reduces the negative feedback information in SHRs. However,
the present results seem to show more than that. They also suggest that neither production
nor satiation of NaCl need affects the rewarding effect of the salty taste in SHRs.

In normotensive rats, FURO + CAP increased the number of orofacial hedonic
responses and reduced the number of aversive responses to 10 0.3 M NaCl in relation to
euhydrated condition. Such changes were reversed after the ingestion of 0.3 M NaCl and
water. Contrasting with normotensive rats, FURO + CAP produced a significant decrease in
blood pressure in SHRs, but water and 0.3 M NaCl intake was not different from
normotensive rats. Although this acute decrease of about 40 mmHg in blood pressure in

SHRs after FURO + CAP treatment might affect the ingestive test, previous studies (DI
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NICOLANTONIO; MENDELSOHN; HUTCHINSON, 1983; MAY; PARSONS, 1983)
showed that decrease in blood pressure (with hydralazine) to reach normotensive levels did
not change daily 0.9 % NaCl intake by SHRs. Moreover, the maintenance of elevated
number of hedonic responses in SHRs in different conditions of fluid balance (euhydrated,
dehydrated or after fluid repletion) suggests that NaCl palatability in SHRs is not affected by
changes in fluid balance. A question that remains is if the high number of hedonic responses
in euhydrated condition might prevent SHRs from exhibiting an even greater number of
hedonic responses after FURO + CAP or WD-PR.

Water deprivation-partial rehydration produced no change in arterial pressure in
SHRs [(PEREIRA-DERDERIAN et al., 2010) and present results] and again, the
maintenance of elevated number of hedonic responses in SHRs was observed in different
conditions, i.e., after WD-PR or 30 and 60 min after the ingestion of 0.3 M NaCl and water
(intake test). I.c.v. losartan abolished WD-PR-induced 0.3 M NaCl intake in SHRs, without
changing arterial pressure, which suggests that central angiotensinergic mechanisms
involved in the control of water and NaCl intake are not important for the maintenance of
hypertension in SHRs.

Whereas NaCl intake depended totally on brain AT1 receptor activation, NaCl
palatability depended only partially on these receptors. It seems that a system responsible for
NaCl palatability somehow overcame the blockade of brain ANG I1 receptors, thus allowing
NaCl taste “good” in spite of the inhibition of NaCl intake. This resembles the dissociation
found in neural dopaminergic mechanisms that control “wanting” and “liking” of sweet taste
(BERRIDGE; KRINGELBACH, 2008). How much of the present results overlap with the
evidence of hyperactivity of the mesolimbic system in SHRs (PAPA et al., 2002) or to a
non-specific enhanced “liking” of other tastes remains open to further investigation.

The increased daily 0.3 M NaCl intake by SHRs compared to normotensive rats can
be related to the increased palatability in euhydrated condition in SHRs as shown in the
present study. In addition, the blockade of central angiotensinergic production decreases
NaCl intake in SHRs, suggesting that the increase in NaCl intake in SHRs may also depend
on a central hyperactivity of the renin-angiotensin system as previously proposed
(DINICOLANTONIO; HUTCHINSON; MENDELSOHN, 1982; DI NICOLANTONIO et
al., 2004). An increased activity in the efferent pathways from the subfornical organ to the
median preoptic nucleus was demonstrated in SHRs when compared to normotensive rats
(TANAKA et al., 1995). More Fos-IR was expressed in the lamina terminalis in SHRs in
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response to either central or systemic infusions of ANG Il (ROWLAND et al., 1995;
BLUME et al., 1997), as well as in the subfornical organ after WD-PR (Pereira-Derderian et
al. 2010). The present results suggest a partial dissociation between NaCl intake and
palatability in SHRs. Although hedonic responses to 10 0.3 M NaCl returned to elevated
levels 60 min after the i.c.v. injection of losartan, NaCl intake was still abolished, which
suggests that NaCl intake depends on central AT1 receptor activation even in a condition of
increased palatability. On the other hand, high levels of palatability were detected in SHRs
when central AT1 receptors were still blocked (60 min after losartan), which suggests that
additional mechanisms not dependent on central AT1 receptor activity are also involved in
the increased palatability in SHRs. And the increased palatability alone in SHRs do not
necessarily cause ingestion of NaCl, a behavior that also depends on the activity of central
AT1 receptors, i.e., depends also on the activity of facilitatory mechanisms. Therefore, the
robust daily NaCl intake by SHRs likely results from increased palatability of NaCl, in
conjunction with AT1 receptor activation.

Contrary to the effect of central AT1 receptor activation increasing NaCl palatability
in SHRs, it was reported that ANG Il acting peripherally on AT1 receptors in taste cells
reduces NaCl palatability in normotensive rats (SHIGEMURA et al, 2013). The
investigation of this peripheral mechanism of ANG Il on AT1 receptors in taste cells in
SHRs is important to answer questions about the palatability in SHRs. In the same direction,
it is also possible that SHRs are less responsive to inhibitory signals produced by the
ingestion of NaCl, which is similar to normotensive rats with blockade of inhibitory
mechanisms of the lateral parabrachial nucleus (LPBN) (ANDRADE et al., 2011).
Therefore, studies might also investigate the pathways that convey inhibitory signals
including central integration of inhibitory signals in SHRs, particularly the modulation of

palatability and NaCl intake by the LPBN mechanisms.

5. CONCLUSION

The present results suggest that NaCl palatability is elevated in SHRs and independent
from body fluid balance. The results also suggest that central AT1 receptors are part of the
mechanisms activated to increase NaCl intake and palatability in SHRs. In addition, a partial
dissociation between NaCl intake and palatability in SHRs is suggested. More studies are
necessary to better understand the correlation among palatability, NaCl intake and central

AT1 receptor activity in SHRs, particularly the dissociation between NaCl intake and
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palatability when central AT1 receptors are blocked in fluid depleted SHRs. In this
direction, investigation might try to find why treatments like FURO + CAP or the ingestion
of hypertonic NaCl produces no change in NaCl palatability in SHRs.
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Capitulo 2

TASTE PALATABILITY PROFILE IN SPONTANEOUSLY
HYPERTENSIVE RATS SUBMITTED TO WATER
DEPRIVATION - PARTIAL REHYDRATION




62

ABSTRACT

The 24 h of water deprivation + 2 h of partial rehydration (WD-PR) protocol allows
the rat to quench its thirst ingesting only water during the PR, thereby separating thirst from
sodium appetite. The spontaneously hypertensive rats (SHRs) have enhanced palatability for
NaCl taste as measured by the increased number of hedonic versus aversive responses to
intraoral infusion (1 ml/min) of 0.3 M NaCl, in a taste reactivity test in euhydrated or fluid
depleted condition. Here, we investigated whether the same applies to other taste solutions
infused intraorally, to SHRs (n=8-10) in euhydrated condition or at the end of a cycle of
WD-PR. SHRs had similar number of hedonic responses to 2% sucrose, whether after WD-
PR (142 + 25) or in euhydrated condition (95 + 19), responses increased when compared to
Holtzman normotensive rats (n=8-10) after WD-PR (21 * 6) or in euhydrated condition (13
* 3). SHRs also showed increased number of aversive responses to 1.4 mM quinine sulphate
compared to normotensive rats, whether euhydrated (86 * 6, vs. normotensive: 54 + 7) or at
the end of a cycle of WD-PR (89 + 9, vs. normotensive: 40 £ 9). The results suggest that
similar to NaCl taste, sweet taste responses are increased in SHRs and resistant to challenges
in bodily fluid balance. They also showed a more intense aversive response in SHRs to bitter
taste compared to normotensives. This suggests that the enhanced response of SHRs to taste
rewards does not correspond to a decreased response to a typical aversive taste.
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1. INTRODUCTION

It is possible to evaluate the influence of different treatments on palatability
recording the motor orofacial responses of the rat to minute intraoral infusions of taste
solutions (taste reactivity test) with no significant post-ingestive consequences (GRILL;
NORGREN, 1978; BERRIDGE, 2000; 2018). Using the taste reactivity test, it was
previously demonstrated that normotensive rats display increased number of hedonic
reactions and insignificant number of aversive reactions to intraoral infusions of sucrose
solutions (CABANAC; LAFRANCE, 1990; BERRIDGE, 1991; BRESLIN; SPECTOR,;
GRILL, 1992; GRILL; SCHWARTZ; TRAVERS, 1992; CLARKE; OSSENKOPP, 1998),
showing that sweet taste has a potent hedonic impact (BERRIDGE, 2000).

Sodium-depleted rats have a very selective ingestive behavior towards sodium salts,
particularly to those with salty taste such as NaCl (RICHTER; ECKERT, 1938;
SCHULKIN, 1991; BRESLIN; SPECTOR; GRILL, 1993). In addition, sodium depletion
enhances above unity the hedonic:aversive orofacial motor response ratio to intraoral
infusions of hypertonic NaCl (BERRIDGE et al., 1984). In other words, one can say that
sodium depletion makes hypertonic NaCl more “hedonic” or palatable (BERRIDGE et al.,
1984; SCHULKIN, 1991).

The spontaneously hypertensive rats (SHRs), animal model of essential hypertension
(OKAMOTO; AOKI, 1963) with hyperactive RAS, have increased hypertonic saline (NaCl)
intake, in two bottle (water and saline) tests, even under normovolemic conditions
(DINICOLANTONIO; HUTCHINSON; MENDELSOHN, 1982; WILCZYNSKI;
LEENEN, 1987; DI NICOLANTONIO; SILVAPULLE, 1988; TANAKA et al., 1995; ELY;
TURNER; MILSTED, 2000; VEERASINGHAM; RAIZADA, 2003; DI NICOLANTONIO
et al., 2004; KOGA et al., 2008). We have shown recently that SHRs also have enhanced
palatability for NaCl taste as measured by the increased number of hedonic versus aversive
responses to intraoral infusion (1 ml/min) of 0.3 M NaCl, in a taste reactivity test, whatever
their body-fluid status (PEREIRA et al., 2021).

Previous data from the literature have shown that SHRs have increased preference
for sucrose compared to normotensive strains. SHRs had unremarkable intakes of low
concentrations of sucrose (10 — 50 mM), but notably high intakes of high concentration of
sucrose solution (100 mM) when compared to other normotensive strains (TORDOFF;
ALARCON; LAWLER, 2008). During a sucrose preference testing in the home cage, SHR
drank significantly more 4% (0,15 M) sucrose than both Wistar Kyoto (WKY) and Wistar
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rats, with no change in food intake among strains (DOMMETT; ROSTRON, 2013).
Considering bitter taste, previous study showed no differences in quinine hydrochloride
(QHCI) intake (0.01 mM - 1 mM) among SHRs and other normotensive strains
(TORDOFF; ALARCON; LAWLER, 2008). However, SHRs showed increased
glossopharyngeal nerve response to 2.5 mM and 25 mM quinine hydrochloride when
compared to WKY rats (FORMAKER; HILL, 1991).

Here we investigated whether SHRs would also show differences in taste profile to
other tastes (2% sucrose, 1.4 mM quinine sulphate and water), infused intraorally, when
compared to normotensive rats. Considering that SHRs have increased NaCl palatability
whatever their body-fluid status, the palatability to other tastes was tested under euhydrated
condition or with appetite or motivated to ingest substantial amounts of 0.3 M NaCl. To
induce sodium appetite, it was used the 24 h of water deprivation + 2 h of partial rehydration
(WD-PR) protocol, which allows the rat to quench its thirst ingesting only water during the
PR, thereby separating thirst from sodium appetite (SATO; YADA; DE LUCA, 1996; DE
LUCA etal., 2002; DE LUCA et al., 2010).

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Animals

Male normotensive Holtzman rats (n = 10) and spontaneously hypertensive rats (SHRs,
n = 10) bred in the facility at School of Dentistry - Sdo Paulo State University - Araraquara
— SP, weighing 180 — 200 g in the beginning of the tests were used. Rats were individually
housed in stainless steel cages with free access to normal sodium diet (0.5-1.0%, Guabi rat
chow, Paulinia, SP, Brazil), water and 0.3 M NaCl to ingest. Temperature was maintained at
23 + 2 °C and humidity at 55 £ 10% on a 12:12 light—dark cycle with light onset at 7:00
AM. All tests were done during the light phase (from 08:00 AM to 4:00 PM). The Ethical
Committee for Animal Care and Use from the Dentistry School of Araraquara, UNESP
approved the experimental protocols used in the present study (protocol 24/2016). The
protocols followed the recommendations from the National Council for the Control of
Animal Experimentation (CONCEA).

2.2. Implant of intraoral cannulas
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Rats received implant of an intraoral (I0) cannula under anesthesia with ketamine
(80 mg/kg of body weight) combined with xylazine (7 mg/kg of body weight) i.p. The 10
cannula consisted of a polyethylene tubing (PE 50) with a flared end threaded through a
silicon washer (endodontic stop). A 23 G needle bridged the other end to an 18 G needle.
The beveled end of the 18 G needle remained free to guide the whole cannula/needle system
from the mouth through the inner limit of masticatory muscle facing the temporal bone
under the zygomatic arch and tunneling under the skin caudal to the eye to exit on the top of
the skull. The washer ended resting against the mucobuccal fold region near to the first and
second molar teeth. The bridged needles were replaced by a 10 mm 23 G stainless steel
cannula, thus constituting the “infusion end” of 10 cannula to be anchored to the top skull
surface with acrylic resin and jeweler screws. The 10 cannula does not interfere with the

normal eating behavior of the rat and allow the direct infusion of solutions into the mouth.

2.3. Taste reactivity test

To all rats with 10 cannula were given a 3-day habituation period, when they were
exposed to the square glass taste reactivity chamber (25 x 25 c¢cm) for 10 min, before
receiving an 10O infusion of 1 ml of water during 1 min.

In each taste reactivity test, 10 infusions (1 ml during 1 min) of 0.3 or 0.5 M NaCl,
2% sucrose and 1.4 mM quinine sulphate solutions were performed connecting a syringe to
the 10 cannula with polyethylene tubing. The speed of the infusion was controlled using a
Harward pump (Syringe Pump Model 33). The behavior of each rat during the 10 infusions
of taste solutions was videotaped via a mirror mounted beneath the transparent floor of the
taste reactivity chamber. The recorded image was enlarged so the face and mouth of the rat
filled the entire screen. See appendix for details of taste reactivity apparatus (Appendix 2.1).
The behavior of each rat was scored for the occurrence of hedonic (ingestive) and aversive
(rejection) taste reactivity components [see (GRILL; BERRIDGE, 1985) for a description
and discussion of taste reactivity analysis, components and classification]. Hedonic
responses were considered: paw licking, lateral tongue protrusions (non-rhythmic tongue
protrusions past the lip followed by forward extension) and rhythmic tongue protrusions
along the midline. Neutral responses were considered: mouth movements and passive
dipping. Aversive responses were considered: gapes (large openings of the mandible and
retraction of the lower lips); face washing (either a single wipe over the face with the paws

or a bout of several wipes); forelimb flails (shaking of the forelimb); head shaking; paw
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treading, planting of the limbs on the floor and alternating forceful strikes forward and
backward; and rapid locomotion around the chamber. For examples of ingestive and
aversive reactions, please see BERRIDGE, 2022. Videotapes were scored in a slow-motion
analysis, without the observer knowing the treatment condition. The means for hedonic or
aversive score were computed for each group. The hedonic or aversive scores were
independently analyzed, since they represent phenomenological different categories of
behavior (GRILL; BERRIDGE, 1985; BERRIDGE, 2000; ANDRADE et al., 2011;
PEREIRA et al., 2019).

2.4. Measurements of water and NaCl intake
Rats were tested in their home cages with no access to food during the test. Water
and 0.3 M NaCl were provided from burettes with 0.1 ml divisions that were fitted with

metal drinking spouts.

2.5 Statistical analysis

The results are reported as means = SEM. Student’s t test was used to compare water
intake during PR. Two-way ANOVA (using strains and conditions as factors) and Student
Newman Keuls test were used to analyze fluid intake and taste reactivity. Differences were
considered significant at P < 0.05. Data were analyzed for normality and homogeneity of
variance prior to conducting ANOVAs. Effect sizes were calculated as Cohen's D for
significant t-tests (https://www.spss-tutorials.com/downloads/Cohens-d.xIsx) and partial eta
squared (n,’) for significant ANOVAs (LAKENS, 2013).

3. EXPERIMENTAL PROTOCOL

3.1. NaCl intake and taste reactivity to 10 taste solutions in water deprived-partial
dehydrated (WD-PR) normotensive rats and SHRs

Orofacial motor responses to 1 min infusion of 10 distilled water, 0.3 M NaCl, 0.5 M
NaCl, 2% sucrose or 1.4 mM quinine sulphate, in random sequence, were recorded under
basal conditions. Rats were deprived of water and 0.3 M NaCl, with free access to food for
24 h (WD). At the end of this period, a glass burette containing filtered water was offered
for 2 h (PR) (DE LUCA et al., 2010). At the end of the PR, orofacial motor responses to 1

min infusion of taste solutions were recorded. Immediately after stopping this recording of
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the taste reactions, a glass burette containing 0.3 M NaCl was added to the cage. Water and
0.3 M NacCl intake measurements and the recordings of orofacial motor responses to 10 taste
solutions were performed again after the access to 0.3 M NaCl to ingest during 60 min. To
record taste reactions, rats were moved from their home cages to the taste reactivity
chamber. At the end of each taste reaction recording session, rats were moved back to their
home cages where they had water and 0.3 M NaCl available to ingest.

Each rat was submitted to two tests. In each test, the group of rats was divided in
two; half of the group received two of the taste solutions, and the remaining rats the other
three. After a 48-h interval, the same protocol was repeated in the same rats in a
counterbalanced design. Taste solutions (distilled water, 0.3 M NaCl, 0.5 M NaCl, 2%
sucrose or 1.4 mM quinine sulphate) were infused in random sequence. The 10 cannula was
empty, rinsed with 0.1 ml of distilled water and emptied again before the following infusion,
with a 5 min-interval between the next one. See the scheme of this protocol in the appendix,
item 2.2
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4. RESULTS

4.1. NaCl intake during sodium appetite test in WD-PR normotensive rats and
SHRs

SHRs ingested less water during the partial rehydration compared to normotensive
rats (SHR: 9.4 £ 0.4, vs. normotensive rats: 14.5 £ 0.8 ml/2 h) (tusy = 5.59, p < 0.001;
Cohen’s D: -2.5). However, SHRs ingested more 0.3 M NaCl and water during the sodium
appetite test compared to normotensive rats. (Figure 1). Two-way ANOVA showed
differences for 0.3 NaCl intake between strains [F(1, 36) = 8.3; p < 0.05; npz: 0.187] and
times [F(1, 36) = 8.5; p < 0.05; npzi 0.19], with no interaction between strains and times
[F(1, 36) = 3.2; p > 0.05] (Figure 1A). Two-way ANOVA showed differences for water
intake between strains [F(1, 36) =23.9; p <0.001; npz: 0.399] and times [F(1, 36) =5.6; p <
0.05; n,”: 0.134], with no interaction between strains and times [F(1, 36) = 0.04; p > 0.05]
(Figure 1B).
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Figure 2.1: Cumulative A) 0.3 M NaCl and B) water intake during the sodium appetite test
by SHRs and normotensive rats tested for taste reactivity to 10 taste solutions after 24 h of
WD-PR. Results expressed as means £ SEM. n = number of rats. Results analyzed by two-
way ANOVA.
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4.2. Taste reactivity to 10 infusion of 2% sucrose before and after the sodium
appetite test in WD-PR normotensive rats and SHRs

SHRs had similar number of hedonic responses to 2% sucrose whether after WD-PR
(142 + 25), after sodium appetite test (104 £ 14) or in euhydrated condition (95 £ 19). In all
the cases, these responses were increased in SHRs compared to normotensive rats after WD-
PR (21 £ 6), after sodium appetite test (21 + 5) or in euhydrated condition (13 + 3). Aversive
responses were not different comparing SHRs and normotensive rats.

Two-way ANOVA showed differences for hedonic reactions for 2% sucrose between
strains [F(1, 44) =71.3; p <0.001; npz: 0.618] with no differences between conditions [F(2,
44) = 2.0; p > 0.05] nor interaction between strains and conditions, [F(2, 44) = 1.3; p > 0.05]
(Figure 2A). For aversive reactions to 2% sucrose there were no difference between strains
[F(1, 44) = 0.19; p > 0.05], conditions [F(2, 44) = 0.52; p > 0.05] or interaction between
strains and conditions, [F(2, 44) = 0.4; p > 0.05], (Figure 2B).
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Figure 2.2: Number of A) hedonic and B) aversive responses to 10 infusion of 2% sucrose
in euhydrated condition and prior (0 min) and after the sodium appetite test in SHRs and
normotensive rats submitted to 24 h of WD-PR. Results expressed as means = SEM. n =
number of rats. Results analyzed by two-way ANOVA and Student Newman Keuls test.
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4.3. Taste reactivity to 10 infusion of 1.4 mM quinine sulphate before and after the

sodium appetite test in WD-PR normotensive rats and SHRs

SHRs showed increased number of aversive responses to 1.4 mM quinine sulphate
compared to normotensive rats whether euhydrated (86 + 6, vs. normotensive: 54 + 7), at the
end of a cycle of WD-PR (89 £ 9, vs. normotensive: 40 + 9) or after the sodium appetite test
(83 £ 6, vs. normotensive: 39 + 10) (Figure 3). Hedonic responses to quinine were very low
in normotensive rats and absent in SHRs whether euhydrated (euhydrated: 0.4 + 0.4, vs.
normotensive: 2 + 1), at the end of a cycle of WD-PR (0 = 0, vs. normotensive: 0.6 + 0.4) or
after the sodium appetite test (0 + 0, vs. normotensive: 2 + 1) (Figure 3). Aversive and
hedonic responses were not different comparing conditions in each strain.

Two-way ANOVA showed differences for hedonic reactions for 1.4 mM quinine
sulphate between strains [F(1, 48) = 7.37; p < 0.05; npz: 0.133], with no difference between
conditions [F(2, 48) = 0.82; p > 0.05] or interaction between strains and conditions [F(2, 48)
=0.89; p > 0.05] (Figure 3A). For aversive reactions to 1.4 mM quinine sulphate, there were
differences between strains [F(1, 48) = 40.3; p < 0.001; npz: 0.456], but not for conditions
[F(2, 48) = 0.64; p > 0.05] or interaction between strains and conditions, [F(2, 48) = 0.62; p
> 0.05], (Figure 3B).
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Figure 2.3: Number of A) hedonic and B) aversive responses to 10 infusion of 1.4 mM
quinine sulphate in euhydrated condition and prior (0 min) and after the sodium appetite test
in SHRs and normotensive rats submitted to 24 h of WD-PR. Results expressed as means +
SEM. n = number of rats. Results analyzed by three-way ANOVA and Student Newman
Keuls test.
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4.4. Taste reactivity to 10 infusion of 0.3 M NaCl before and after the sodium
appetite test in WD-PR normotensive rats and SHRs

Compared to normotensive rats, SHRs had increased number of hedonic responses to
0.3 M NaCl after WD-PR (149 + 29; vs. normotensive rats: 30 + 14), after sodium appetite
test (185 + 26; vs. normotensive rats: 21 + 10) or in euhydrated condition (146 + 19; vs.
normotensive rats: 15 + 11) (Figure 4A). Aversive responses were also reduced in SHR
when compared to normotensive rats after sodium appetite test (14 + 3; vs. normotensive
rats: 51 + 13) (Figure 4B).

Two-way ANOVA showed differences for hedonic reactions to 0.3 M NaCl between
strains [F(1, 48) = 59.4; p < 0.001; npz: 0.55], with no difference between conditions [F(2,
48) = 0.5; p > 0.05] or interaction between strains and conditions [F(2, 48) = 0.6; p > 0.05]
(Figure 4A). For aversive reactions to 0.3 M NaCl, there were differences between strains
[F(1, 48) = 14.7; p < 0.05; npz: 0.23], with no difference between conditions [F(2, 48) = 0.3;
p > 0.05] or interaction between strains and conditions [F(2, 48) = 1.1; p > 0.05] (Figure
4B).
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Figure 2.4: Number of A) hedonic and B) aversive responses to 10 infusion of 0.3 M NaCl
in euhydrated condition and prior (O min) and at the end of the sodium appetite test in SHRs
and normotensive rats submitted to 24 h of WD-PR. Results expressed as means = SEM. n =
number of rats. Results analyzed by three-way ANOVA and Student Newman Keuls test.
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4.5. Taste reactivity to 10 infusion of 0.5 M NaCl before and after the sodium
appetite test in WD-PR normotensive rats and SHRs

Compared to normotensive rats, SHRs had increased number of hedonic responses to
0.5 M NaCl after WD-PR (87 % 21; vs. normotensive rats: 9 * 4), after sodium appetite test
(72 £ 28; vs. normotensive rats: 3 = 1) or in euhydrated condition (85 + 25; vs. normotensive
rats: 16 = 4) (Figure 5A). Aversive responses were similar comparing normotensive rats and
SHRs (Figure 5B).

Two-way ANOVA showed differences for hedonic reactions for 0.5 M NaCl
between strains [F(1, 54) =23.8; p <0.001; npz: 0.31], but no difference between conditions
[F(2, 54) = 0.3; p > 0.05] or interactions between strains and conditions, [F(2, 54) = 0.04; p
> 0.05] (Figure 5A). For aversive reactions to 0.5 M NaCl, there were no difference between
strains [F(1, 54) = 0.12; p > 0.05;], conditions [F(2, 54) = 0.45; p > 0.05], nor significant
interactions between strains and conditions, [F(2, 54) = 1.36; p > 0.05] (Figure 5B).
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Figure 2.5: Number of A) hedonic and B) aversive responses to 10 infusion of 0.5 M NaCl
in euhydrated condition and prior (O min) and at the end of the sodium appetite test in SHRs
and normotensive rats submitted to 24 h of WD-PR. Results expressed as means + SEM. n =
number of rats. Results analyzed by three-way ANOVA and Student Newman Keuls test.
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4.6. Taste reactivity to 10 infusion of distilled water before and after the sodium
appetite test in WD-PR normotensive rats and SHRs

Compared to normotensive rats, SHRs had increased number of hedonic responses to
distilled water after WD-PR (40 + 9; vs. normotensive rats: 3 = 2) and after sodium appetite
test (56 £ 18; vs. normotensive rats: 0.3 + 0.3), not in euhydrated condition (32 £ 16; vs.
normotensive rats: 9 + 3) (Figure 6A). SHRs had reduced aversive responses to distilled
water after sodium appetite test (22 + 6; vs. normotensive rats: 63 + 13), not after WD-PR
(37 £ 5; vs. normotensive rats: 56 + 9) or in euhydrated condition (20 £ 5; vs. normotensive
rats: 39 + 12) (Figure 6B).

Two-way ANOVA showed differences for hedonic reactions for distilled water
between strains [F(1, 50) = 16.8; p < 0.001; npz: 0.25], but no difference between conditions
[F(2,50) = 0.28; p > 0.05] or interaction between strains and conditions, [F(2,50) = 0.36; p >
0.05] (Figure 6A). For aversive reactions, there were differences between strains [F(1, 50) =
14.4; p <0.001; npzz 0.22], but no difference between conditions [F(2, 50) = 2.4; p > 0.05] or
interaction between strains and conditions, [F(2,50) = 1.1; p > 0.05], (Figure 6B).
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Figure 2.6: Number of A) hedonic and B) aversive responses to 10 infusion of distilled
water in euhydrated condition and prior (O min) and at the end of the sodium appetite test in
SHRs and normotensive rats submitted to 24 h of WD-PR. Results expressed as means +
SEM. n = number of rats. Results analyzed by three-way ANOVA and Student Newman
Keuls test.



80

5. DISCUSSION

SHRs had similar number of hedonic responses to 0.3 and 0.5 M NaCl and 2%
sucrose whether after WD-PR, after sodium appetite test or in euhydrated condition. In all
these conditions hedonic responses to 0.3 and 0.5 M NaCl and 2% sucrose were increased in
SHRs compared to normotensive rats. Also, no matter the condition, SHRs showed
increased number of aversive responses to 1.4 mM quinine sulphate compared to
normotensives. No consistent difference in aversive responses to 0.3 and 0.5 M NaCl or 2%
sucrose and on hedonic responses to 1.4 mM quinine sulphate was detected comparing
SHRs and normotensive rats. The results suggest that SHRs have increased hedonic
responses to solutions 2% sucrose, 0.3 and 0.5 M NaCl or even neutral taste (distilled
water), whereas they have increased aversive responses to more non palatable taste solutions
(quinine sulphate). Therefore, SHRs have a non-specific increase in taste sensation (hedonic
or aversive) that is correlated to the property of the taste stimulus (palatable or not). This
also suggests that the enhanced response of SHRs to taste rewards is not correlated to a
decreased response to a typical aversive taste.

SHRs had increased 0.3 M NaCl and water intake during the sodium appetite test
(induced by WD-PR) when compared to normotensive rats, corroborating previous studies
from our laboratory (PEREIRA-DERDERIAN et al., 2010; PEREIRA-DERDERIAN et al.,
2016; PEREIRA et al., 2021). Similar to our previous studies (PEREIRA et al., 2019;
PEREIRA et al., 2021) the present results also showed that SHRs have enhanced palatability
to NaCl taste in normovolemic or fluid depleted condition, when compared to normotensive
rats. Similar to NaCl palatability, after rats had quenched their thirst after ingestion of only
water (WD-PR condition) SHRs had similar number of hedonic responses to 2% sucrose
when compared to euhydrated condition. And again, similar to NaCl taste, these responses
were increased when compared to normotensive rats that entered a WD-PR or euhydrated
condition. The present results showing increased sucrose palatability in SHRs corroborates
previous data from the literature showing that SHRs have increased preference to sucrose
compared to normotensive strains. SHRs have increased intakes of low (10 — 50 mM) or
high concentration of sucrose solution (100 mM) when compared to normotensive strains
(TORDOFF; ALARCON; LAWLER, 2008) or even 4% sucrose (0,12 M) compared to
WKY or Wistar rats (DOMMETT; ROSTRON, 2013). In the present study, SHRs showed
increased hedonic responses to 2% (0.06 M) sucrose compared to normotensive rats, without

differences in aversive responses.
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The previous studies (PEREIRA et al., 2019; PEREIRA et al., 2021) showed that
whereas NaCl intake depends totally on brain AT1 receptor activation, NaCl palatability
depends only partially on these receptors. It seems that a system responsible for NaCl
palatability somehow overcame the blockade of brain ANG Il receptors, thus allowing NaCl
taste “good” despite the inhibition of NaCl intake. This resembles the dissociation found in
neural dopaminergic mechanisms that control “wanting” and “liking” of sweet taste
(BERRIDGE; KRINGELBACH, 2008). The increased preference to sucrose by SHRs was
suggested to be related to an increased response of hypothalamic B-endorphinergic systems
to sucrose drinking compared to WKY rats (ZHANG; ROCKHOLD, 1993). The same
mechanisms may be involved in the increased palatability to sucrose in euhydrated
condition. In addition, a possible involvement of AT1 receptors after WD-PR cannot be
discarded. Besides forebrain opioids and angiotensinergic mechanisms, there are previous
studies with normotensive rats suggesting the involvement of hindbrain areas in the taste
reactivity modulation, such as parabrachial nucleus, rostral solitary nucleus and reticular
formation (SODERPALM; BERRIDGE, 2000; BIONDOLILLO; WILLIAMS; KING,
2009; KINZELER; TRAVERS, 2011). However, if these hindbrain mechanisms are also
involved in taste reactivity modulation in SHRs is still an open question.

SHRs also showed increased number of aversive responses to 1.4 mM quinine
sulphate compared to normotensive rats, whether euhydrated or at the end of a cycle of WD-
PR. These results suggest that SHRs have no non-specific enhanced palatability to different
tastes. A previous study showed no differences in quinine hydrochloride (QHCI) intake
(0.01 mM — 1 mM) among SHRs and other normotensive strains (TORDOFF; ALARCON;
LAWLER, 2008). However, SHRs showed increased glossopharyngeal nerve response to
2.5 mM and 25 mM quinine hydrochloride when compared to WKY rats (FORMAKER,;
HILL, 1991). This increased glossopharyngeal nerve response to quinine by SHRs might
explain the increased number of aversive responses to 10 1.4 mM quinine sulphate by
SHRs, when compared to normotensive rats in the present study. However, further studies
are necessary to elucidate this question.

In summary, the present results show that similar to NaCl, SHRs have increased
hedonic responses to sucrose compared to normotensive rats. In addition, they suggest that
similarly salt and sweet taste in SHRs resisted challenges to bodily fluid balance. They also

show a more intense aversive response of SHRs to bitter taste compared to normotensives.
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This suggests that the enhanced response of SHRs to taste rewards does not correspond to a
decreased response to a typical aversive taste.
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Capitulo 3

ALTERACOES NA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA
CARDIACA INDUZIDAS POR ESTIMULOS GUSTATORIOS EM
RATOS NORMOTENSOS E ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSOS
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1. INTRODUCAO

Deplecéo de sodio, apetite por sodio e angiotensina Il (ANG I1) atuando no cérebro
influenciam a ingestdo de NaCl, bem como o perfil hedénico, ou palatabilidade, do sabor
salgado em ratos normotensos (BERRIDGE et al., 1984; BERRIDGE; SCHULKIN, 1989;
SATO; YADA,; DE LUCA, 1996; PEREIRA et al., 2019; ZENATTI et al., 2020).

Ratos espontaneamente hipertensos (SHRs) apresentam elevada palatabilidade ao
NaCl, independentemente do balanco hidro mineral, (PEREIRA et al., 2021). Nossos
resultados também sugerem que os receptores centrais AT1 fazem parte dos mecanismos
ativados para aumentar a ingestdo de NaCl e a palatabilidade em SHRs. Uma dissocia¢ao
parcial entre ingestdo de NaCl e palatabilidade em SHRs também ¢ sugerida, embora ainda
ndo muito bem compreendida. Em fémeas SHRs foi verificado o efeito inibitorio do
estrogeno sobre o apetite ao sddio, associado a reducdo de sua palatabilidade (PEREIRA et
al., 2019).

As informacdes sensoriais provenientes das papilas gustativas que chegam ao nucleo
do trato solitario (NTS) também sdo retransmitidos para neurénios do tronco cerebral que
estdo envolvidos em fungdes motoras e autondmicas reflexas (BRADLEY, 2007). Os
estimulos gustatoérios regulam a atividade eferente autbnoma, promovendo os reflexos para a
secrecdo salivar, gastrica e de insulina, 0os quais sdo importantes para 0 metabolismo e
digestdo e absorc¢do de nutrientes [para revisdo vide (KITAMURA et al., 2010)].

Ainda é pouco conhecida a influéncia dos estimulos gustatorios sobre a atividade
autbnoma cardiovascular. Estudo de Yonemura e cols (1989) mostrou que das quatro
qualidades de estimulos gustativos testados, apenas HCI e NaCl, mas ndo quinina e
sacarose, foram eficazes em aumentar a frequéncia cardiaca e a pressao arterial em ratas
anestesiadas. Essas alteracGes no sistema cardiovascular foram associadas ao aumento da
atividade simpatica cardiaca eferente e a diminuicdo da atividade vagal (YONEMURA et
al., 1989). Foi demonstrado também que estimulacdo tatil e gustatoria da nasofaringe
promove respostas cardiovasculares em ratas normotensas anestesiadas, sugerindo que a
informagdo gustatoria e mecanica, via o ramo faringeo do nervo glossofaringeo (IX), pode
promover respostas cardiovasculares, além do processamento da sensacdo do gosto
(HANAMORI; ISHIKO, 1993).

Contudo, os estudos citados foram realizados em animais anestesiados e ainda

permanece desconhecido o efeito de estimulos da cavidade oral, principalmente de
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diferentes gostos, sobre a atividade eferente autdbnoma cardiovascular em animais
conscientes. Assim sendo, 0 objetivo deste estudo foi investigar se a estimagdo gustatoria,
além de promover respostas orofaciais, também alteram respostas autdbnomas
cardiovasculares. Para tanto, a pressdo arterial e frequéncia cardiaca foram avaliadas durante
estimulagdo gustatdria em ratos normotensos e SHRs, em condi¢bes basais e durante

episodios de desidratacéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Animais

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (Spontaneously Hypertensive
Rats, SHR) e ratos normotensos (Holtzman), provenientes do Biotério de criacdo da FOAr,
com peso em torno de 250 - 350 g. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de
aco inoxidavel suspensas em estantes (gaioleiros), com livre acesso a ragdo comercial, &gua
e solucdo de NaCl 0,3 M. Os ratos foram mantidos em salas climatizadas (temperatura de 23
+ 2° C e umidade 50 + 10%) com ciclo claro-escuro 12-12 h (luz 7:00 — 19:00 h). A ingestao
de &gua e NaCl 0,3 M foi registrada diariamente. Os procedimentos e protocolos
experimentais descritos aqui foram aprovados pela CEUA — FOAr (protocolos no: 02/2016),
de acordo com a legislacéo vigente e resolugdes normativas Conselho Nacional de Controle

de Experimentacdo Animal (Concea).

2.2 Registro da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram registradas em
ratos ndo anestesiadas. Sob anestesia de cetamina (80 mg/kg de peso corporal) combinado
com xilazina (7 mg/kg de peso corporal), um tubo de polietileno (PE-10 conectado a uma
PE-50) foi inserido na aorta abdominal através da artéria femoral no dia anterior aos
experimentos. O tubo foi transpassado subcutaneamente e exposto no dorso do rato. Para o
registro da pressao arterial pulsatil, PAM e FC, o cateter arterial foi conectado a um
transdutor de pressdo acoplado a um pré-amplificador (modelo ETH-200 Bridge Bio
Amplifier, CB Sciences, Dover, NH, EUA) conectado a um sistema de aquisi¢do de dados
(modelo Powerlab 16SP; ADInstruments, Castle Hill, Austrélia).
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2.4 Inducdo da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M

Protocolo de privagdo hidrica e reidratacdo parcial — PH-RP foi feito de acordo com
estudos prévios (DE LUCA et al., 2002; PEREIRA-DERDERIAN et al., 2010). O modelo
de privacdo hidrica com reidratacédo parcial com agua por 2 horas (PH-RP) fornece subsidios
para o estudo da sede e apetite ao sodio, separadamente. O animal foi privado de agua por
24 horas, e ao final desse periodo observa-se aumento da osmolaridade e sodio plasmaticos,
hipovolemia e aumento da atividade de renina plasmatica. O periodo de reidratacdo parcial
(2 horas de acesso apenas a agua) corrige totalmente o aumento da osmolaridade plasmatica
e parcialmente a hipovolemia, enquanto o aumento da atividade de renina plasmética
permanece elevado até o inicio do teste do apetite ao sodio (DE LUCA et al., 2002; DE
LUCA et al., 2010). Apos o periodo de reidratacdo parcial o animal passa a ter também livre
acesso ao NaCl 0,3 M por mais 2 horas (teste do apetite ao s6dio). No momento em que 0
animal tem acesso a solugdo de sddio, estdo presentes a hipovolemia e aumento de
angiotensina Il como sinais facilitadores para o apetite ao sddio, enquanto o sinal inibitério
da hipertonicidade para a ingestdo de sodio ja foi removido. A subsequente ingestdo de
sodio corrige totalmente o volume do liquido extracelular e a perda de so6dio que ocorreu
pela natriurese durante o periodo de privacdo hidrica (DE LUCA et al., 2002). Foi
aguardado sempre um intervalo de no minimo 48 horas entre dois experimentos nos mesmos
animais. Foram utilizados bebedouros graduados com divisédo de 0,1 ml para o registro da
ingestdo de agua e NaCl 0,3 M.

2.5.  Farmacos utilizados
Prazosina - 1 mg/ml/kg, antagonista de receptores adrenérgicos alfa; (MESTIVIER;
DABIRE; CHAU, 2001).

2.6. Analise estatistica

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

Diferencas foram consideradas para p<0,05.

3. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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3.1. Alteragbes na pressdo arterial e frequéncia cardiaca induzida por
estimulacdo gustatoria apds bloqueio de receptores adrenérgicos alfa; em ratos
normotensos € SHRs

Os ratos normotensos e SHRs, com implantes de canula intraoral, foram submetidos
a cirurgia para implante de cateter para registro de pressdo arterial média (PAM) e a
frequéncia cardiaca (FC) e implante de cateter na veia femoral para administracdo de
farmacos. No dia seguinte, os ratos ndo anestesiados foram conectados ao sistema de
registro da PAM e FC. Ap06s um registro basal de 30 min, foi realizado a injecdo intravenosa
de salina estéril e ap6s 1 minutos foi realizado a infusdo intra-oral (1 ml/min) de &gua
destilada e das solugdes de NaCl 1,8%, NaCl 3%, sacarose 2%, sulfato de quinina 1,4 mM.
(1,0 ml/min), e o registro da PAM e FC continuou até o término da infusdo de todos os
sabores. A infusdo das diferentes solucdes foi realizada em ordem aleatdria, com intervalos
de 5 min, sempre realizando a limpeza da cénula intraoral com &gua destilada (0,2 ml),
seguida pelo seu esvaziamento, evitando o acimulo de solu¢fes na canula ou na cavidade
oral do animal.

Apds 1 h do término das infusdes, foi feito um registro basal de 30 minutos e em
seguida, os animais receberam injecdes intravenosas de prazosin (1 mg/ml/kg, antagonista
de receptores adrenérgicos alfa;). Apés 1 minuto das injecdes iniciou-se a infusdo intraoral
(1 ml/min) das diferentes solugdes, conforme realizado anteriormente. Veja o delineamento

experimental desse protocolo no apéndice, item 3.1.

3.2 Alteracbes na pressdo arterial e frequéncia cardiaca induzida por
estimulacao gustatdria durante protocolo de 24 h PH-RP em ratos normotensos e SHRs
Os ratos normotensos e SHRs, com implantes de canula intraoral, foram submetidos
a cirurgia para implante de cateter para registro de pressdo arterial média (PAM) e a
frequéncia cardiaca (FC). No dia seguinte, os ratos ndo anestesiados foram conectados ao
sistema de registro da PAM e FC. Ap6s um registro basal de 30 min foi realizado a infusdo
intraoral (1 ml/min) de &gua destilada e NaCl 0,3 M e o registro da PAM e FC continuou até
o0 término da infuséo das solucdes. A infusdo das solugdes foi realizada em ordem aleatoria,
com intervalo de 5 min, sempre realizando a limpeza da canula intraoral com agua destilada
(0,2 ml), seguida pelo seu esvaziamento, evitando o acimulo de solu¢bes na canula ou na

cavidade oral do animal.
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Em seguida, iniciou-se o protocolo de PH-RP, no qual os animais passaram por
privacdo hidrica de 24 h, tendo livre acesso apenas a racdo. Ao final desse periodo, 0s
animais foram conectados ao sistema de registro da PAM e FC. Ap6s um registro basal de
30 min foi realizado a infusdo 10 (1 ml/min) de &gua destilada e NaCl 0,3 M, conforme
descrito anteriormente. Em seguida, 0s animais receberam bebedouros com agua para o
periodo de reidratacdo parcial (teste da sede) por 120 minutos.

Ap0s o término do teste da sede, os animais foram conectados ao sistema de registro
da PAM e FC onde foi feito um registro basal de 30 min, seguido pela infusdo 10 das
solucBes agua destilada e NaCl 0,3 M, de forma aleatoria.

Em continuidade ao protocolo PH-RP, os animais receberam bebedouros graduados
com NaCl 0,3 M por de 120 min para o teste do apetite ao sodio. Apds esse periodo,
novamente foi feito um registro da PAM e FC durante a infusdo 10 das solugdes agua
destilada e NaCl 0,3 M. Veja o delineamento experimental desse protocolo no apéndice,
item 3.2.

4. RESULTADOS

4.1. AlteracBes na pressdo arterial e frequéncia cardiaca induzida por
estimulacdo gustatoria apds blogueio de receptores adrenérgicos alfa; em ratos
normotensos e SHRs

SHRs apresentaram uma PAM basal maior em relacdo aos animais normotensos (174
* 2, vs. Normotensos: 103 + 2), sem alteracdo para FC (361 + 10, vs. Normotensos: 379 *
19). O bloqueio dos receptores adrenérgicos alfa; com prazosina (1 mg/kg de peso corporal
i.v.) diminuiu a PAM em SHR (controle: 173 + 2, vs. prazosina: 93 + 7 mmHg) e HTZ
(controle: 103 + 2, vs. prazosina: 80 £ 2 mmHg) e aumentou a FC in SHRs (controle: 361 +
10, vs. prazosina: 405 £ 18 bpm) e HTZ (controle: 431 + 17, vs. prazosina: 518 + 14 bpm).

a) Sacarose 2%

A infusédo 10 de sacarose 2% causou um aumento significativo na PAM de animais
normotensos e hipertensos, sendo que em SHRs o aumento pressor foi maior significativo
(Normotensos: A 8 = 1 vs. SHRs: A 17 £ 2 mmHg), com aumento na FC nos animais

normotensos (Normotensos: A 35 £ 4 vs. SHRs: A 24 + 4 bpm).
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O bloqueio dos receptores adrenérgicos alfa; com prazosina aboliu o efeito pressor
induzido pela infusdo IO de sacarose em ratos normotensos ¢ SHRs (SHRs: A 4 £ 2; vs.
Normotensos: A 3 + 1 mmHg). Prazosina também inibiu o efeito taquicardico em ratos
normotensos, sem alteracdo nos SHRs (SHRs: A 17 £ 9; vs. Normotensos: A 6 = 9 bpm),
Figura 3.1.

ANOVA mostrou diferenca significativa na PAM para os tratamentos [F(3,154) =
39,660; p < 0,001], tempo [F(6,154) = 15,577; p < 0,001] e interacdo entre tratamento e
tempo [F(18,154) = 3,324; p < 0,001]. Para FC ANOVA mostrou diferencas entre
tratamentos [F(3,154) = 13,774; p < 0,001] tempo [F(6,154) = 6,118; p < 0,001] sem
alteracéo na interacdo entre tratamento e tempo [F(18,154) = 0,826; p = 0,668]

b) Sulfato de quinina 1,4 mM

A infusédo 10 de sulfato de quinina 1,4 mM produziu um maior aumento na PAM de
SHRs quando comparado com animais normotensos (Normotensos: A 12 £ 1 vs. SHRs: A 32
+ 2 mmHg), bem como aumento na FC (Normotensos: A 25 + 7 vs. SHRs: A 55 + 7 bpm),
Figura 3.2.

O bloqueio dos receptores adrenérgicos alfa; com prazosina aboliu o efeito pressor
induzido pela infusdo 10 de quinina em SHRs e ratos normotensos (SHRs: A 5 + 3; vs.
Normotensos: A 3 £ 1 mmHg) e o efeito taquicardico em ambas as linhagens (SHRs: A 27 +
8; vs. Normotensos: A 11 + 5 bpm).

ANOVA mostrou diferenca significativa na PAM para os tratamentos [F(3,148) =
75,478; p < 0,001], tempo [F(6,148) = 15,264; p < 0,001] e interacdo entre tratamento e
tempo [F(18,148) = 3,952; p < 0,001]. Para FC ANOVA mostrou diferencas entre
tratamentos [F(3,148) = 5,289; p < 0,002] tempo [F(6,148) = 5,927; p < 0,001] sem
alteracdo na interacao entre tratamento e tempo [F(18,148) = 0,568; p = 0,917].

C) NaCl 0,3 M
A infusdo 10 de NaCl 0,3 M produziu um maior aumento na PAM em SHRs quando

comparado com animais normotensos (Normotensos: A 8 + 1 vs. SHRs: A 26 £ 3 mmHg), e
apenas uma tendéncia no aumento da FC (Normotensos: A 35 £ 7 vs. SHRs: A 22 + 7 bpm),
Figura 3.3.

O bloqueio dos receptores adrenérgicos alfa; com prazosina aboliu 0 aumento

pressor induzido pela infusdo 10 de NaCl 0,3 M em SHRs e ratos normotensos (SHRs: A -1
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*+ 2; vs. Normotensos: A -1 £ 2 mmHg), com uma queda na FC (SHRs: A -30 + 18; vs.
Normotensos: A -17 + 7 bpm).

ANOVA mostrou diferenca significativa na PAM para os tratamentos [F(3,154) =
83,674; p < 0,001], tempo [F(6,154) = 11,448; p < 0,001] e interacdo entre tratamento e
tempo [F(18,154) = 8,352; p < 0,001]. Para FC ANOVA mostrou diferengas entre
tratamentos [F(3,154) = 28,475; p < 0,001] sem alteragéo para tempo [F(6,154) = 0,353; p =
0,907] e interacdo entre tratamento e tempo [F(18,154) = 0,901; p = 0,578].

d) NaCl 0,5 M

A infuséo 10 de NaCl 0,5 M produziu um maior aumento na PAM de SHRs quando
comparado com animais normotensos (Normotensos: A 9 + 2 vs. SHRs: A 31 + 2 mmHg),
bem como aumento na FC apenas para ratos normotensos (Normotensos: A 33 + 8 vs. SHRs:
A 12 + 7 bpm), Figura 3.4.

O bloqueio dos receptores adrenérgicos alfa; com prazosina aboliu o aumento
pressor induzido pela infusdo 10 de NaCl 0,5 M em ratos normotensos e SHRs (SHRs: A 1
* 2; vs. Normotensos: A 3 + 2 mmHg), e na FC (SHRs: A 17 £7; vs. Normotensos: A 3 + 5
bpm).

ANOVA mostrou diferenca significativa na PAM para os tratamentos [F(3,154) =
133,223; p < 0,001], tempo [F(6,154) = 21,439; p < 0,001] e interagdo entre tratamento e
tempo [F(18,154) = 8,284; p < 0,001]. Para FC ANOVA mostrou diferencas entre
tratamentos [F(3,154) = 6,756; p < 0,001] tempo [F(6,154) = 3,485; p < 0,003] e interacao
entre tratamento e tempo [F(18,154) = 0,545; p = 0,932].

e) Agua destilada
A infusdo 10 de agua destilada produziu um aumento na PAM de ratos normotensos

e SHRs, contudo o aumento pressor foi maior em SHRs (Normotensos: A 8 +2 vs. SHRs: A
22 + 4 mmHg). A infusdo 10 de 4gua destilada ndo alterou a FC (Normotensos: A 31 + 7 vs.
SHRs: A 13 £ 11 bpm), Figura 3.5.

O bloqueio dos receptores adrenérgicos alfa; com prazosina aboliu 0 aumento
pressor induzido pela infusdo 10 de agua destilada em ratos normotensos e SHRs (SHRs: A
-2 £ 3; vs. Normotensos: A 3 £ 10 mmHg), sem alteragdao para FC (SHRs: A 3 + 10; vs.

Normotensos: A 10 = 5 bpm).
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ANOVA mostrou diferenca significativa na PAM para os tratamentos [F(3,154) =
54,841; p < 0,001], tempo [F(6,154) = 8,709; p < 0,001] e interagcdo entre tratamento e
tempo [F(18,154) = 3,763; p < 0,001]. Para FC ANOVA mostrou diferencas entre
tratamentos [F(3,154) = 11,407; p < 0,001] sem alteracdo no tempo [F(6,154) = 0,960; p =
0,455] e interagéo entre tratamento e tempo [F(18,154) = 0,620; p = 0,880].
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Figura 3.1: Variacdo de A) PAM e B) FC em ratos normotensos e SHRs durante infusdo 10
de sacarose 2% apo0s injecdes i.v. prazosina (1 mg/kg). Valores séo representados como
média £ EPM N = nimero de animais por grupo.
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Figura 3.2: Variacdo de A) PAM e B) FC em ratos normotensos e SHRs durante infusdo 10
de sulfato de quinina 1,4 mM apds injecBes i.v. prazosina (1 mg/kg). Valores sdo
representados como média + EPM N = nimero de animais por grupo.
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Figura 3.3: Variacdo de A) PAM e B) FC em ratos normotensos e SHRs durante infusdo 10
de NaCl 0,3 M ap0s injecOes i.v. prazosina (1 mg/kg). Valores sdo representados como
média + EPM N = nimero de animais por grupo.
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Figura 3.4: Variacdo de A) PAM e B) FC em ratos normotensos e SHRs durante infusdo 10
de NaCl 0,5 M ap6s injecOes i.v. prazosina (1 mg/kg). Valores sdo representados como
média + EPM N = nimero de animais por grupo.
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Figura 3.5: Variacdo de A) PAM e B) FC em ratos normotensos e SHRs durante infusdo 10
de agua destilada apos injegdes i.v. prazosina (1 mg/kg). Valores séo representados como
média £ EPM N = nimero de animais por grupo.
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4.2.  Alteragbes na pressdo arterial e frequéncia cardiaca induzida por
estimulacao gustatdria durante protocolo de 24 h PH-RP em ratos normotensos e SHRs

Ap0s periodo de 24 h de privacdo hidrica, reidratacdo parcial e apetite ao sodio ndo
foram observadas diferencas significativas na PAM [F(3,24) = 2,522; p = 0,082] e FC
([F(3,24) = 0,480; p = 0,700] de ambos os grupos em relacdo a condi¢do basal, Figura 3.6.
Os SHRs apresentaram maior PAM que 0s normotensos em todos os tempos avaliados
[F(1,24) = 101,544; p <0,001], sem alteracdo para FC. ANOVA ndo mostrou diferenca
significativa na interacdo entre linhagem e tempo para PAM [F(3,24) = 2,336; p = 0,099] e
FC [F(3,24) = 0,500; p = 0,686].

a) NaCl0,3 M

A infusdo 10 de NaCl 0,3 M produziu um maior efeito pressor em SHRs quando

comparado com ratos normotensos, em todas as condi¢des do balanco hidroeletrolitico
testadas [F(1,32) = 205,281; p <0,001], Figura 3.7. Além disso, ANOVA ndo mostrou
diferenca entre os tempos quando comparado com ratos de mesma linhagem [F(3,32) =
1,402; p = 0,260], nem interacdo entre tempo e linhagem [F(3,32) = 1,601; p = 0,209].

Em relacdo a FC ndo houve diferenca entre os linhagens ([F(1,32) = 0,0721; p = 0,790],
tempos [F(3,32) = 0,603; p = 0,618] ou interacdo entre linhagens e tempos [F(3,32) = 0,660;
p =0,583].

b) Agua destilada
A infusdo 10 de agua destilada produziu um maior efeito pressor em SHRs quando

comparado com ratos normotensos, em todas as condi¢des do balango hidroeletrolitico
testadas [F(1,32) = 132,609; p <0,001], Figura 3.8. Além disso, ANOVA ndo mostrou
diferenca entre os tempos quando comparado com ratos de mesma linhagem [F(3,32) =
0,347; p = 0,792], nem interagéo entre tempos e linhagens [F(3,32) = 1,232; p = 0,314].

Em relacdo a FC ndo houve diferenca significativa entre as linhagens, [F(1,32) =
0,0658; p = 0,799], tempos [F(3,32) = 0,134; p = 0,939] ou interacdo entre linhagens e
tempos [F(3,32) = 00,184; p = 0,907].
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Figura 3.8: Variacdo de A) PAM e B) FC em ratos normotensos e SHRs durante infusdo 10
de agua destilada em diferentes condicdes do balanco hidromineral. Valores sao
representados como média + EPM N = nimero de animais por grupo.
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5. DISCUSSAO

Os presentes resultados mostram que a infuséo 10 dos diferentes gostos produziu um
aumento na PAM, sendo esse efeito pressor maior em SHRs. A infusdo de sacarose, NaCl
0,5 M e quinina promoveu um aumento na FC para em ratos normotensos, enquanto em
SHRs apenas a quinina. A administracdo de prazosina aboliu o efeito pressor observado ap6s
a infusdo intraoral de todas as soluc@es testadas, em ambas as linhagens de ratos, bem como
na FC para os gostos que levaram ao efeito taquicardico. Além disso, a infusdo 10 de NaCl
0,3 M e agua destilada em ratos desidratados e ap6s PH-RP produziu o mesmo perfil de
respostas pressoras que a condicdo hidratada, tanto em animais normotensos quanto em
SHRs. Entretanto, os animais SHRs apresentaram um efeito pressor maior que normotensos,
independentemente das condi¢bes do balanco hidroeletrolitico. O protocolo de 24 h de
privacao hidrica, reidratacdo parcial e apetite ao sddio ndo produziu diferencas significativas
na PAM e FC em ambas as linhagens testadas.

Estudo anterior realizado em ratas anestesiadas mostrou que estimulos gustatorios,
aplicados diretamente na mucosa oro-lingual (por 2 minutos), com solucGes HCI 30 mM e
NaCl 1 M produziram um aumento significativo na PAM e FC, sem diferenca para sacarose
(0,5 e 1 M) e 4gua (YONEMURA et al., 1989). Quando a estimulacdo foi realizada na
nasofaringe em animais anestesiados, as solugdes NaCl 0,1 M, HCI 0,03 M, QHCI 0,03 M e
agua promoveram respostas cardiovasculares (aumento de PA e FC), o que ndo ocorreu ap6s
estimulacdo com sacarose 1,0 M e NaCl 0,9% (HANAMORI; ISHIKO, 1993). Os presentes
resultados em animais ndo anestesiados mostram que tanto a infusdo 10 de sacarose 0,06 M
quanto de &gua destilada também produziram um aumento significativo na PAM de ratos
normotensos e SHRs. Isso sugere que mesmo solugfes de gosto doce ou até mesmo agua
quando infundidas 10 podem promover respostas autbnomas, em animais normotensos e
hipertensos.

Em relagdo aos estudos realizados em humanos, o contato oral com todas as
diferentes solugdes (sacarose 1,12 M, NaCl 0,64 M, acido citrico 320 mM e quinina 2,5
mM) testadas promoveu um aumento na FC (HORIO, 2000). Por outro lado, em outro
estudo em humanos foi verificado que a estimulagdo oral com solugdo sacarose 0,3 M
promoveu um brando aumento da FC de forma semelhante ao observado com agua destilada
(LETERME et al., 2008), tendo sido sugerida a hipdtese de que a falta de correlagdo entre o

valor heddnico atribuido ao gosto doce pelo voluntario e as respostas cardiovasculares
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observadas poderiam refletir uma aceitacdo inata a sacarose. Contudo, essa hipdtese ainda
requer maior investigacao.

Em relacdo ao gosto amargo, os presentes resultados também mostram que a infusao
10 de quinina produziu um aumento na PAM, persistente até mesmo apos o final da infuséo.
Em estudo anterior realizados em humanos foi verificado que o aumento na FC em resposta
a quinina 2,5 mM (por 10 segundos) foi persistente por alguns minutos mesmo apds o
término da estimulacdo oral, (HORIO, 2000). Esses resultados sugerem que essas respostas
cardiovasculares induzidas pelo gosto amargo podem permanecer por mais tempo do que a
expressao dos comportamentos orofaciais, possivelmente a uma associa¢do do gosto amargo
a substéancias toxicas para ingestdo (FRANK; HETTINGER, 2005).

Além dos comportamentos orofaciais hed6nicos e aversivos em resposta ao sabor
diretamente infundido na cavidade oral (vide Capitulo 2), a infusdo intraoral dos diferentes
sabores também promoveu concomitantemente alteracdes na PAM para ambas as linhagens.
Ja 0 aumento na FC em ratos normotensos foi induzido pela infusdo de sacarose, NaCl 0,5
M e quinina, enquanto em SHRs apenas quinina promoveu esse efeito. Ndo podemos
descartar a hipdtese de que, parte desse efeito pressor e taquicardico observado nos animais
possa estar diretamente relacionado as respostas motoras. Contudo, estudos anteriores em
animais anestesiados mostraram que a infusdao 10 de diferentes gostos produziram aumento
na PAM e FC (YONEMURA et al., 1989; HANAMORI; ISHIKO, 1993), excluindo uma
eventual interferéncia das respostas motoras sobre o efeito pressor e taquicardico em
resposta ao estimulo gustatorio.

Outro ponto muito importante observado em nossos resultados € resposta autonémica
induzida pela infuséo 10 observada nos SHRs foi mais intensa em relagdo aos normotensos.
Como vimos no capitulo 2, os SHRs foram mais responsivos no teste de reatividade
gustatoria para as diferentes solugdes testadas quando comparado com normotensos. N0ss0s
resultados também mostraram que o perfil de respostas autbnomas induzidas pela
estimulagdo gustatoria em animais normotensos e SHRs foi semelhante independentemente
da condicdo basal e ap6s PH-RP. Em SHRs o efeito pressor em resposta a infusdo 10
permaneceu elevado quando comparado aos ratos normotensos, independentemente do
balango hidroeletrolitico. Conforme ja discutido no capitulo 2, a frequéncia de respostas
orofaciais foi maior em SHRs do que normotensos. Como n&o houve alteracdo na
palatabilidade apds desidratacdo induzida pelo protocolo de PH-RP, quando comparado com

condicdo hidratada (capitulo 2), também ndo seria esperado mudanga nas respostas
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cardiovasculares induzidas pela infusdo 10, em relacdo a condicdo hidratada, tanto em
animais normotensos e SHRs. Em conjunto, esses resultados sugerem uma possivel relagéo
entre 0 aumento na frequéncia das respostas orofaciais com o aumento na intensidade das
respostas cardiovasculares, observadas em SHRs apds estimulacdo gustatoria. Em outras
palavras, as respostas cardiovasculares induzidas pela estimulagdo gustatéria seriam
proporcionais a palatabilidade da respectiva solu¢do. Contudo, mais estudos precisam ser
desenvolvidos para confirmarmos essa hipotese.

Até onde temos conhecimento o presente estudo € pioneiro em avaliar as respostas
autondmicas frente ao estimulo gustativo em SHRs. Os SHRs foram mais responsivos ao
estimulo do sabor na cavidade oral que ratos normotensos, no qual foi observado um maior
aumento na PAM para todos os sabores avaliados. A hipertensdo dos SHRs esta associada a
um aumento da atividade do sistema nervoso autbnomo simpatico que acarreta num aumento
da resisténcia periférica total e da frequéncia cardiaca (FC), sustentando a hipertensdo nestes
animais (HAEUSLER; FINCH; THOENEN, 1972 ; MORI, 1973; JUDY et al., 1976;
BRODY; O'NEILL; PORTER, 1984). Isso nos leva a sugerir que esse maior efeito pressor
induzido pelo estimulo gustativo em SHRs possa se dar em parte, pela hiperatividade do
sistema nervoso autbnomo observado nesse modelo animal.

O efeito pressor induzido pelos estimulos gustatérios foi abolido pela prévia
administracdo de prazosina, tanto para SHRs quanto ratos normotensos, sem diferenca entre
as linhagens. Os presentes resultados sugerem que o componente afetivo do paladar induz
respostas cardiovasculares mediadas pelo sistema nervoso simpatico e em maior intensidade
nos SHRs. A sensac¢des sensoriais de sabor atingem o nucleo do trato solitario (NTS) através
da inervacdo facial (VII) da parte anterior da lingua via fibras do nervo corda do timpano
(BRADLEY, 2007). O NTS é uma importante regido que esta envolvida na recepcdo de
outras aferéncias viscerais, incluindo informac@es cardiovasculares. Foi demonstrado que
SHRs, apresentam um aumento na imunorreatividade da proteina Fos em areas como 6rgédo
subfornical (SFO), regido comissural nucleo do trato solitario (NTSc) e pré locus coeruleus
(pré-LC) em comparacdo as linhagens de ratos normotensos (PEREIRA-DERDERIAN et
al., 2010). Dessa forma, podemos sugerir que 0 aumento da atividade neuronal do NTS em
SHRs poderia estar envolvida com a maior intensidade das respostas cardiovasculares
observada nesses animais. Contudo, mais estudos sdo necessarios para confirmar essa

hipétese.
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Capitulo 4

DESIDRATACAO E COMPORTAMENTO SEMELHANTE A
ANSIEDADE EM RATOS NORMOTENSOS E
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS
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1. INTRODUCAO

A hipertenséo arterial ¢ uma das doengas mais prevalentes no mundo, sendo um dos
principais fatores de risco cardiovascular e principal fator de risco para mortes globais
(WHO, 2017b). De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Salude estima-se que 22%
dos adultos com 18 anos ou mais de idade da populacdo mundial mundo seja hipertensa
(WHO, 2016). No Brasil, dados da pesquisa relacionada ao Ministério da Saude (VIGITEL,
2019) mostraram que quase 25% da populacdo adulta (> 18 anos) é hipertensa no Brasil,
aumentando o risco para doengas coronarianas, infarto, insuficiéncia cardiacas, e agora
como temos Visto, a hipertensdo é uma das principais comorbidades que agravam os quadros
de Covid-109.

Outro dado estatistico preocupante é que um terco da populacdo é afetada por um
transtorno de ansiedade durante a vida (BANDELOW; MICHAELIS, 2015). De acordo com
dados da OMS, o Brasil lidera em prevaléncia de transtornos de ansiedade em relagcdo a
populagédo mundial (DE SOUZA; MACHADO-DE-SOUSA, 2017; WHO, 2017a).

O modelo animal de hipertensdo semelhante a hipertensdo essencial humana, ratos
espontaneamente hipertensos (SHRs) (OKAMOTO; AOKI, 1963) apresentam uma
hipertividade do renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) cerebral (DINICOLANTONIO;
HUTCHINSON; MENDELSOHN, 1982; TANAKA et al., 1995; VEERASINGHAM,;
RAIZADA, 2003).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) € um importante sistema para 0
controle da pressdo arterial, ingestdo de agua e apetite ao sédio (JOHNSON; THUNHORST,
2007; HURLEY; JOHNSON, 2015), e palatabilidade ao sédio (ZENATTI et al., 2020;
PEREIRA et al., 2021). Além dos efeitos fisioldgicos essenciais promovidos pela a¢cdo da
angiotensina Il (ANG I1) nos receptores AT1, a super ativacdo sustentada do SRAA poderia
levar a hipertensdo [para revisdao vide (NAKAGAWA et al., 2020)]. Por outro lado, os
outros componentes e peptideos do sistema renina-angiotensina (SRA) podem ter efeitos
funcionais significativos que sdo benéficos (Unger et al., 2015). Sabe-se que o efeito
protetor do SRA é atribuido ao eixo da enzima conversora de angiotensina (ECA) / receptor
ANG II/AT2 (AT2R) e a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2)/angiotensina-(1-7)
[Ang-(1-7)] / receptor Mas (SANTOS et al., 2013; GIRONACCI et al., 2014).

Ja foi verificado que a inibi¢do da enzima conversora de angiotensina (ECA) com
captopril teve efeito semelhante ao diazepam para reduzir efeito aversivo avaliado pelos

testes de LCE e interagdo social em ratos normotensos. Contudo, a retirada do tratamento
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com diazepam promoveu efeitos adversos (aumento da aversdo), enquanto a retirada do
tratamento com captopril ndo teve diferenca em relacdo ao controle (COSTALL et al.,
1990). Estudos subsequentes demonstraram a associagdo entre o comportamento emocional
do tipo ansiedade e ANG II. A infusdo crénica de ANG Il promoveu aumento de indicadores
de ansiedade em ratos normotensos (DUCHEMIN et al., 2013), enquanto que o antagonista
do receptor AT1 da ANG Il reverteu esses resultados (PAVEL et al., 2008).

Os SHRs apresentam um nivel reduzido no comportamento relacionado a ansiedade
medido por meio do LCE, em comparacdo com ratos de linhagens normotensas Wistar
Kyoto e Sprague Dawley. Isso pode ser inferido, pois os SHRs permanecem a maior parte
do tempo nos bracos abertos do LCE (GENTSCH; LICHTSTEINER; FEER, 1987; RAMOS
et al., 1997; FERGUSON; CADA, 2004; FERGUSON; GRAY, 2005; STERLEY;
HOWELLS; RUSSELL, 2011; ZUBCEVIC et al., 2018).

Interessantemente, os niveis elevados de ANG Il associados a indicadores de
ansiedade ndo sdo consistentes em SHRs, pois mesmo com niveis elevados de ANG Il, em
relacdo aos animais normotensos, as repostas comportamentais a ansiedade medidas pelo
LCE sdo menores (NAM et al., 2014). Isso sugere que, neste modelo animal de doenca
cardiovascular, o elevado nivel de ANG Il circulante esta associado a um baixo perfil de
ansiedade. (Mas ainda ndo se sabe se a ANG Il teria alguma influéncia nos niveis de
ansiedade em SHRs). Considerando que ocorre aumento de ANG Il em resposta a
desidratacdes induzidas por privacdo hidrica por 24 h (PEREIRA-DERDERIAN et al.,
2010), o objetivo deste projeto é elucidar se as alteracGes do balanco hidroeletrolitico, por
meio da privacdo hidrica, influenciam o controle emocional do tipo ansiedade e atividade
locomotora em SHRs e normotensos.

Considerando: a) a associacdo entre o comportamento semelhante a ansiedade e
ANG Il em animais normotensos; b) que a hipertensdo é um grande fator de risco para
doengas cardiovasculares; ¢) ocorre ativacdo do SRA durante situacdes de desidratacéo
induzida por privacdo hidrica; o objetivo do presente projeto foi investigar se perturbacoes
do balanco hidroeletrolitico (observadas durante situacdo de desidratacdo) alteram, e de que
forma, a atividade locomotora e comportamento semelhante a ansiedade em SHRs em
comparacdo com animais normotensos. Ou seja, neste estudo foi investigado se ativacdo do
sistema renina-angiotensina altera a atividade locomotora e comportamento semelhante a

ansiedade em SHRs em comparagdo com animais normotensos. Assim sendo, 0S
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comportamentos semelhantes a ansiedade e atividade locomotora foram avaliados em

condicBes basais e apds indugdo da sede e apetite ao sédio em ratos normotensos e SHRs.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Animais

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (Spontaneously Hypertensive
Rats, SHRs) e ratos normotensos (Holtzman - HTZ), provenientes do Biotério de criacdo
da FOAr, com peso em torno de 250 - 350 g. Os animais foram mantidos em caixas
individuais com livre acesso a ragdo comercial, 4gua e solu¢do de NaCl 0,3 M. Os ratos
foram mantidos em salas climatizadas (temperatura de 23 = 2° C e umidade 50 + 10%) com
ciclo claro-escuro 12-12 h (luz 7:00 — 19:00 h). Os procedimentos e protocolos
experimentais foram realizados de acordo com a legislacdo vigente e resolucGes normativas
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — Concea (CEUA/FOAr n°
24/2016 e 15/2020; CEUA/FCF/CAr n° 07/2021).

2.2.  Inducdo da ingestdo de 4gua e NaCl 0,3 M
Protocolo de privacao hidrica e reidratacdo parcial — PH-RP foi feito de acordo com
estudos prévios (DE LUCA et al., 2002; PEREIRA-DERDERIAN et al., 2010), assim como

descrito nos capitulos anteriores.

2.3.  Comportamento relacionado & ansiedade — teste de labirinto em cruz
elevado - LCE
O modelo animal de ansiedade mais amplamente usado nas Ultimas décadas é o
labirinto em “cruz” elevado (LCE), conforme revisto por Pinheiro e colaboradores em 2007.
O labirinto € constituido de dois bragos abertos e dois fechados dispostos
perpendicularmente, sendo que todo o aparato é elevado do chdo. Considerando que 0s
roedores apresentam medo inato de locais abertos e elevados, 0s animais quando expostos ao
LCE entram menos vezes e permanecem um menor tempo nos bragos abertos. Assume-se
que 0s animais gque permanecem maior periodo nos bragos abertos do labirinto em cruz
elevado apresentam um menor nivel de ansiedade. O tratamento com agentes ansioliticos

tem sido usado para validar este teste comportamental (PINHEIRO et al., 2007).
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O teste de LCE foi realizado como descrito anteriormente (BUSNARDO et al.,
2013b; GOUVEIA et al., 2016; PADOVAN; GUIMARAES, 2000). O aparelho consistiu em
dois bracos abertos opostos (50 x 10 cm) cruzados em angulo reto por dois bracos das
mesmas dimensdes, cercados por paredes com 40 cm de altura e sem teto. O labirinto estava
localizado 50 cm acima do chédo. Os ratos foram colocados individualmente no centro do
aparelho e foram permitidos explorar livremente o LCE por 5 minutos. O aparelho foi limpo
com uma solucéo de alcool (20%) antes de cada sessdo para evitar que ratos subsequentes
fossem influenciados por odores depositados pelo rato anterior. O comportamento foi
gravado por uma camera (Microsoft lifecam cinema HD) conectada a um microcomputador,
e os comportamentos foram analisados pelo software de rastreamento comportamental
ANY-maze® (Stoelting, Wood Dale, IL, EUA).

Os parametros espago-temporais convencionais avaliados foram o numero de

entradas nos bragos fechados e a porcentagem de entradas e tempo gasto nos bragos abertos.

2.4.  Teste do Campo Aberto

O teste de campo aberto (CA) foi realizado para avaliacdo da atividade locomotora e
0s comportamentos relacionados a ansiedade (PRUT; BELZUNG, 2003; GRIPPO et al.,
2014). O CA consiste de uma camara PLEXIGLAS de assoalho preto medindo 54 cm
(largura) x 54 cm (comprimento) x 30 cm (altura). Uma area central no meio do arena de 24
cm (largura) x 24 cm (comprimento) € definida como um campo exposto e é referido como
"centro”. Os ratos foram colocados individualmente no meio da arena e tiveram seu
comportamento filmado por 5 minutos. A analise incluiu medidas da distancia percorrida no
centro (locomocéo central) e area periférica (locomocéo periférica), bem como o total da
distancia percorrida (isto €, centro + periferia) (locomocdo total). Todas as sessdes foram
gravadas em video (Webcam LifeCam Cinema HD 720p Microsoft® usando o software
Microsoft LifeCam versdo 3.22) e a andlise foi realizada de maneira cega, usando o software
ANY-labirinto (Stoelting, Wood Dale, Illinois, EUA). O campo aberto foi limpo com uma
solucdo de alcool 20% antes de cada teste com cada animal (DE PAIVA et al., 2010;
COSTA-FERREIRA et al., 2019).

2.5.  Andlise estatistica
Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média estdo representados

em graficos (resultados). Teste t, analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias
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seguidas do pos-teste de Newman Keuls foram utilizados para as comparagdes dos dados.
Diferencas foram consideradas para p<0,05.

2.6. Comportamento semelhante a ansiedade em ratos normotensos e SHRs
submetidos ao protocolo de 24 h de PH-RP.
Os animais foram alojados em caixas individuas e distribuidos nos seguintes grupos

experimentais, de acordo com a tabela 4.1

Tabela 4.1: Linhagens e condic¢des experimentais do teste de LCE e CA.

Ratos ‘ Condig&o
Normotensos Hidratados (basal)
Normotensos Apo6s 24 h de privagdo hidrica (PH)
Normotensos Apos 2 h livre acesso a 4gua (RP)
Normotensos Apo6s 1 h de livre acesso ao NaCl 0,3 M e agua
(apetite sodio)
SHRs Hidratados (basal)
SHRs Apos 24 h de privacéo hidrica (PH)
SHRs Apos 2 h livre acesso a agua (RP)
SHRs Apo6s 1 h de livre acesso ao NaCl 0,3 M e agua
(apetite ao sodio)

Cada animal recebeu os bebedouros graduados para ingestdo de agua e NaCl 0,3 M
de acordo com o respectivo grupo experimental. No momento do teste comportamental, cada
animal foi levado individualmente ao LCE para andlise comportamental, pelo tempo de 5
minutos. Em seguida, o animal foi direcionado a outra sala e aguardado o tempo de 5
minutos para entdo dar inicio ao teste do campo aberto. Para esta avaliacdo, cada animal foi

submetido a apenas uma condicao experimental.

3. RESULTADOS

3.1.  Comportamentos relacionados a ansiedade no labirinto em cruz elevado
em ratos normotensos e SHRs submetidos ao protocolo de PH-RP
Os SHRs hidratados apresentaram maior tempo gasto nos bragos abertos quando

comparado com normotensos (49,5 = 4 vs. normotensos: 33 £ 5,4%) (Figura 4.1C), sem
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diferenca significativa no numero de entradas nos bragos fechados (7 £ 1 vs. normotensos: 9
+ 1) (Figura 4.1A), bragos abertos (53 = 5 vs. normotensos: 41 + 6) (Figura 4.1B) e o tempo
de permanéncia no centro (84 + 5 vs. normotensos: 84 + 4 segundos) (Figura 4.1D).

A privacdo hidrica ndo produziu nenhuma diferenca nos parametros avaliados tanto
em SHRs quanto em ratos normotensos quando comparado com a condi¢do hidratado.
Contudo, os SHRs apresentaram um percentual maior de entradas (61 £ 5 vs. normotensos:
35 = 5%), bem como maior tempo de permanéncia nos bragos abertos (51 + 5 vs.
normotensos: 27 £ 5 %), além de uma diminuicdo no ndmero de entradas nos bracos
fechados (5 + 1 vs. normotensos: 10 + 1), quando comparado com animais normotensos,
sem diferenca significativa no tempo de permanéncia no centro (79 = 7 vs. normotensos: 74
+ 7 segundos).

Apbs a reidratacdo parcial, ANOVA ndo mostrou diferenca significativa em SHRs e
animais normotensos, quando comparado com a condi¢do hidratado, nos parametros
avaliados. Contudo, foi possivel observar diferengas significativas entre SHRs e
normotensos no percentual entradas (53 £ 6 vs. normotensos: 31 + 4%), no tempo de
permanéncia nos bragos abertos (43 = 7 vs. normotensos: 19 * 4 %), no nimero de entradas
nos bragos fechados (6 + 1 vs. normotensos: 9 + 1), sem diferenga no tempo de permanéncia
no centro (97 + 12 vs. normotensos: 83 + 8 segundos).

Ap6s o término do periodo de apetite ao sdédio, os SHRs apresentaram uma
diminuicdo no tempo de permanéncia nos bracos abertos, quando comparado com a
condicdo hidratado (32 + 5 vs. hidratado: 49 + 4%), sem diferenca significativa para os ratos
normotensos (18 £ 5 vs. hidratado: 33 £ 5%).

Contudo, os SHRs apresentaram um percentual maior de entradas nos bragos abertos
(44 + 4 vs. normotensos: 25 + 6%), bem como maior tempo de permanéncia nos bracos
abertos (32 + 5 vs. normotensos: 18 + 5 %), além de aumento no tempo de permanéncia no
centro (96 £ 9 vs. normotensos: 69 + 6 segundos), quando comparado com animais
normotensos, sem diferenca significativa no nimero de entradas nos bragos fechados (8 + 1
vs. normotensos: 9 + 1).

Na tabela 4.2 estdo apresentados os resultados da ANOVA dos respectivos

resultados.



Tabela 4.2: Analise estatistica dos resultados dos testes de LCE e CA.

Resultados

NUmero de entradas nos
bracos fechados
(Figura 4.1A)

ANOVA (2 fatores)
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Linhagem [F(1,91)=14,073; p<0,001]

Tratamento [F(3,91)=0,476; p=0,700]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=1,176; p= 0,324]

Percentual do nimero
entradas nos bracos abertos
(Figura 4.1B)

Linhagem [F(1,91)=24,731; p<0,001]

Tratamento [F(3,91)=2,484; p=0,066]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=0,647; p= 0,587]

Percentual do tempo gasto nos
bracos abertos
(Figura 4.1C)

Linhagem [F(1,91)=30,382; p<0,001]

Tratamento [F(3,91)=4,232; p=0,008]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=0,488; p= 0,692]

Tempo gasto no centro
(Figura 4.1D)

Linhagem [F(1,91)=4,579; p=0,035]

Tratamento [F(3,91)=0,949; p=0,421]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=0,985; p= 0,404]
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1 Normotensos - Hidratados (n = 12)

[ Normotensos - Apos 24 h de privacao hidrica (n = 12)

[ Normotensos - Ap6s 2 h de reidratagéo parcial (n = 11)

I Normotensos - Ap6s 1 h de livre acesso ao NaCl 0,3 M e &gua (n = 12)
PZZ2 SHRs - Hidratados (n = 14)

SHRs - Ap6s 24 h de privagéo hidrica (n = 13)

A SHRs - Apos 2 h de reidratagéo parcial (n = 13)

B SHRs - Apés 1 h de livre acesso ao NaCl 0,3 M e &gua (n = 12)

# Diferente de saciado (mesma linhagem)
o Diferente de privado (mesma linhaaem)
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Figura 4.1: Comportamentos relacionados a ansiedade no labirinto em cruz elevado em
ratos normotensos e SHRs submetidos ao protocolo de PH-RP. A, nimero de entradas nos
bracos fechados. B, percentual do nimero entradas nos bracos abertos. C, percentual do
tempo gasto nos bracos abertos. D, tempo gasto no centro. As barras representam a média +
EPM, N = numero de animais por grupo.
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3.2.  Atividade locomotora e comportamentos relacionados a ansiedade no
campo aberto em ratos normotensos e SHRs submetidos ao protocolo de PH-RP.

No teste do CA, os SHRs hidratados apresentaram um aumento na atividade
locomotora central (23,2 £ 2,6 vs. normotensos: 7,8 £ 1,8 m) (Figura 4.2C), no tempo gasto
no centro do aparato (46 + 7 vs. normotensos: 9 * 2 s) (Figura 4.2D), bem como no numero
de entradas no centro (13 + 1 vs. normotensos: 5 + 1) (Figura 4.2F) e uma diminui¢cdo no
tempo gasto na periferia (253 £ 7 vs. normotensos: 290 + 2 s) (Figura 4.2E) quando
comparado com ratos normotensos da mesma condi¢do, sem diferenca significativa na
atividade locomotora total (114,3 £ 6,6 vs. normotensos: 106,4 £ 12 m) (Figura 4.2A),
atividade locomotora periférica (91 + 5,5 vs. normotensos: 98,6 + 10,7 m) (Figura 4.2B) e
velocidade percorrida (0,03 = 0,01 vs. normotensos: 0,03 + 0,01 s) (Figura 4.2G).

Apos a privacdo hidrica ndo foram observadas diferengas nos pardmetros avaliados
entre as linhagens quando comparado com a condi¢do hidratado. Contudo, os SHRs
apresentaram um aumento na atividade locomotora central (20,4 = 1,6 vs. normotensos: 6,8
+ 1,4 m), no tempo gasto no centro do aparato (42 = 7 vs. normotensos: 9 + 2 s), bem como
no nimero de entradas no centro (11 + 1 vs. normotensos: 5 + 1), além de uma diminuigéo
na atividade locomotora periférica (75,4 + 6 vs. normotensos: 103,2 + 7,4 m) e no tempo
gasto na periferia (257 + 7 vs. normotensos: 291 + 2 seg.), quando comparado com ratos
normotensos, sem diferenca significativa na atividade locomotora total (96 + 6,1 vs.
normotensos: 110 + 7,8 m) e na velocidade média (0,03 + 0,01 vs. normotensos: 0,03 + 0,01
m/s).

Apos o periodo correspondente a reidratacdo parcial, ANOVA ndo mostrou diferenca
significativa em SHRs e animais normotensos, quando comparado com a condi¢ao
hidratado, em todos os parametros avaliados. Contudo, houve diferencas significativas entre
as linhagens na atividade locomotora periférica (92,8 + 4 vs. normotensos: 116,9 + 7,8 m),
atividade locomotora central (21,6 = 2,2 vs. normotensos: 5,8 + 1,2 m), tempo gasto no
centro (42 + 8 vs. normotensos: 5 £ 1 seg.), tempo gasto na periferia (256 + 8 vs.
normotensos: 294 + 1 seg.) e nimero de entradas no centro (14 = 1 vs. normotensos: 3 + 1
m).

Ap0s o término do teste do apetite ao sodio, 0s SHRs apresentaram uma diminuicéo
significativa na atividade locomotora periférica (78,7 + 8,9 vs. hidratado: 91 + 5,5 m),

atividade locomotora central (14,4 £ 1,5 vs. hidratado: 23,2 £ 2,6 m), tempo gasto no centro
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(25 * 2 vs. hidratado: 46 + 7 s) e nimero de entradas no centro (9 + 1 vs. hidratado: 13 + 1
s), bem como aumento no tempo gasto na periferia (274 + 3 vs. hidratado: 253 * 7 s) quando
comparado com SHRs na condicdo hidratados.

Para os animais normotensos, houve um aumento na atividade locomotora total
(138,7 £ 8,3 vs. hidratado: 106,4 = 11,9 m), bem como um aumento na velocidade média
percorrida (0,03 = 0,01 vs. hidratado: 0,04 £ 0,01 m/s) quando comparado com ratos
normotensos na condi¢do hidratados.

ANOVA também mostrou diferencas significativas entre as linhagens em relacdo a
atividade locomotora total (93 = 2 vs. normotensos: 138,7 = 8,3 m), atividade locomotora
periférica (78,7 £ 8,9 vs. normotensos: 132,6 + 7,5 m), atividade locomotora central (14,4 +
1,5 vs. normotensos: 6,1 + 1,7 m), tempo gasto no centro (25 £ 2 vs. normotensos: 5 + 1 s),
tempo gasto na periferia (274 = 3 vs. normotensos: 294 + 1 s), nimero de entradas no centro
(9 £ 1 vs. normotensos: 4 + 1) e velocidade média percorrida (0,03 £ 0,01 vs. normotensos:
0,04 £0,01s).

Na tabela 4.3 estdo apresentados os resultados da ANOVA dos respectivos

resultados.
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Figura 4.2: Atividade locomotora e comportamentos relacionados a ansiedade no campo
aberto em ratos normotensos e SHRs, submetidos ao protocolo de PH-RP. A, atividade
locomotora total (metros); B, atividade locomotora na periferia do aparato (metros); C,
atividade locomotora no centro do aparato (metros); D, tempo gasto no centro do aparato
(segundos); E, tempo gasto na periferia (segundos); F, nimero de entradas no centro; G,
velocidade média percorrida (metros por segundo). As barras representam a média + EPM,

N = nimero de animais por g

rupo.



Tabela 4.3: Andlise estatistica dos resultados dos testes de CA.

Resultados

Atividade locomotora total
(Figura 4.2A)

ANOVA (2 fatores)

LINHAGEM [F(1,91)=6,350; p=0,013]

Tratamento [F(3,91)=1,331; p=0,269]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=3,507; p= 0,018]

Atividade locomotora periférica
(Figura 4.2B)

LINHAGEM [F(1,91)=27,688; p<0,001]

Tratamento [F(3,91)=2,163; p=0,098]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=3,164; p= 0,028]

Atividade locomotora central
(Figura 4.2C)

LINHAGEM [F(1,91)=99,400; p<0,001]

Tratamento [F(3,91)=2,681; p=0,05]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=1,668; p= 0,179]

Tempo gasto no centro
(Figura 4.2D)

LINHAGEM [F(1,91)=70,355; p<0,001]

Tratamento [F(3,91)=1,947; p=0,128]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=1,212; p= 0,310]

Tempo gasto na periferia
(Figura 4.2E)

LINHAGEM [F(1,91)=72,415; p<0,001]

Tratamento [F(3,91)=1,991; p=0,121]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=1,302; p= 0,279]

NuUmero de entradas no centro
(Figura 4.2F)

LINHAGEM [F(1,91)=92,764; p<0,001]

Tratamento [F(3,91)=2,171; p=0,097]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=2,062; p= 0,111]

Velocidade média percorrida
(Figura 4.2G)

LINHAGEM [F(1,91)=6,453 p=0,013]

Tratamento [F(3,91)=1,282; p=0,285]

Tratamento x linhagem: [F(3,91)=3,582; p= 0,017]
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3.3. Ingestdo de agua e NaCl 0,3 M em ratos normotensos e SHRs submetidos
aos testes de LCE e CA

A ingestdo de agua e NaCl 0,3 M pelos ratos normotensos e SHRs submetidos aos
testes de LCE e CA estdo apresentadas na tabela 4.4. Essa ingestdo estd relacionada ao
protocolo de PH-RP. Os animais hidratados, que ndo passaram pelo protocolo de PH-RP,
apos a realizacdo dos testes comportamentais também tiveram livre acesso a agua e NaCl 0,3
M pelo mesmo periodo que os demais grupos, tendo sido registrado os volumes ingeridos.
Os animais dos demais grupos que passaram pelo protocolo de PH-RP apresentaram um
aumento na ingestdo de agua e NaCl 0,3 M quando comparado com hidratados (controle).

ANOVA mostrou diferenca entre ratos normotensos e SHRs na ingestdo de NaCl 0,3
M [F(1,91)=185,471; p < 0,001], bem como na ingestdo de agua [F(1,91)=17,452; p <
0,001], para os grupos privacdo hidrica (PH), reidratacdo parcial (RP) e grupo 1 h apés
acesso ao NaCl 0,3 M.

O peso corporal dos SHRs e ratos hormotensos estdo apresentados na tabela 4.5.



Tabela 4.4: Ingestao de agua e NaCl 0,3 M em SHRs e normotensos submetidos ao protocolo de

PH-RP (ml/100 g pc).
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Reidratacao Ingestdo de IFIEs Gl
Ratos Tratamento arcial (120 min) | agua (60 min) NaCl 0,3 M
P g (60 min)
Normotensos Hidratados (basal) 0,8+0,1 03+0,1 0,3+0,1
Normotensos | AAPOS 24 hdeprivagdo | /g, ¢ g 05+01 | 05401
hidrica (PH)
Normotensos | ~\POs 2N livreacessoa | ¢ 5, ¢ g 0,7+0,3 0,5+0,1
agua (RP)
Apbs 1 h de livre acesso
Normotensos | ao NaCl 0,3 M e 4gua 6+0,3*" 05+0,1 0,6+0,1
(apetite ao sodio)
SHRs Hidratados (basal) 0,3+0,1 04+0,1 0,8+0,1
Apo0s 24 h de privagéo - o o
SHRs hidrica (PH) 4+0,3 1,4+0,2 3+0,2
SHRs Apos2hlivieacessod | 42, gaxf | 16406 | 20+03%
agua (RP)
Apbs 1 h de livre acesso
SHRs ao NaCl 0,3 M e 4gua 45+ 0,3* 1+0,1* 2,8 + 0,3+
(apetite ao sodio
* Diferente de hidratados
# Diferente de normotensos
o Diferente de ap6s 24 h de privacao hidrica (PH)
Tabela 4.5: Peso corporal (g) de SHRs e ratos normotensos.
Ratos Tratamento Peso ()
Normotensos Hidratados (basal) 356,4 +5,5
Normotensos | Apoés 24 h de privacédo hidrica (PH) 346,6 £ 5
Normotensos Ap0s 2 h livre acesso a agua (RP) 3418+5
Normotensos Apos 1 h de livre acesso ao NaCl 0,3 341 + 6
M e agua
SHRs Hidratados (basal) 323,5+6
SHRs Apbs 24 h de privacdo hidrica (PH) 3234 + 5"
SHRs Apos 2 h livre acesso a agua (RP) 322,1 + 6"
SHRs Apbs 1 h de livre acesso ao NaCl 0,3 3267 + 6
M e 4gua
# Diferente de normotensos
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4. DISCUSSAO

Os presentes resultados mostram que em condigdes basais, 0s SHRs apresentam
maior tempo gasto nos bracos abertos do LCE e um aumento na atividade locomotora
central, bem como o nimero de entradas e tempo gasto no centro do aparato do campo
aberto, sugerindo um padrédo de comportamento do tipo menos ansioso que 0S ratos
normotensos. A privacdo hidrica de 24 h e reidratacdo parcial ndo produziram nenhuma
alteracdo em comparacéo ao respectivo basal, no comportamento semelhante a ansiedade de
animais normotensos e SHRs. Entretanto, apds o periodo correspondente ao teste do apetite
ao NaCl foi observado um aumento na atividade locomotora total, bem como na velocidade
média percorrida em ratos normotensos. Em SHRs, apds o término do apetite ao sédio, foi
observada uma diminuic¢do significativa no tempo gasto nos bracos abertos do LCE,
diminuicdo na atividade locomotora periférica, central, nimero de entradas e permanéncia
no centro do aparato do CA, além de um aumento no tempo gasto na periferia, quando
comparado a sua condic¢do basal (hidratado).

Nossos resultados corroboram com estudos anteriores, mostrando que SHRS
apresentam maior tempo gasto nos bragos abertos do LCE, sugerindo um padrédo de
comportamento do tipo menos ansioso que ratos normotensos, (GENTSCH,;
LICHTSTEINER; FEER, 1987; RAMOS et al.,, 1997; FERGUSON; CADA, 2004;
FERGUSON; GRAY, 2005; STERLEY; HOWELLS; RUSSELL, 2011; ZUBCEVIC et al.,
2018). O aumento da atividade de locomocéo observada em SHRs no presente estudo parece
estar associado ao reduzido nivel de ansiedade em SHRs, de acordo com estudos prévios
(HOWELLS; BINDEWALD; RUSSELL, 2009; GARCIA; KIRKPATRICK, 2013; TSAI et
al., 2017; REPOVA et al., 2019).

Vaérios estudos tém demonstrado a associacao entre o comportamento emocional do
tipo ansiedade e ANG Il. A infus&o crénica de ANG Il promoveu aumento de indicadores de
ansiedade em ratos e camundongos normotensos, verificado pelo menor tempo gasto nos
bracos abertos no labirinto em cruz elevado (DUCHEMIN et al., 2013). Por outro lado, a
administracdo de um antagonista do receptor AT1 da ANG Il aumentou 0 tempo gasto nos
bracos abertos do LCE e 0 nimero de entradas nos bragos abertos em ratos normotensos,
sugerindo uma reducdo da ansiedade (PAVEL et al., 2008). Além disso, camundongos
knock-out para os receptores AT1 no hipotalamo passou significativamente mais tempo o0s

bragos abertos no LCE quando comparado aos controles (WANG et al., 2016), sugerindo
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que ANG I, atuando especificamente no hipotdlamo desempenha um papel significativo no
comportamento semelhante a ansiedade.

Dados prévios da literatura mostraram que em ratos Wistar, por meio do teste da
caixa de luz escura para avaliar o estado de ansiedade, foi verificado um aumento
significativo do tempo gasto no compartimento escuro a partir da primeira semana de
privacdo hidrica em comparacdo aos ratos controle, continuando ao longo da segunda
semana de privacdo completa de agua (CHATOUI et al., 2020). Outro estudo mostrou que
ratos Wistar com diabetes tipo 1 (induzido por estreptozotocina) e ratos Wistar privados de
agua, de forma semelhante, tiveram um aumento no nimero de entradas nos bragos abertos
do LCE e passaram mais tempo nesses bragos em comparagdo com seus respectivos grupos
de controle, (REBOLLEDO-SOLLEIRO et al., 2013). Em conjunto esses resultados
sugerem que a desidratacdo tem efeito ansiolitico em animais normotensos.

Em nosso estudo testamos se aumento fisiologico de angiotensina Il, induzido por
privacdo hidrica de 24 h, seguida de reidratacdo parcial (PEREIRA-DERDERIAN et al.,
2010), influenciaria as respostas comportamentais relacionadas a ansiedade em ratos
normotensos e SHRs. Em ratos normotensos, o protocolo de PH-RP ndo alterou as respostas
comportamentais do tipo ansiedade e atividade locomotora. Contudo, apés a fase de apetite
ao sédio houve um aumento na atividade locomotora nesses animais, quando comparado
com a condicdo basal. Como discutimos no capitulo 2, os ratos normotensos nao
apresentaram um aumento na palatabilidade ao NaCl, bem como na ingestdo de NaCl 0,3 M
durante a fase de apetite ao sddio, induzido pelo protocolo de PH-RP. Em conjunto, esses
sugerem que nem a palatabilidade ao sédio nem o perfil de respostas relacionadas ao
comportamento do tipo ansiedade sdo modificados por 24 h de PH-RP. Entretanto, apos
finalizar o teste de apetite ao sédio, houve um aumento na atividade locomotora em relacdo
a condicdo basal, ou seja, foi observado um aumento na atividade exploratoria e velocidade
média percorrida nesses animais. Contudo, mais estudos séo necessarios para esclarecer esse
efeito observado apds livre acesso ao s6dio em animais normotensos.

Em relacdo aos SHRs, também foi visto que a privacdo hidrica, bem como a
reidratagcdo parcial ndo causou diferenca no perfil de respostas comportamentais ligadas a
ansiedade e atividade locomotora, quando comparadas com condicdo basal.
Interessantemente, apds o episodio de apetite ao sodio, 0s SHRs apresentaram uma mudanca
nesse perfil de comportamento, isto €, apresentaram uma menor atividade exploratoria,

quando comparado com a condi¢do basal. Isso pode ser inferido pela diminui¢do da
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atividade locomotora central, periférica, nimero de entradas e tempo de permanéncia no
centro do CA e aumento do tempo gasto na periferia, além de apresentar um menor tempo
gasto nos bracos abertos do LCE. Esses resultados sugerem que apds o animal ingerir sédio,
induzido por um estimulo osmético, eles tendem a apresentar uma menor atividade
exploratoria, ou seja, 0s SHRs passaram a explorar menos o ambiente, proximo aos niveis de
animais normotensos, o que pode estar relacionado a menor necessidade do animal de busca
e aquisicéo do ion sodio.

Em suma, em condi¢des basais 0s SHRs apresentam um padrdo de comportamento
do tipo menos ansioso que 0s ratos normotensos. A privacdo hidrica de 24 h e reidratacdo
parcial, ndo produziram nenhuma alteracdo em comparagdo ao respectivo basal, no
comportamento semelhante a ansiedade de animais normotensos e SHRs. Contudo, apo6s o
periodo de apetite ao sodio, 0s ratos normotensos apresentaram um aumento na atividade
locomotora. Para os SHRs, ap6s o término do apetite ao sédio, houve uma diminuicao
significativa no tempo gasto nos bragos abertos do LCE, diminuicdo na atividade
locomotora, quando comparado a sua respectiva condicdo basal (hidratado). Mais estudos

sd0 necessarios para se elucidar os mecanismos envolvidos.
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Capitulo 5

PADRAO DE EXPRESSAO DE RNA HIPOTALAMICO NAO
CODIFICANTE INDUZIDO POR DESIDRATACAO EM
NEURONIOS DO NUCLEO SUPRA-OPTICO
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1. INTRODUCAO

Uma intensa ingestdo de sddio e/ou de solutos osmoticamente ativos promove
aumento da osmolaridade plasmatica, estabelecendo um quadro de desidratacéo intracelular.
A sintese e secrecdo de AVP sdo reguladas centralmente pelo sistema hipotalamo-
neurohipofisario. Esse sistema consiste nos grandes neurdnios peptidérgicos magnocelulares
(NMC) dos nucleos hipotalamicos supra-6pticos (SON) e ndcleos paraventricular (PVN),
cujos axonios se projetam para a eminéncia mediana e terminam em capilares sanguineos da
glandula hipofise posterior. Os aumentos de osmolaridade plasmatica detectados pelos
neurbnios osmossensiveis localizados nos 6rgdos circunventriculares, dentre eles o 6rgéo
subfornical -SFO é que fornecem entradas excitatorios diretas que levam ao aumento da
sintese AVP por neurdnios magnocelulares do SON e PVN, bem como a secrecdo de AVP
da hipofise posterior (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004; ANTUNES-RODRIGUES et
al., 2014).

Durante estimulacdo osmotica, 0 SON sofre uma plasticidade neural relacionada a
sua funcdo desencadeando uma resposta hormonal adequada. Como consequéncia da
deplecdo dos estoques hipofisarios de AVP, que ocorre durante a estimulacdo osmética
cronica, ha a necessidade de sintetizar mais AVP. A estimulacdo osmdtica cronica, induzida
por privacdo hidrica por 72 h (PH) ou sobrecarga crénica de sal (7 dias com apenas NaCl
2% - SS), promove um robusto aumento nos niveis de mRNA para AVP por
aproximadamente duas vezes no SON e PVN, com um aumento paralelo na secrecdo de
AVP (KONDO et al., 2004; HAYASHI et al., 2006; YUE et al., 2008).

Em relagdo ao comportamento ingestivo durante a sobrecarga cronica de sddio (SS —
acesso somente a solucdo de NaCl 2% - 7 dias), (GREENWOOQOD et al., 2015), foi verificado
gue animais submetidos a sobrecarga de sdédio (SS) ingerem mais solucdo de NaCl 2% do
que os animais controles (que tinham agua ad libitum) ingerem &gua, chegando o volume de
solucdo NaCl 2% ingerido ser quase o dobro do volume de &gua ingerido pelo grupo
controle no sétimo dia do experimento. Diante de escolha, os ratos consomem NaCl 0,9 %
(isotbnico) em vez de agua, mas preferem consumir agua do que NaCl 2%, solucdo
hiperténica (aversdao) (GREENWOOD et al., 2014). No entanto, durante a sobrecarga de sal
(SS), a solucdo salgada € consumida avidamente (GREENWOOD et al., 2014;

GREENWOOD et al., 2015). Ainda permanece a questdo se esse intenso consumo da
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solugdo salgada, especificamente neste modelo, seria devido a uma alteracdo da
palatabilidade ao sddio, ou apenas pelo fato de ser a Gnica op¢éo hidrica disponivel.

Estudos anteriores utilizaram transcriptomas para catalogar todos 0s genes expressos
no SON e PVN, e para identificar genes que séo regulados diferencialmente pelos desafios
hiperosmoticos da desidratacdo em machos (HINDMARCH et al., 2006) e fémeas (QIU et
al., 2011), e sobrecarga de sal (GREENWOOQD et al., 2014; JOHNSON et al., 2015). Um
dos transcritos identificados como sendo regulados positivamente foi o RNA do fator de
transcricdo 1 indutivel por gonadotrofina, “Gonadotrophin inducible ovarian transcription
factor 1” - Giotl, (ortélogo humano ZNF709). J& foi verificado que o Giotl é regulado
positivamente pela desidratacdo em nucleos hipotalamicos, como o nlcleo supra-6ptico
(SON) e nacleo paraventricular (PVN) em machos (QIU et al., 2007) e fémeas (QIU et al.,
2011). Semelhante ao efeito observado com as lesdes SON e PVN (COVIAN; ANTUNES-
RODRIGUES, 1963), resultados ainda ndo publicados do grupo de pesquisa do Dr. Murphy
mostram que, knockdown bilateral de Giotl no SON e PVN bloqueou drasticamente a
ingestdo de sal durante a sobrecarga de sal, sugerindo que Giotl permitiria uma alta ingestao
de sal. Recente estudo verificou que a diminuicdo experimental na expressdao de Giotl, no
PVN de ratas normotensas ovariectomizadas (OVX) submetidas a privacdo hidrica por 48 h,
induziu uma diminuicdo na ingestdo de agua e s6dio, bem como uma reducédo na secrecdo de
AVP e ocitocina (OT) (TERRA DOS SANTOS et al., 2021).

Contudo, ainda ndo se sabe a dindmica espago-temporal da expressdo de RNA Giotl,
0 que ird proporcionar maiores informacgdes no entendimento sobre suas fungdes. Assim
sendo, 0 objetivo do presente estudo foi caracterizar a expressdo hipotalamica de RNA
Giotl, a fim de identificar regides especificas de neurbnios magnocelulares que expressam
Giotl.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Animais

Os procedimentos experimentais envolvendo animais foram realizados em estrita
conformidade com o disposto na UK Animals (Scientific Procedures) Act (1986), assim
como as normas vigentes do CONCEA. Foram utilizados ratos Sprague-Dawley,
provenientes de Envigo, UK, Home Office UK (PPL 30/3278). Os animais foram mantidos

em gaiolas individuais de aco inoxidavel suspensas em estantes (gaioleiros), com livre
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acesso a racdo comercial e &gua. Os ratos foram mantidos em salas climatizadas
(temperatura de 23 £ 2° C e umidade 50 + 10%) com ciclo claro-escuro 12-12 h (luz 7:00 —
19:00 h).Os ratos foram eutanasiados por decapitacdo e os encéfalos foram coletados em

gelo seco e imediatamente armazenados no freezer a uma temperatura de -80 graus.

2.2.  Protocolo de hibridizac&o in situ RNA Scope

O protocolo utilizado foi o de hibridizacdo in situ RNA Scope para investigar a
expressao de Giotl em neurdnios magnocelulares AVP e OT ap0s estresse osmatico. Esta
técnica foi realizada de acordo com estudos prévios (BAREZ-LOPEZ et al., 2022). De
forma resumida, os cérebros congelados foram cortados em se¢des coronais de 16 um e
montados em laminas Superfrost Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e
armazenados a -80 até serem usados. Os cérebros foram fixados em paraformaldeido 4% por
15 min, lavados em PBS e desidratados em concentracdes ascendentes de etanol (50%, 70%
e 2 vezes 100%) por 5 min cada. O tecido foi tratado com reagente de protease RNAscope
IV (Advanced Cell Diagnostics, 320850) durante 30 min a temperatura ambiente e lavado
duas vezes em agua miliqué. As sondas de RNAscope foram hibridizadas por 2 h a 40° em
um forno HybEZ (Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, EUA). As sondas foram
incubadas na seguinte combinacgdo: C1 — Giotl(branco), C2 — AVP (vermelho) e C3 — OT
(verde), tendo como DAPI na cor azul. A amplificagdo do sinal foi realizada usando o
RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit (Advanced Cell Diagnostics, 320850)

seguindo as orientacdes do fabricante e usando o amplificador 4A.

2.3. Caracterizagdo da dinamica espaco-temporal da expressao de RNA Giotl

A fim de caracterizar completamente os padrdes celulares da expressdo de Giotl,
foi realizada hibridizacdo in situ RNA Scope em combinacdo com RNAmM de AVP e RNAmM
de OT para marcacao de neurénios magnocelulares AVP e OT, respectivamente. Os animais
em condicdes basais (hidratados), desidratados (submetidos a privacdo hidrica por 72 h),
desidratados e ap06s 4 h, 8 h e 24 h da reidratacdo com acesso a dgua foram submetidos a
eutandsia por decapitacdo e os encéfalos coletados em gelo seco e armazenados a -80 até
serem realizados os cortes encefalicos. Foram utilizados um total de 5 animais por grupo.
Foi quantificada a expressdo de RNA Giotl no nucleo e citoplasma de neurdnios
magnocelulares que expressam AVP (NMC — AVP) e OT (NMC - OT).
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2.4.  Aquisicdo de imagens e andlise de dados

A aquisicdo das imagens foi realizada com um microscopio confocal de varredura a
laser Leica SP5-11 AOBS acoplado a uma microscopia de epifluorescéncia invertida Leica
DMI 6000. Arquivos de imagem bruta foram processados para gerar imagens compostas
usando o software de anélise de imagem de acesso aberto, FIJI. A imagens foram analisadas
e quantificadas na regido do SON por meio do programa de edi¢do ImageJ. Foi utilizado

apenas um corte de encéfalo por animal, num total de 5 encéfalos por grupo.

2.5.  Andlise estatistica

Os resultados foram tabelados. A meédia e o erro padrdo da média foram
representados em graficos. Analise de variancia (ANOVA) com pos-teste de Newman Keuls
(para 1 ou 2 fatores) foram utilizados para as comparacdes entre diferentes tratamentos

(significancia para p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1. Expressdo de RNA Giotl em neurdnios magnocelulares que expressam
AVP (NMC - AVP) e OT (NMC — OT) no SON de ratos normotensos

A privacdo hidrica de 72 h levou a um aumento na expressdo de RNA Giotl no
citoplasma (0,240 £+ 0,043 vs. Hidratado: 0,007 + 0,0029) [F(4,19) = 12,846; p <0,001]
(Figura 5.1.B, 5.2.A) e no nucleo (0,643 £ 0,107 vs. Hidratado: 0,0034 + 0,0014) [F(4,19) =
39,579; p <0,001] (Figura 5.1.B, 5.2.B) de neurdnios AVP e no citoplasma (0,0472 + 0,0147
vs. Hidratado: 0,00255 + 0,00111) [F(4,19) = 6,569; p < 0,002] (Figura 5.1.B, 5.2.C) e
nucleo (0,067 £ 0,027 vs. Hidratado: 0,0032 + 0,0017) [F(4,19) = 15,626; p <0,001] (Figura
5.1.B, 5.2.D) de neurdnios OT, quando comparado com ratos normohidratados.

Além disso, a expressao de Giotl diminui gradualmente no citoplasma e ndcleo de
células AVP e OT, de modo que 4 h (Figura 5.1.C), 8 h (Figura 5.1.D) e 24 h (Figura 5.1.E)
apos a reidratacdo, a expressdo de Giotl ndo € significativamente diferente dos niveis de
hidratados.

No entanto, é importante destacar que, embora RNA Giotl aumente sua expressao
tanto em neurdnios AVP quanto em neurénios OT em resposta a desidratacéo, neste estado,
estimulado osmoticamente, a expressdao de RNA Giotl é maior no citoplasma (Citoplasma
AVP: 0,240 + 0,043 vs. Citoplasma OT: 0,047 = 0,014) (t = 4,189, GL 8 (P = 0,003) (Figura
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5.2.G) e nucleo (Nucleo AVP: 0,643 + 0,107 vs. Ndacleo OT: 0,067 + 0,027) (t = 5,201, GL
8 (P < 0,001) (Figura 5.2.H) de neurdnios AVP em comparacdo com NMC - OT.

Por outro lado, em ratos hidratados ndo houve diferenca significativa na expressao de
RNA Giotl no citoplasma de NMC — AVP quando comparado com a expressao de RNA
Giotl no citoplasma de NMC — OT (citoplasma AVP: 0,007 + 0,002 vs. Citoplasma OT:
0,002 + 0,001) (t = 1,401, GL 8 (P > 0,05) (Figura 5.2.E). O mesmo foi visto para a
expressao de RNA Giotl no nucleo de NMC — AVP e OT (Nucleo AVP: 0,0034 + 0,0014
vs. Nucleo OT: 0,0032 + 0,0017) (t =0,0576, GL 8 (P > 0,05) (Figura 5.2.F).

Realizando uma analise da expressdo do transcrito de Giotl em resposta a
desidratacéo, foi possivel verificar uma maior expressdo de RNA Giotl na regido nuclear de
NMC — AVP quando comparado com a regido citoplasmatica de NMC — AVP (Ndcleo:
0,643 + 0,107 vs. Citoplasma: 0,240 + 0,043) [F(3,16) = 26,912; p < 0,001](Figura 5.2.1),
sem diferenca para no grupo hidratado. Em NMC — OT, n&o houve diferenca significativa na
expressdo de RNA Giotl no nucleo de NMC — OT quando comparado com a regido do
citoplasma (Nucleo: 0,067 £ 0,027 vs. Citoplasma: 0,047 + 0,014), nem para o0 grupo de
ratos hidratados (Figura 5.1.J).



130

Hidratados Privagdo hidrica 72 h (PH)

ML - 7.
B - TS s

Reidrata¢ao (R 8 h)

Figura 5.1: Expressdo de RNA Giotl no SON por meio da hibridizacdo in situ RNA Scope
em combinacdo com RNAmM de AVP e RNAmM de OXT para marcacdo de neurdnios
magnocelulares AVP e OXT nas condi¢des A) Hidratados, B), ap6s 72 h de privacao hidrica
(PH), C), apds 72 h de privacgdo hidrica seguido por 4 h de reidratacéo (R 4 h), D), ap6s 72 h
de privacdo hidrica seguido por 8 h de reidratacdo (R 8 h), E) apds 72 h de privacéo hidrica
seguido por 24 h de reidratagcdo (RH 24 h), DAPI: azul, AVP: vermelho, OT: verde, Giot1:
branco.
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Figura 5.2. Graficos mostrando expressao génica de RNA Giotl em ratos hidratados e apds
72 h de privacdo hidrica (PH) no A) citoplasma de neurbnios AVP, B) expressdao de RNA
Giotl no nucleo de neurénios AVP, C) expressdo de RNA Giotl no citoplasma de neurdnios
OT, D) expressdo de RNA Giotl no nucleo de neurdnios OT, E) expressdao de RNA Giotl
no citoplasma de neurénios AVP vs. neurénios OT na condi¢cdo hidratado, F) expressdo de
RNA Giotl no citoplasma de neurdnios AVP vs. neuronios OT no grupo PH, G) expresséo
de RNA Giotl no nucleo de neurénios AVP vs. neurdnios OT na condicdo hidratados, H)
expressdo de RNA Giotl no nucleo de neurdnios AVP vs. neurdnios OT no grupo PH, 1)
expressao de RNA Giotl no ndcleo vs. citoplasma de neurénios AVP em ratos hidratados e
PH e J) expressdo de RNA Giotl no nucleo vs. citoplasma de neurdnios OT em ratos
hidratados e PH. Barra de escalas representa 10 um. Foram utilizados nimero de 5 amostras
por grupo. Valores séo representados como média £ EPM, sendo considerado p < 0,05.
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4. DISCUSSAO

Os presentes resultados mostraram que o estimulo osmético pela privagdo hidrica
leva a um aumento na expressao de RNA Giotl no nucleo e no citoplasma de NMC’s AVP e
OXT. No entanto, a expressdo de RNA Giotl é maior no citoplasma e ndcleo de neurénios
AVP que em neurdnios OXT, sendo que no nlcleo essa expressdo é maior.

Estudos anteriores evidenciaram que o Giotl é regulado positivamente pela
desidratacdo em nucleos hipotalamicos, como o ndcleo supra-optico (SON) e nucleo
paraventricular (PVN) em machos (QIU et al., 2007) e fémeas (QIU et al., 2011).
Semelhantemente, os presentes resultados mostraram um aumento na expressdo de RNA
Giotl em neurdbnios AVP e OXT no SON, ap6s a estimulagdo osmética induzida por
privacao hidrica de 72 h.

Além disso, alteragdes na osmolaridade plasmaticas sdo responsaveis por promover
um significativo aumento nos niveis de mRNA para AVP no SON com consequente
aumento na secrecdo de AVP (KONDO et al., 2004; HAYASHI et al., 2006; YUE et al.,
2008). A sintese e secrecdo do hormonio vasopressina sdo reguladas centralmente pelo
sistema hipotalamo-neurohipofisario. Esse sistema consiste nos grandes neurbnios
peptidérgicos magnocelulares (NMC) dos nucleos hipotalamicos supra-Opticos (SON) e
nacleos paraventricular (PVN) (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004; ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2014). Em nossos resultados, vimos um aumento na expressdo de RNA
Giotl em neurbnios AVP no SON, podemos dessa forma sugerir que esses genes podem ser
profundamente reguladores da expressdo do horménio AVP, particularmente em resposta a
desidratacdo. Uma descricdo precisa da expressdo desses genes fornecerd, portanto, maiores
informacdes sobre sua funcdo na regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico.

Estabelecendo uma relacdo de Giotl com o comportamento ingestivo, foi
demostrado anteriormente que a ablacdo do SON e PVN ndo tem efeito sobre a ingestdo de
agua, mas bloqueia completamente a ingestdo de NaCl 2%, (COVIAN; ANTUNES-
RODRIGUES, 1963). Semelhante ao efeito observado com as lesdes SON e PVN
(COVIAN; ANTUNES-RODRIGUES, 1963), o knockdown bilateral de Giotl no SON e
PVN bloqueou drasticamente a ingestdo de sal durante a sobrecarga de sal, sugerindo que
Giotl permite uma alta ingestdo de sal. Corroborando com nossos resultados anteriores,
temos mostrado que a estimulagcdo osmotica por privacdo hidrica promove um aumento na
ingestdo de sodio, sugerindo dessa forma uma possivel relacdo do gene Giotl no controle da

ingestdo de sédio.
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Novos estudos estdo em andamento na busca de identificar estruturas nucleares e
sub-nucleares especificas que expressam RNA Giotl, de forma a proporcionar maiores
informacdes no entendimento sobre suas fungbes. A marcacdo de mRNA Giotl através do
protocolo de hibridizacédo in situ RNA Scope em combinacdo com imunohistoquimica para
varias proteinas de regides sub-nucleares do SON de ratos hidratados e desidratados tem
sido uma Otima ferramenta. A utilizacdo por exemplo de anticorpos especificos contra
FIRILARIN (para identificar a regido dos nucleolus), SC35 (para identificar regido nuclear
speckels), PSPC1(nuclear paraspeckels), COILIN (corpo de cajal) para a indentificacdo de
regides sub-nucleares que contétm RNA Giotl, obteremos maiores informagdes sobre sua
eventual fungdo nos nucleos.

Em suma, os resultados mostram que Giotl é expresso em neurénios AVP e OT no
SON e que ap6s uma estimulacdo osmotica pela privacdo hidrica ocorre um aumento
significativo na expressdo de RNA Giotl, sendo que esse aumento € maior no ndcleo de
neurbnios AVP. Além disso, existe uma possivel relagdo de Giotl com a ingestdo de sodio,
dessa forma podemos sugerir que parte da ingestdo de sodio desencadeada pela privacdo
hidrica seja responsavel pela expressdo de Giotl em areas responsaveis pelo balanco
hidroeletrolitico. Os estudos ainda precisam seguir em processo a fim de caracterizarmos por
completo a dindmica espaco-temporal da expressdo de Giotl, de forma a obtermos maiores

informagdes sobre suas fungdes.
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O primeiro conjunto de resultados apresentados nessa tese indicam que SHRs
apresentam um intenso apetite e palatabilidade ao NaCl independente das condi¢fes do
balanco hidroeletrolitico e, parte desse efeito é devido ativacdo de receptores
angiotensinérgicos AT1 centrais.

Assim como para o gosto salgado, SHRs apresentam um aumento na frequéncia de
respostas heddnicas para sacarose e um aumento no numero de respostas aversivas para o
gosto amargo, sugerindo que a elevada resposta dos SHRs as recompensas ao gosto nao
correspondem a uma diminuicéo da palatabilidade a um gosto tipico aversivo.

O efeito pressor induzido pelos estimulos gustatérios foi abolido pela prévia
administracdo de prazosina, tanto para animais SHRs quanto animais normotensos, sem
diferenca entre as linhagens. Esses dados sugerem que o componente afetivo do paladar
induz respostas cardiovasculares mediadas pelo sistema nervoso simpético. Além disso,
essas respostas encontram-se elevadas em SHRs.

SensacOes sensoriais de sabor salgado atingem o nucleo do trato solitario (NTS)
através da inervacdo facial (VII) da parte anterior da lingua via fibras do nervo corda do
timpano (BRADLEY, 2007). As projecdes ascendentes do NTS para o0 PVN sdo bem
conhecidas (PALKOVITS, 1999), embora um papel no apetite ao sal ndo tenha sido descrito
ainda. O NTS também est& envolvido na recepcdo de outras aferéncias viscerais, incluindo
informac0des cardiovasculares, uma regido de integracdo dessas informacdes. Por outro lado,
as projecOes do NTS para o nucleo parabraquial lateral (NPBL) na ponte estdo relacionadas
ao controle do apetite ao sdédio. O NPBL recebe projecdes do nucleo do trato solitario (NTS)
e da area postrema (AP), importantes sitios de integracdo de informacdes da periferia
(NORGREN, 1981; CIRIELLO; LAWRENCE; PITTMAN, 1984; FULWILER; SAPER,
1984; LANCA; VAN DER KOOQY, 1985; HERBERT; MOGA; SAPER, 1990; KRUKOFF;
HARRIS; JHAMANDAS, 1993; JHAMANDAS et al., 1996; JOHNSON, 2007). O NPBL
também envia projecOes para areas prosencefalicas essenciais para o controle do balango
hidroeletrolitico como o nucleo predptico mediano, os nucleos supra-6ptico (SON) e
paraventricular (PNV) do hipotadlamo e o nucleo central da amigdala (NORGREN, 1981;
CIRIELLO; LAWRENCE; PITTMAN, 1984; FULWILER; SAPER, 1984; LANCA; VAN
DER KOOY, 1985; HERBERT; MOGA; SAPER, 1990; KRUKOFF; HARRIS;
JHAMANDAS, 1993; JHAMANDAS et al.,, 1996). O PVN e SON também recebem
projecdes do OSF (MISELIS, 1981). Por sua vez, o PVN envia projecdes colaterais para

areas limbicas, como a amigdala (HERNANDEZ et al., 2015), podendo provocar altera¢es
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nos comportamentos motivacionais, talvez codificando a intensidade da gustacdo ao sodio
(ZARDETTO-SMITH; BELTZ; JOHNSON, 1994; LI et al., 2012). Em relagéo aos SHRs,
foi observado maior aumento na imunorreatividade da proteina Fos em areas como 0rgao
subfornical (SFO), regido comissural nucleo do trato solitario (NTSc) e pré locus coeruleus
(pré-LC) em comparacdo as linhagens de ratos normotensos (PEREIRA-DERDERIAN et
al., 2010).

Em nossos resultados foi observado que SHRs apresentaram um aumento na
intensidade das respostas somaticas, bem como cardiovasculares quando comparadas com
ratos normotensos. Além disso, j& foi mostrado que SHRs apresentam um maior aumento na
imunorreatividade da proteina Fos em é&reas como O6rgao subfornical (SFO), regido
comissural nucleo do trato solitario (NTSc) e pré locus coeruleus (pré-LC) (PEREIRA-
DERDERIAN et al., 2010). Tendo em vista esses achados, podemos sugerir que 0 aumento
da atividade dessas regiGes possa estar envolvido na maior intensidade das respostas
observadas em SHRs.

Especificamente ao gosto salgado, conforme vimos no capitulo 1, os receptores
centrais angiotensinérgicos AT1 fazem parte dos mecanismos ativados para aumento da
ingestdo e palatabilidade ao NaCl em SHRs. Ao contrario do efeito da ativacdo do receptor
AT1 central sobre 0 aumento da palatabilidade ao NaCl em SHRs, foi mostrado que a ANG
Il agindo perifericamente nos receptores AT1, em células gustativas, reduz a palatabilidade
do NaCl em ratos normotensos (SHIGEMURA et al.,, 2013). A investigacdo desse
mecanismo periférico de ANG Il em receptores AT1 de células gustativas em SHRs é
importante para responder questfes sobre a palatabilidade em SHRs. Além disso, também é
possivel que os SHRs sejam menos responsivos aos sinais inibitérios produzidos pela
ingestdo de NaCl, o que € semelhante aos ratos normotensos com blogueio dos mecanismos
inibitérios do nicleo parabraquial lateral (NPBL) (ANDRADE et al., 2011). Portanto,
estudos também podem investigar as vias que transmitem sinais inibitdrios, incluindo a
integracdo central de sinais inibitérios em SHRs, particularmente a modulacdo da
palatabilidade e ingestdo de NaCl pelos mecanismos do NPBL.

Assim como para 0 gosto salgado, nossos resultados mostraram que SHRs
apresentam um aumento na frequéncia de respostas hedbnicas para sacarose. Podemos
sugerir que essa preferéncia pelo gosto doce, pode estar associada a um aumento nas
respostas do sistema B-endorfinérgicos hipotaldamicos (ZHANG; ROCKHOLD, 1993). Além

disso, outra via que possa estar envolvida nessas respostas € através da atividade de areas
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limbicas, uma vez que o PVN envia projecdes colaterais para areas limbicas, como a
amigdala (HERNANDEZ et al., 2015), podendo provocar altera¢cbes nos comportamentos
motivacionais, isto é, podendo codificar a intensidade da gustacdo. O aumento de FOS no
NTS de SHRs pode estar contribuindo com uma maior ativacao dessa via, contribuindo com
0 aumento nas propriedades hedbnicas ao gosto doce quando comparado com normotensos.

Outras areas que possam estar envolvidas nas respostas observadas em SHRs sdo as
regides AV3V e NTS comissural, uma vez que lesGes simultaneas nessas regides produzem
uma reducdo duradoura da pressao arterial em SHRs adultos. (MOREIRA et al., 2009).

Em condicGes basais os SHRs apresentam um padrdo de comportamento do tipo
menos ansioso que os ratos normotensos. Ao contréario do que esperavamos, a PH-RP nédo
produziu nenhuma alteracdo em comparacdo ao respectivo basal, no comportamento
semelhante a ansiedade de animais normotensos e SHRs. Por outro lado, ap6s o término do
apetite ao sdédio, os SHRs apresentaram uma diminuic&o significativa no tempo gasto nos
bracos abertos do LCE, diminui¢do na atividade locomotora, quando comparado a sua
respectiva condicdo basal (hidratado). Mais estudos sdo necessarios para elucidar os
mecanismos envolvidos nesta resposta.

Por fim, por meio da hibridizago in situ RNA Scope para expressao de Giotl em
neurénios magnocelulares AVP e OT no SON, foi visto que apds uma estimulacdo osmética
pela privagéo hidrica, ocorre um aumento significativo na expressdo de RNA Giotl, sendo
gue esse aumento € maior no ndcleo de neurénios AVP. Assim sendo, a expressdo de RNA
Giotl em NMC — AVP e OT no SON de ratos normotensos é regulada por estimulo
osmatico. O possivel envolvimento de Giotl nessas areas hipotalamicas sobre a modulagdo
da ingestdo e palatabilidade ao sodio, durante condi¢Bes basais e durante estimulo osmético,
ainda permanece desconhecido.

Em suma, podemos concluir que ratos SHRs apresentam um intenso apetite e
palatabilidade ao NaCl independente das condi¢fes do balango hidroeletrolitico e, parte
desse efeito, é devido ativacdo de receptores angiotensinérgicos AT1 centrais. Além do
gosto salgado, SHRs tem um aumento nas respostas heddnicas para sacarose, € um aumento
no numero de respostas aversivas para 0 gosto amargo, independente das condigdes do
balanco hidroeletrolitico. O componente afetivo do paladar induz respostas cardiovasculares
mediadas pelo sistema nervoso autbnimo simpatico, sendo que nos SHRs essas respostas séo
observadas com maior intensidade. O comportamento semelhante a ansiedade e atividade

locomotora ndo foram alterados pelo ciclo de privacdo hidrica e reidratacdo parcial em
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ambas as linhagens. Por outro lado, em ratos normotensos, a desidratacdo levou a um
aumento na expressdéo do RNA Giotl em NMC AVP e OT no SON, em sua maior
quantidade no nucleo de NMC AVP, sugerindo uma possivel funcdo do gene Giotl no
controle da secrecao de vasopressina.

Os resultados aqui apresentados refletem uma grande realidade em que vivemos
atualmente. A alimentacdo com alta ingestdo de sal estd diretamente relacionada com
problemas cardiovasculares, além disso, a preferéncia por alimentos salgados é algo que tem
contribuido grandemente para o agravamento dessas doencas cronicas, principalmente por
parte de pacientes hipertensos. Entender os mecanismos envolvidos no controle da ingestdo
e preferéncia pelo gosto salgado ira proporcionais medidas de intervencdo que podera
reverter essa situacdo, contribuindo grandemente na melhora no estilo de vida, bem como

em uma alimentacdo mais saudavel.
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Item 1.1: Esquema do protocolo experimental 3.1 (Capitulo 1).
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Item 1.3: Esquema do protocolo experimental 3.4 (Capitulo 1).
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Item 2.1. A) Esquema da localiza¢do do local de implante da canula intraoral e b) esquema
do aparato experimental para o estudo da palatabilidade (teste de reatividade gustatéria) a

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

A)

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



Item 2.2: Esquema do protocolo experimental 3.1 (Capitulo 2).
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Item 3.1: Esquema do protocolo experimental 3.1 (Capitulo 3).
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Item 3.2: Esquema do protocolo experimental 3.2 (Capitulo 3).
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