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EXPERIMENTACAO

Permaneca sempre aberto e experimentador, sempre disposto a

caminhar em uma trilha que vocé nunca percorreu antes.

Edison estava trabalhando em um certo experimento por quase
trés anos e fracassou setecentas vezes. Todos 0s seus colegas e alunos
estavam completamente frustrados. Diariamente ele ia feliz ao laboratdrio,
transbordando alegria, pronto a comegar de novo. Era demais: setecentas
vezes e trés anos desperdicados! Todos estavam convencidos de que o
experimento néo iria dar em nada. Tudo parecia inutil, apenas uma fantasia.

Reuniram-se entdo e disseram a Edison: “Fracassamos
setecentas vezes! Nao conseguimos coisa alguma e precisamos parar”.

Edison riu ruidosamente e disse: “O que vocés estdo dizendo?
Fracassamos? Fomos bem-sucedidos em saber que setecentos métodos
nédo funcionam. A cada dia estamos nos aproximando cada vez mais da
verdade! Se néo tivéssemos batido nessas setecentas portas, ndo teriamos
como saber. Mas agora estamos certos de que setecentas portas sdo falsas.
Essa ¢ uma grande conquista!”

Esta é a atitude cientifica basica: se vocé puder concluir que algo
é falso, estara se aproximando da verdade. A verdade ndo esta disponivel no
mercado para que vocé possa ir diretamente a ela e compra-la. Ela ndo esta
pronta, disponivel. Vocé precisa experimentar. Assim, Seja um
experimentador. E nunca se torne presungoso, nunca ache que tudo o que
vocé estiver fazendo € perfeito. Nunca é perfeito. Sempre é possivel

aprimora-lo, sempre é possivel torna-lo mais perfeito.

Trecho extraido do livro OSHO todos os dias. Tradugao de Leonardo Freire.
4 ed. Campinas: Verus Editora, 2003. p.37
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RESUMO

A lesdo do nucleo central da amigdala (NCeA) reduz o
comportamento de ingestdo de sédio, mas ndo a sede, induzido por
angiotensina Il e deplegdo de sédio no modelo de furosemida. No presente
trabalho investigamos o efeito da lesdo do NCeA na ingestdo de sdédio
induzida no modelo de privagao hidrica-reidratacao parcial (PHRP).

Ratos Holtzman adultos (260-320 g) ambientados por cinco dias
com agua, NaCl 1,8% e racédo foram submetidos a leséo ficticia (n=12) ou
lesbes eletroliticas do NCeA (1 mA /20 s): unilateral (n = 10) e bilateral (n =
8). Foi medida a ingestdo diaria de agua e NaCl 1,8% cinco dias antes e
cinco dias apos as lesdes. A leséo ficticia ndo alterou a ingestao diaria de
agua nem de NaCl 1,8%. Lesbes uni- ou bilaterais do NCeA reduziram a
ingestao diaria de sodio e n&o alteraram a ingestao diaria de agua.

Sete dias apds as lesdes, foram removidas a agua e NaCl 1,8%,
mas nao a ragao por 24 ou 36 horas. Entao foi removida a racao e oferecida
agua por duas horas (modelo PHRP) e apds a reidratagéo parcial, NaCl 1,8%
e agua foram oferecidos e medidos aos 15, 30, 60 e 120 minutos (teste do
apetite ao sodio). Na privagao hidrica de 24 horas, lesbes do NCeA néao
alteraram a ingestdo de NaCl 1,8% ou agua no teste do apetite ao sddio
apos reidratagao parcial, ja na privagao hidrica de 36 horas, a lesdo bilateral

do NCeA reduziu a ingestao de NaCl 1,8% para 3,4 + 1,7 ml / h em relagéo



ao grupo com lesao ficticia (8,6 + 1,6 ml / h, p < 0,05), no teste do apetite
apos reidratagdo parcial. A ingestdo de agua néo foi alterada pela leséo do
NCeA. Houve incremento na ingestao regulatéria de NaCl 1,8% em resposta
a episddios repetidos de privagdes hidricas sucessivas em animais intactos.
Este incremento n&o ocorreu em nenhum dos grupos com lesdao do NCeA e
nem mesmo no grupo com lesao ficticia. A lesdo do NCeA reduziu também a
ingestdo de NaCl 1,8% induzida por deplegcao de soédio com furosemida e
remogao de sodio ambiente, confirmando os efeitos da lesdo amigdalar ja
descritos na literatura. A integridade do NCeA € necessaria para a
expressao completa do apetite ao sédio no modelo PHRP em ratos, sendo
importante para a ingestao regulatéria de sodio.

A privacao hidrica induz expressao da proteina c-Fos em nucleos
hipotalamicos e estruturas da lamina terminal. Essa expressao é revertida ou
permanece inalterada em diferentes nucleos apds reidratacdo no modelo
PHRP. Este trabalho também investigou o efeito de lesbes do NCeA na
expressao do gene c-Fos em areas prosencefalicas e pontinas em resposta
a 36 horas de privagdo hidrica e subsequente reidratacdo que precede a
ingestdo de sédio. Ratos (n = 6 por grupo), com lesao ficticia (F) ou com
lesdo eletrolitica bilateral do NCeA (L), foram mantidos hidratados ou
submetidos a privagao hidrica e reidratacdo parcial, e tiveram os encéfalos
perfundidos para deteccdo imunohistoquimica de neurdnios expressando a
proteina c-Fos. A expressao de c-Fos em estruturas da lamina terminal,

nucleo supra-6ptico ou no nucleo parabraquial lateral ndo foi alterada e
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aumentou no nucleo parabraquial medial e porgao parvocelular do nucleo
paraventricular do hipotalamo em ratos com lesdo bilateral do NCeA. A
atividade neuronal aumentada no nucleo parabraquial medial pode estar
relacionada ao efeito inibitério da lesdo do NCeA no apetite ao sodio neste

modelo.
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ABSTRACT

The lesion of central nucleus of amygdala (NCeA) decrease
sodium intake, but not thirst, induced by angiotensin |l and sodium depletion
in furosemide model. In the present work we investigated the effect of lesion
of NCeA on sodium intake induced by the water deprivation — rehydration
protocol (PHRP).

Adult male Holtzman rats (260-320 g) housed for five days with
water, 1.8% NaCl and regular food pellets received sham (n = 12) or
eletrolytic lesion of NCeA (1 mA / 20 s): unilateral (n = 10) and bilateral (n =
8). The ingestion of water and 1.8% NaCl was recorded five days pre- and
post-surgery. No significant alteration in daily water or sodium intake was
produced after sham-lesion surgery. The uni- or bilateral lesions of NCeA
reduced the daily 1.8% NaCl intake, but did not alter daily water intake.

Seven days after surgery, water and 1.8% NaCl were removed and
only food remained avaiable for 24 or 36 hours. Then, food was removed and
water was offered for rehydration (2 hours), PHRP protocol. After partial
rehydration with water, 1.8% NaCl and water was made avaiable and
ingestion was recorded at 15, 30, 60 and 120 minutes (sodium appetite test).
No significant alteration was observed in cumulative 1.8% NaCl or water at
sodium appetite test in NCeA lesioned rats after PH24hRP. After PH36hRP,

the bilateral lesion of NCeA reduced 1.8% NaCl intake for 3.4 + 1.7 ml/h
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compared with sham lesion (8.6 + 1.6 ml / h, p < 0.05). Water intake was not
altered by NCeA lesion. There was an enhancement in need-induced 1.8%
NaCl intake of intacts rats in response to repeated episodes of water
deprivation. This enhancement occurred neither in the group with NCeA
lesion nor in the group with sham lesion. The NCeA lesion also reduced the
1.8% NaCl intake induced by sodium depletion with furosemide and removal
of ambient sodium, thus confirme the effects of amygdalar lesion already
described in the literature. The integrity of NCeA is necessary for full
expression of sodium appetite in the PHRP protocol.

Water deprivation induced Fos expression in hypothalamics nuclei
and cells groups of the lamina terminalis. Fos expression was reverted or did
not change in different nuclei after rehydratation in PHRP protocol. We also
investigated the effect of lesion in the NCeA on Fos expression in forebrain
and pontine structures in response to 36 hours of water deprivation and
subsequent rehydration that immediately precede Na* intake. Rats (n = 6 per
group), whith sham lesion (F) or bilateral lesion of NCeA, were submitted to to
PH36hRP. Expression of Fos (as assessed by immunohistochemistry) in
lamina terminalis or lateral parabrachial nucleus was not altered, but
increased in medial parabrachial nucleus and parvocellular division of
paraventricular nucleus of hypothalamus in NCeA lesioned rats. The
increased neuronal activity in medial parabrachial nucleus may be related to

the inibitory effect of NCeA lesion on sodium appetite.
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Introdugéo 1

1. INTRODUGAO

A relagao eficaz de animais terrestres com o ambiente depende de
processos regulatorios que mantém constantes as condi¢des de seu meio
interno, o milieu intérieur de Claude Bernard. O conjunto de mecanismos que
atuam mantendo constante o0 meio interno e assim permitindo o
funcionamento celular, definem a homeostase, conforme o proposto por
Cannon (1932). Para que um organismo multicelular funcione
adequadamente é necessario que os volumes dos compartimentos liquidos,
o intracelular e o extracelular, estejam regulados. A concentragcdo de sodio
no liquido extracelular é determinante do equilibrio osmoético e deve ser
mantido dentro de faixas estreitas de variacdo, a fim de permitir o
funcionamento adequado das células.

A integracdo funcional dos mecanismos homeostaticos é
coordenada pelo sistema nervoso e pelo sistema endocrino, atuando
conjuntamente em resposta as altera¢gdes ambientais. Na maioria das vezes,
ingerimos mais agua e sodio do que necessitamos e, principalmente os rins,
eliminam o excesso. Entretanto, se as quantidades de agua e de sddio
estiverem muito reduzidas, caracteriza-se um estado de desidratagao e serao
ativados mecanismos de regulagdo, como os comportamentos motivados de

beber agua (sede) e ingerir sédio (apetite ao soédio).



Introdugéo 2

A desidratacdo pode ser intracelular devido a um aumento na
concentragao extracelular de solutos osmoticamente ativos, gerando
hiperosmolalidade e perda de agua das células para o espago extracelular
(FITZSIMONS, 1985). O soluto mais efetivo para aumentar a concentragao
osmotica é o sodio e a desidratagao intracelular pode ser produzida com
dietas de alto teor de sédio ou induzida experimentalmente ou clinicamente
com infusdo endovenosa de solugdes hipertdnicas.

Mecanismos neurais e hormonais sdo acionados diante da
desidratacao intra ou extracelular e participam da restauragcdo do equilibrio
hidroeletrolitico, que sé é consumado por manifestacdo de comportamentos
ingestivos de agua e de sédio, restaurando a agua e o sodio perdidos.

Um aumento de pelo menos 2% na osmolalidade extracelular leva
a desidratacdo intracelular, produzindo sede e ativando os nucleos
supraoptico (SON) e paraventricular (PVN) hipotalamicos, produtores e
secretores de vasopressina e ocitocina. No PVN a por¢cao magnocelular é
responsavel pelo aumento da ocitocina plasmatica (que estimula a liberagao
de horménios natriuréticos e a excregdo de solutos pela natriurese) e a
porgao parvocelular é responsavel pelo aumento de ocitocina central (que
inibe a ingestdo de sbdio e alimento), evitando o agravamento da
desidratacao (ANTUNES-RODRIGUES e cols., 1991; VERBALIS e cols.,
1993).

Em modelos de desidratacdo extracelular a perda do liquido

extracelular é, necessariamente, acompanhado do ion sodio, portanto, neste
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caso, ha deplecao de sddio, induzindo hipovolemia. Os mecanismos ativados
para corrigir a hipovolemia, o que s6 acontece pela reposi¢cao de sédio e
agua, dependem do modelo experimental (STRICKER e cols., 1992;
THUNHORST & JOHNSON, 1994; DE LUCA Jr. e cols.,, 2002a). A
desidratacao extracelular é devido a redugao do volume do compartimento
extracelular, causando hipovolemia. Pode ser produzida por diarréias,
vomitos, hemorragias e substancias diuréticas. Experimentalmente, pode ser
induzida por adrenalectomia (RICHTER, 1936), injecdes de solugdes
hiperoncéticas, como o polietilenoglicol (STRICKER, 1981), injecédo de
formalina (HANDAL, 1965), dialise peritoneal (FALK, 1965) ou por indugao
farmacoldgica com uso do diurético como a furosemida, que induz perda
renal de agua e eletrdlitos, combinada com dieta pobre em sdédio
(JALOWIEC, 1974). Na desidratagdao extracelular, a hipovolemia
desencadeia varios mecanismos de regulagédo na tentativa de restabelecer o
volume do liquido extracelular, envolvendo o sistema nervoso simpatico, o
sistema renina-angiotensina-aldosterona, vasopressina (fatores né&o
osmaoticos) e outros horménios, respondendo a alteragdes que dependem do
modelo empregado para a obtengdo experimental da desidratagao
extracelular. Em modelos de desidratacdo extracelular com o uso de
hemorragias severas ha reducdo de 30% do volume sanglineo e redugéo
aguda da presséao arterial, ja na desidratagdo extracelular seletiva obtida no
modelo de depleg¢do de sodio induzida por furosemida ha redugéo de 8% do

volume sanguineo, aumento de atividade de renina, angiotensina e
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aldosterona plasmaticas (JALOWIEC, 1974; SAKAI e cols., 1989; ROWLAND
& FREGLY, 1992; SCHOORLEMMER e cols., 1997), sendo que, neste
modelo, a pressao arterial ndo é reduzida (DE LUCA Jr. e cols., 1996). A
privagdo hidrica promove conjuntamente a desidratacao intra e extracelular,
isto €, hiperosmolemia e hipovolemia, aumento de atividade de renina e
angiotensina plasmaticas, sendo que as alteragbes da volemia, que sé&o
semelhantes ao modelo da furosemida, ndo sao acompanhadas de
alteragdes significantes da pressao arterial e aldosterona plasmatica
(RAMSAY e cols., 1988; DE LUCA Jr. e cols., 2002a).

Embora os comportamentos de ingestédo de agua e de sddio sejam
distintos, eles apresentam varias caracteristicas em comum. Ambos séo
ativados por desidratacdo extracelular ou deplegao de sédio (FITZSIMONS,
1972; BOLLES, 1975; DENTON, 1984) e ambos dependem de angiotensina
Il (AVRITH & FITZSIMONS, 1980; BUGGY & JONKLASS, 1984; ROWLAND
& FREGLY, 1992; FITZSIMONS, 1998). Tipicamente, a ingestdo de agua
(sede) surge logo nas primeiras duas horas e a ingestao de cloreto de sédio
hipertonico (apetite ao sodio) surge entre cinco e dez horas apds a indugao
de deplegdo de sédio (STRICKER & JALOWIEC & STRICKER, 1970; DE
LUCA Jr. e cols., 1992).

No rato esta demonstrado que a desidratagdao, provocada por
privacdo hidrica, induz apetite ao sodio (WEISINGER e cols.,1985). Esta
especificidade tem sido confirmada por trabalhos em andamento no nosso

laboratério, onde, animais submetidos a privagdo hidrica por 24 horas e
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reidratagcdo parcial, aumentam seletivamente a ingestdo de solugbes
minerais contendo sédio em testes de preferéncia entre solugdes palataveis
de KCI 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M e NaCl 0,15 M (LEITE e
cols., 2004).

Aumento da preferéncia por sodio, durante privagdo hidrica, tem
sido relatada em humanos (TAKAMATA e cols., 1994). A privacao hidrica é
um modelo de inducdo do apetite ao sddio que simula o que ocorre com
frequéncia na natureza e, o entendimento de seus mecanismos, € de grande
interesse para as estratégias de hidratagdo e restabelecimento da
homeostase em animais e humanos (LESHEM, 1999; KLEINER, 1999).

A privacao hidrica é uma das formas mais naturais de se produzir
desidratacdo, induzindo natriurese em ratos, coelhos e ovelhas e
consequente redugdo do liquido extracelular (LUKE, 1973; McKINLEY e
cols., 1983; SCHOORLEMMER & EVERED, 1993). O apetite ao soédio
emerge facilitado pela angiotensina |l podendo depender da retirada de
inibidores, tais como: ocitocina, vasopressina, peptideo natriurético atrial,
noradrenalina, colecistoquinina e serotonina (ANTUNES-RODRIGUES e
cols., 1986; RENAUD e cols.,, 1987; REIS e cols.,, 1990; MENANI &
JOHNSON, 1998a, 2000; FRANCHINI & VIVAS, 1999; DE LUCA Jr. e cols.,
2002b, 2003).

No modelo de privagao hidrica, o apetite ao sddio € mediado por
angiotensina Il, pois a aplicagdo central de antagonistas de receptores de

angiotensina Il ou bloqueadores da enzima conversora de angiotensina
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perifericamente aplicados, suprimem a ingestdo de sédio hipertdnico apds
privagdo hidrica de 24 horas e reidratagdo parcial com agua (SATO e cols.,
1996).

O modelo de privagédo hidrica mais reidratagao parcial com agua
por duas horas (PHRP) fornece subsidios para o estudo da sede e do apetite
ao soédio, separadamente. O rato é privado de agua, ocorre hipovolemia,
aumento da atividade de renina plasmatica, aumento da osmolalidade e
sédio plasmatico. Reidrata-se parcialmente o animal com agua por duas
horas. O periodo de reidratagao parcial corrige totalmente a osmolalidade,
mas sO parcialmente a hipovolemia e a atividade de renina plasmatica
permanece aumentada, assim como no periodo de desidratagdo (DE LUCA
Jr. e cols., 2002a). No momento em que o rato tem acesso a solugdo de
NaCl 1,8% (teste do apetite ao sddio) estdo presentes sinais facilitadores do
apetite ao sodio, como hipovolemia e angiotensina Il, e, com a corregédo da
osmolalidade, estdo desativados os sinais inibitorios cardiovasculares de
baixa pressdo e de hipertonicidade para os circuitos do apetite ao sodio
(JOHNSON & THUNSHORT, 1997; DE LUCA Jr. e cols., 2002b). Apos
reidratagdo, uma solugao hiperténica de NaCl 1,8% é oferecida em conjunto
com agua (teste do apetite ao sddio) medindo-se as ingestdes cumulativas
aos 15, 30, 60 e 120 minutos. A ingestdo de sddio corrige totalmente o
volume do liquido extracelular e a perda de sddio que ocorreu na natriurese
promovida pela privagéo hidrica (SCHOORLEMER & EVERED, 1993; DE

LUCA Jr. e cols., 2002a).
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O apetite ao sédio € um comportamento motivado inato em
diversos mamiferos, que quando sujeitos a deplecdo de sodio ingerem
solugdes com sodio, mesmo sem nunca terem tido acesso prévio a estas
solugdes (DENTON, 1984). Apesar de ser um comportamento inato, mesmo
assim pode sofrer influéncia da experiéncia, sofrendo incrementos diante de
desidratacdes extracelulares sucessivas na fase adulta (EPSTEIN, 1991), ou
na fase fetal uma vez que ratas gravidas, submetidas a deplegao de sédio ou
outras situacdes que induzem o apetite ao sédio, terdo prole que, quando
adultos, apresentardo incremento na ingestdo regulatéria (resposta a
deplecao de sodio) ou ndo regulatéria (ingestdo diaria em quantidade acima
da necessaria) (GALAVERNA e cols., 1995; LESHEM e cols., 1999).
Privagdes hidricas no modelo PHRP, incrementam a ingestao diaria de sodio
(ndo regulatdria) ocorrendo em ratos submetidos a multiplos episoédios de
privagdo, sem aumentar a ingestdo de agua (PEREIRA e cols., 2002).

Diante da deplecéo de sddio e hipovolemia, baroreceptores renais
sinalizam para as células justaglomerulares o aumento de renina que, por
clivagem do angiotensinogénio hepatico, formam angiotensina | que, por
acao da enzima conversora de angiotensina, forma a angiotensina II. A
angiotensina Il pode ser originada em varios tecidos, mas sua fonte mais
significativa €& a partir da clivagem da angiotensina | nos pulmdes
(FERRARIO, 1990). O cérebro também produz sua propria angiotensina Il
que pode agir independentemente da circulante (BUNEMANN e cols., 1993).

A angiotensina Il é, fisiologicamente, a forma mais importante de
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angiotensina, produzindo uma variedade de respostas mediadas pelo
cérebro e receptores periféricos de angiotensina Il abrangendo respostas
celulares e comportamentais. A angiotensina Il produz seus efeitos celulares
por meio de proteinas reguladoras G acopladas aos receptores da
membrana celular que fazem a mediacéo, dependendo do tecido, inibindo a
adenilato ciclase e diminuindo os concentragdes intracelulares de AMP,
ativando a fosfolipase C e aumentando o inositol trifosfato e diacilglicerol ou
promovendo a abertura dos canais de calcio da membrana celular
aumentando os concentragdes de calcio citosoélico, exercendo assim, seus
diferentes efeitos nas células alvo (JEFFRIES & PETTINGER, 1989).
Respostas no balango hidro-eletrolitico e fungdo cardiovascular incluem
aumento na pressao arterial por produzir vasoconstriccao arteriolar e
facilitacdo da liberacdo de noradrenalina nas terminacdes simpaticas,
secrecdo de aldosterona pelo cortex adrenal, estimulacdo direta na
reabsorcao tubular de sodio, liberagédo de vasopressina, ingestdo de agua e
inducdo da ingestéo regulatoria de sodio (ZIMMERMAN e cols., 1981, 1984;
PHILLIPS, 1987; WRIGHT & HARDING, 1992).

A angiotensina Il circulante age nos érgéos circunventriculares
(CVO'’s: area postrema — AP; 6rgao subfornicial: SFO; érgao vasculoso da
lamina terminal: OVLT), desprotegidos de barreiras hemato-encefalica,
podendo responder tanto a angiotensina Il circulante como a angiotensina |l
cerebral. Foi observado que em ratos depletados de sédio pelo tratamento

com furosemida, associado com baixas doses de inibidor da enzima
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conversora de angiotensina, captopril (modelo furocap), que por nao formar a
angiotensina |l circulante, aumenta a angiotensina |l de origem cerebral, o
apetite ao sodio induzido por este modelo foi inibido por aplicagédo central de
inibidor da enzima conversora de angiotensina no OVLT (FITTS & MASSON,
1996). Assim, os CVO'’s respondem tanto a angiotensina Il circulante quanto
a angiotensina Il de formacéao local. Do SFO partem eferéncias para o nucleo
pré-optico mediano (MnPO), PVN, SON e para outras areas do sistema
limbico, incluindo a amigdala. O OVLT é também sensivel as variagbes da
osmolalidade e também se projeta para o MnPO. Estes nucleos, integrantes
da lamina terminal (SFO, OVLT e MnPO), sdo associados ao efeito ativador
da sede e apetite ao sédio pela angiotensina 1l (SIMPSON &
ROUTTENBERG, 1978; WEISINGER e cols., 1990; DE LUCA Jr. e cols.,
1992; COLOMBARI e cols., 1996), pois possuem receptores e terminais de
angiotensina Il em abundancia (LIND e cols., 1985; MENDELSOHN e cols.,
1984) .

Aparentemente, multiplos sistemas agem em conjunto para
sinalizar a desidratagcédo. Variagdes na concentragcado de angiotensina Il e de
sodio sao detectadas por neurdnios angiotensinérgicos e
osmosodioreceptores dos CVO’s (OLDFIELD & McKINLEY, 1995; JOHNSON
& THUNHORST, 1997; McKINLEY e cols.,, 2001a). Sinais viscerais
detectados por baroreceptores, receptores cardiopulmonares
osmosodioreceptores gastricos e hepaticos, trafegam por aferéncias vagais,

glossofaringeas e gastricas para o nucleo do trato solitario (NTS) e dai para a
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area postrema (AP) e nucleo dorsal da rafe (DNR) de onde partem eferéncias
para o nucleo parabraquial lateral (NPBL), PVN, amigdala e outras areas do
sistema limbico (FRANCHINI e cols., 2002, SHAPIRO & MISELIS, 1985;
LANCA & KOQY, 1985).

A amigdala recebe proje¢cdes angiotensinérgicas dos o6rgaos
circunventriculares particularmente do SFO e aferéncias viscerais
provenientes da AP, NTS e NPB (subdividido em lateral e medial). A
amigdala interpreta estimulos internos e externos, integrando sinais viscerais
(humorais e neuronais) do conteudo de sédio e sinais somaticos (gosto),
predispondo o animal para o comportamento motivado de procura e ingestao
de 4gua e sddio (SCHULKIN, 1991; SPECTOR e cols., 1992; JOHNSON &
THUNSHORST, 1997; McKINLEY e cols., 2001b, ALBRECHT e cols., 2003).

Trabalhos classicos na década de 60, do Prof. Covian e seus
colaboradores estdo entre os primeiros a estudarem a importancia dos
nucleos da amigdala para o controle da ingestdo de sédio. Em animais com
lesdes bilaterais do hipotalamo anterior (destruindo PVN e SON), lesdes da
regiao corticomedial da amigdala, area septal e bulbo olfatério, determinaram
aumento especifico da ingestao de sodio, portanto, a regiao corticomedial da
amigdala expressou carater inibitério e lesbes da regido basolateral
(estimulatoria), diminuiram a ingestdo de soédio. Estes trabalhos
estabeleceram a importancia de areas limbicas para circuitos neurais que
controlam o apetite ao sédio e balangco hidromineral, demonstrando que

impulsos neurais facilitatérios do apetite ao sédio poderiam passar pela
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amigdala, hipocampo, cortex motor e sensorial e convergir para o
hipotalamo, iniciando o apetite ao sédio (COVIAN & ANTUNES-
RODRIGUES, 1963; GENTIL e cols., 1968; SAAD e cols., 1972, 1981).

A amigdala (complexo amigdaldide) esta localizada nos lobos
temporais e tem como principais regides os nucleos: medial: recebe
aferéncias do bulbo olfativo (odores e feromdnios) e envia informagdes para
o prosenceéfalo e hipotalamo; lateral: recebe informacbes sensoriais do cortex
primario, do talamo e formagédo hipocampal e projeta-se para os nucleos
basal e central do complexo amigdaldide; basal: recebe aferéncias sensoriais
dos nucleos lateral e basolateral do complexo e projeta-se para o nucleo
central e matéria cinzenta periaquedutal; central: recebe aferéncias dos
nucleos basolateral e basal do complexo amigdaldide e projeta-se para o
hipotalamo, mesencéfalo, ponte e bulbo.

Assim, o nucleo central da amigdala (NCeA) é responsavel por
respostas emocionais e comportamentais (CARLSON e cols., 2002) e
apresenta particular interesse no comportamento motivado na ingestao de
sddio por manter conexdes reciprocas com o bulbo, através do NTS e ponte,
através do nucleo parabraquial (NPB), processadores de informacdes
gustatérias, olfatérias e viscerais (NORGREN, 1995). A integridade do NCeA
€ necessaria para varios mecanismos relacionados a ingestdo de sodio.
LesoOes bilaterais do NCeA abolem a ingestéo diaria de NaCl 3% e o apetite
ao sodio induzido pela deplegdo no modelo da furosemida combinada a

remocao de sddio ambiente e a ingestdao de NaCl 3% durante o tratamento
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com desoxicorticosterona (DOCA), composto esteréide com propriedades
semelhantes a aldosterona e por ativagdo da angiotensina Il cerebral com
injecado i.c.v. de renina (GALAVERNA e cols., 1992). O incremento na
ingestdo de sdédio € também atenuado em ratos com lesdo bilateral da
amigdala do NCeA submetidos a multiplas deple¢des de sodio induzidas por
furosemida (GALAVERNA e cols., 1992). No entanto, este mesmo trabalho
testou a ingestao diaria de solugdes palataveis de sacarose 5%, comida e
agua e mostrou que animais com lesao bilateral do NCeA nao sofreram
danos globais na ingestao, verificando déficits especificos para a ingestéao de
NaCl 3%.

A indugdo do apetite ao sodio pode ser promovida em ratos
repletos de sddio com inje¢cdes subcutaneas de ioimbina, um antagonista
adrenérgico alfa-2 (THUNHORST e cols., 1990). Les6es do NCeA em ratos
depletados de sédio com furosemida ou com ioimbina (sc) mostraram uma
redugdo em torno de 70% apos as lesdes na ingestdo cumulativa medida por
3 horas e na ingestao diaria de NaCl 2%. As lesdes do NCeA né&o afetaram a
ingestdo de agua, quer por desidratagdo intracelular promovida por salina
hipertbnica, sc, ou por desidratagcdo extracelular promovida por furosemida
ou sede induzida por angiotensina Il, sc, reforgando o conceito que lesdes do
NCeA reduzem especificamente o apetite ao soédio. Lesdes do NCeA ou da
por¢cdo lateral do nucleo da estria terminal (BNST) comportaram-se
similarmente na reducdo do apetite ao sédio no modelo apresentado

(ZARDETTO-SMITH e cols., 1994).
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O NCeA e o BNST (ventral e lateral) formam um complexo
denominado amigdala extendida (nucleo da estria terminal, substancia
inominada  sublenticular e neurbnios dos nucleos medial e central da
amigdala) que, por suas similaridades funcionais, estruturais e
neuroquimicas, suportam a idéia que sao reciprocamente conectados com
varios nucleos envolvidos no controle cardiovascular e balango
hidroeletrolitico (VEENING e cols., 1984; DeOLMOS e cols., 1985; ALHEID e
cols., 1995; JOHNSON e cols., 1999).

Os resultados de lesdes do NCeA, embora reduzindo o apetite ao
sédio, ndo parecem advir de desordens da funcédo gustatéria, pois estes
animais discriminam estimulos sapidos aplicados a lingua, respondendo
normalmente aos testes de reatividade gustatéria ao NaCl (AZUMA e cols.,
1984; SEELEY e cols., 1993). Este nucleo ndo parece ser importante para a
sensacdo ao sabor, mas sim para conectar informagbes gustatorias
provenientes de areas bulbares (NTS) e pontinas (NPB) aos sistemas
motores responsaveis para o consumo de sodio, sendo essas respostas
modificadas pelo conteudo de sédio do meio interno (GALAVERNA e cols.,
1993; LUNDY & NORGREN, 2001).

Vias gustatérias do tergo anterior da lingua trafegam pelo nervo
corda do timpano e facial para o NTS e deste nucleo para o NPBL e
amigdala extendida. (SCHULKIN, 1991; SPECTOR e cols., 1992;
NORGREN, 1981; JOHNSON e cols., 1999). Com relagdo aos aspectos

gustatorios, a estimulacao elétrica do NCeA pode inibir ou facilitar respostas
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aos testes de seletividade ao NaCl aplicado diretamente na lingua de ratos,
utilizando-se como supressor de canais de so6dio o amiloride, sendo que
prevalece a inibicdo na modulacdo da seletividade ao NaCl (LUNDY &
NORGREN, 2001).

O NPB, processador de informagdes gustatorias provenientes da
AP e NTS, também se projeta para o hipotdlamo e amigdala, exercendo um
controle inibitério, por via serotoninérgica, no sentido de limitar a ingestao de
sédio (MENANI & JOHNSON, 1995). Mecanismos serotoninérgicos inibitorios
no NPBL, foram descritos por Menani & Johnson (1995) através de injegdes
de metisergida (antagonista serotoninérgico). Sob efeitos indutivos da
ingestdo de sddio, tais como angiotensina Il i.c.v., tratamento combinado de
furosemida e baixas doses de inibidor da enzima conversora da angiotensina
ou tratamento com desoxicorticosterona, o antagonista serotoninérgico
metisergida no NPBL aumentou de forma pronunciada a ingestdo de sodio
induzida por estes tratamentos (MENANI & JOHNSON, 1995; MENANI e
cols., 1996; DE GOBBI e cols., 2000) ou ainda por desidratac&o intracelular
seletiva provocada por NaCl 2 M intragastrica (DE LUCA Jr. e cols., 2003).
Mecanismos inibitorios serotoninérgicos ou colinérgicos presentes no NPB,
diante da desidratacdo evitariam que o animal com desidratagao intra e
extracelular, como é o caso da privacdo hidrica, com hiperosmolalidade e
hipernatremia bebesse sodio e agravasse seu quadro de desidratacdo. A
atuacdo da metisergida no NPBL nao modifica a ingestao de sodio ou agua,

sem que o estimulo natriorexigénico ou dipsogénico esteja presente
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(COLOMBARI € cols., 1996; MENANI e cols., 1998b), sendo que a presenca
de sinais facilitatorios para a ingestdo de sédio € que vao determinar a
remogao de vias inibitorias serotoninérgicas do NPBL.

A influéncia de lesdes do NCeA na reducao do apetite ao sodio foi
extensamente averiguada utilizando-se, como estratégia de indugdo do
apetite ao sodio, modelos de desidratagdo extracelular seletiva. No entanto
nao se conhecem estudos da influéncia de lesdes do NCeA na ingestao de
sodio induzida por privagao hidrica. Sera que lesdes do NCeA interferem
como o apetite ao sédio no modelo PHRP?

Para entendimento da complexa circuitaria neuronal que controla o
apetite ao sédio, tem-se estudado a ativagdo neuronal através da detecgao
do produto protéico do protooncogene c-Fos por técnicas
imunohistoquimicas (HUGHES & DRAGUNOW, 1995). Conhecidos como
genes de expressao imediata, os genes desta familia sdo considerados
importantes transdutores de sinais que incidem sobre as células. Estes sinais
incluem neurotransmissores e horménios que podem ativar os genes de
expressao imediata em poucas horas, o que ajuda a delinear vias neurais
ativas através do aumento da imunoreatividade para proteina c-Fos em
varias estruturas encefalicas de ratos apds tratamentos que induzem a
ingestdo de sddio e agua, tais como: angiotensina Il, icv (HERBERT e cols.,
1992; XU & HERBERT, 1994), salina hiperténica (HOCHSTENBACH &
CIRIELLO, 1996), deplecéo de sédio com furosemida associado ao captopril

(THUNHORST e cols., 1998), dialise peritoneal (VIVAS e cols., 1995;
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FRANCHINI e cols., 2002) e na privagao hidrica (McKINLEY e cols., 1994;
DE LUCA Jr. e cols., 2002a).

A expressao da proteina c-Fos é induzida por privagao hidrica em
varias areas cerebrais, tais como SFO, OVLT, MnPO e nos nucleos
hipotalamicos SON e PVN, que séo fontes de vasopressina e ocitocina para
a pituitaria posterior. McKinley e cols. (1994) demonstraram o aumento na
expressao c-Fos em estruturas da lamina terminal (MnPO e OVLT) e SON e
PVN apds privacao hidrica. Na privagao hidrica por 24 horas e reidratagao
parcial com agua por 2 horas (modelo PHRP), apds a reidratagéo parcial, a
expressao c-Fos é reduzida no OVLT e MnPO, desaparece no SON e
permanece inalterada no SFO. A persisténcia da expressao génica c-Fos no
SFO e aumento na atividade de renina plasmatica que antecede a ingestao
de sddio no teste do apetite ao sdédio em ratos submetidos a privacéo hidrica
podem indicar que o sinal para a ingestao de sodio na privagao hidrica seja
mediado pela angiotensina Il produzida ou angiotensina Il associada a outro
sinal ou ainda pela remogao de sinais inibitérios, através da diluicdo
extracelular causada pela ingestdo de agua no periodo de reidratagcéo
parcial, previamente ao teste do apetite ao sodio (DE LUCA Jr. e cols.,
2002a).

Em trabalho usando como modelo de desidratacdo extracelular
com dialise peritoneal, foi demonstrado que a expressao c-Fos em nucleos
serotoninérgicos (AP e nucleo dorsal da rafe) foi diminuida quando em

estado de deplecdo e aumentada em animais que ingeriram NaCl 2%
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(FRANCHINI e cols., 2002). Considerando as proje¢cées da AP-NTS e nucleo
dorsal da rafe para o NPBL (REIS e cols., 1994), possuidor de sistema
serotoninérgico inibitério para a ingestao de soédio (MENANI & JOHNSON,
1995; MENANI e cols., 1996; DE LUCA Jr. e cols., 2003), e suas conexdes
com o NCeA (FULWILER & SAPER, 1984; SPECTOR e cols., 1992;
JOHNSON e cols., 1999; FRANCHINI & VIVAS, 2002), cabe o seguinte
questionamento: sera que lesdes do NCeA interferem com a atividade
neuronal em areas que controlam o apetite ao sédio?

Neste trabalho analisaremos a influéncia de lesées do NCeA no
apetite ao sédio induzido por privagao hidrica e os efeitos de lesdes do NCeA
na expressao da proteina c-Fos em areas prosencefalicas e pontinas apos a
reidratacdo parcial em ratos submetidos a privagdo hidrica por 36 horas
(modelo PHRP), na busca do conhecimento dos circuitos envolvidos na
modulacdo do apetite ao sodio para o restabelecimento do equilibrio

hidromineral.
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2. OBJETIVOS

1. Verificar se a integridade do nucleo central da amigdala
(NCeA) é necessaria para o comportamento de ingestdo de sodio

induzido por privagéo hidrica (modelo PHRP).

2. Verificar se a expressao da proteina c-Fos induzida por
privacdo hidrica em areas prosencefalicas e pontinas € alterada por

lesdes bilaterais do NCeA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Sprague Dawley-Holtzman, adultos, com
peso entre 260 e 320 g. Os animais foram mantidos no Laboratoério
Experimental de Fisiologia do Departamento de Fisiologia e Patologia da
UNESP - Araraquara - SP, com temperatura entre 21 e 25 °C, umidade 55 +
10% e ciclo claro-escuro de doze horas (luzes acesas as 8 h 00 e apagadas
as 20 h 00), em gaiolas individuais de aco inoxidavel. Eles foram
ambientados por pelo menos cinco dias, antes do inicio dos experimentos ou
registros de ingestao, sendo diariamente manipulados pela experimentadora
até o final dos experimentos.

Racgao Purina granulada padrao contendo mais sodio (0,5 — 1,0%)
do que o minimo requerido pelo rato (The Harvard Bioscience Whole Rat
Catalog), agua de torneira e solugao de cloreto de sodio 1,8% (p/v) ficaram

disponiveis livremente a ndo ser quando indicado o contrario.

3.2. Lesobes eletroliticas do Nucleo Central da Amigdala -

NCeA

Os animais foram anestesiados com quetamina (80 mg / kg de
peso corporal) / xilazina (7 mg / kg de peso corporal) i.p. e em seguida a

cabeca de cada animal foi fixada em aparelho estereotaxico (modelo Kopf
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900). Apods a trepanagao do cranio com uma broca circular, foi introduzido
bilateralmente um eletrodo de aco inoxidavel isolado, exceto na extremidade
(0,5 mm), seguindo as coordenadas: 2,2 e 2,7 mm caudal ao bregma, 4,1
mm lateral ao seio sagital e 6,3 mm de profundidade a partir da dura-mater. A
cada introdugdo, foi liberada um corrente andédica de 1 mA durante 20
segundos. Em animais com lesao ficticia, o eletrodo foi introduzido até 5,3
mm abaixo da dura-mater, mantidas as demais coordenadas, sem passagem
de corrente. Ao final das cirurgias os animais receberam uma dose profilatica
(0,2 ml 1.200.000 Ul por rato, i.m.) de Pentabidtico Veterinario — Pequeno
Porte (Fort Dodge) e foram recolocados em suas gaiolas individuais.

Alguns animais com danos no NCeA, podem apresentar afagia e
adipsia moderadas nos primeiros cinco dias pos-cirurgicos, resultando em
perda de até 5% do peso corporal (GALAVERNA e cols., 1992). Portanto, os
experimentos iniciaram pelo menos uma semana apos as cirurgias para
aguardar a recuperacgao de todos os animais. Aqueles em que a reducéo na
ingestao diaria de agua persistiu por mais de um dia receberam, além de
racao, agua e NaCl 1,8%, uma solucado palatavel de sacarose 10% para
reidratagcao e reposigao calorica no periodo de recuperagéo pos-cirurgica, até

que restabelecessem a ingestdo normal de agua.

3.3. Ingestao diaria de agua e soédio

A quantidade ingerida de agua e NaCl 1,8% de cada animal foi

medida diariamente entre 10h00 e 12h00 por cinco dias antes da cirurgia,
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durante o periodo de recuperagcdo por uma semana € por mais cinco dias,
utilizando-se bebedouros de polipropileno com capacidade para 100 ml,

graduados a cada ml, fixados na frente de cada gaiola.

PROTOCOLO: Ingestdo diaria de NaCl 1,8% e dgua

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 dias

_I_I_I_I_l_ CIRURGIA

§ J . J
Y ~
medida da ingestdo recuperacao medida da ingestdo
H,O e NaCl 1,8% H,O e NaCl 1,8%

3.4. Privacao hidrica 24 horas — reidratagcao parcial — modelo
PH24hRP de ingestao de sédio — influéncia de lesées do

NCeA

A agua e NaCl 1,8% foram removidos das gaiolas as 8h00 e
somente racgao ficou disponivel por 24 horas; a racao foi entdo removida as
8h00 do dia seguinte e apenas agua foi oferecida por duas horas em buretas
de vidro graduadas a cada 0,1 ml, com bico de ago inoxidavel. No final
destas duas horas (periodo de reidratacao), foi medida a ingestao de agua e

anexada uma outra bureta com NaCl 1,8% e medidas as ingestdes de agua e
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NaCl 1,8% aos 15, 30, 60 e 120 minutos (teste do apetite ao sédio apds

PH24hRP).

PROTOCOLO: Privagdo hidrica 24 horas - modelo PHRP

RETIRADA DE

H,0, NaCl 1.8% MEDIDA DA MEDIDA DA INGESTAO
INGESTAODE H,O  pp H,0 E NaCl1.8%

L — —
-24h 0 120 min

N Y
I

W o0 1530 60 120 min

RETIRADA DA RACAO E t
OFERECIMENTO DE H,0

OFERECIMENTO DE
H,0 E NaCl 1.8%

3.5. Privacao hidrica 36 horas — reidratagao parcial — modelo
PH36hRP de ingestdo de sodio — influéncia de lesées do

NCeA

Os experimentos iniciais com 24 horas de privagdo hidrica
mostraram pouca diferenga entre animais com lesao real e ficticia do NCeA,
provavelmente porque a ingestdo de NaCl 1,8% dos animais com lesao

ficticia ndo foi tdo intensa em resposta a privagado hidrica. Buscando uma
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ativacdo mais intensa do apetite ao sodio, foram preparados novos grupos
que foram submetidos a privagao hidrica de 36 horas. Nesses, a agua e NaCl
1,8% foram removidos das gaiolas as 20h00 e somente ragdo ficou
disponivel pelas proximas 36 horas. A ragao foi entdo removida as 8h00 e
apenas agua foi oferecida em buretas de vidro, graduadas a cada 0,1 ml,
com bicos de acgo inoxidavel. No final destas duas horas (periodo de
reidratagdo), foi medida a ingestdo de agua e anexada uma outra bureta com
NaCl 1,8% e medidas as ingestdes de agua e NaCl 1,8% aos 15, 30, 60 e

120 minutos (teste do apetite ao soédio apés PH36hRP).

PROTOCOLO: Privagdo hidrica 36 horas - modelo PHRP

RETIRADA DE

H,0, NaCl 1.8% MEDIDA DA MEDIDA DA INGESTAO
INGESTAODE H,O  pg H,0 E NaCl1.8%

8 — S
-36h 0  120min

| | Ll || |
| | R |

BT o0 153 60 120 min

RETIRADA DA RACAOE t
OFERECIMENTO DE H,0

OFERECIMENTO DE
H,0 E NaCl1.8%
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3.6. Verificagdo do incremento na ingestao de soédio apés

multiplas privagées hidricas

Os animais do grupo intacto no PH36hRP sofreram quatro
privagdes sucessivas de 36 horas, com intervalos de uma semana entre as
privagdes, para verificacdo do incremento na ingestdo de NaCl 1,8% nos
testes do apetite ao soédio apds multiplas privagoes.

Os grupos de animais com lesao ficticia ou lesao eletrolitica do
NCeA, depois uma semana do teste do apetite ao sddio apés PH36hRP,
mantidos com ragéo, agua e NaCl 1,8% disponiveis, sofreram uma segunda
privacédo hidrica de 36 horas seguida de reidratacéo parcial e teste do apetite
ao sodio para verificagdo da influéncia das lesées do NCeA no incremento da

ingestao de sodio apds privagdes hidricas sucessivas.

3.7. Teste do apetite ao sodio em animais depletados de
sodio por desidratagcao extracelular com diurético -

influéncia de les6es do NCeA

Para confirmar se o efeito da lesdo amigdalar poderia ser
estendida ao modelo de desidratacao extracelular seletiva nos mesmos
animais do experimento 3.5, uma semana apos o término desse experimento
cada animal recebeu uma injecdo subcutdanea de 1 ml de furosemida
(10 mg / ml) apds as gaiolas terem sido enxaguadas para remogao do sédio

ambiental. Os animais permaneceram entdo com dieta deficiente em sodio
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(fuba, 0,001% de sdédio, 0,33% de K) e com agua por 24 horas. Entao, foi
retirado o fuba e oferecido aos animais duas buretas de vidro, graduadas a
cada 0,1 ml, com bicos de aco inoxidavel, contendo agua e NaCl 1,8%,
respectivamente. Foram medidas as ingestdes de agua de NaCl 1,8% aos

15, 30, 60 e 120 minutos - teste do apetite ao sédio.

3.8. Parametros sanguineos na privagdo hidrica — animais

intactos — 24 e 36 horas

Amostras de sangue troncular foram obtidas por decapitagcdo em
guilhotina de animais intactos em jejum de 12 horas, apds 24 ou 36 horas de
privagdo hidrica. Os respectivos controles tiveram livre acesso a agua,
mantidos os mesmos periodos de jejum.

Para determinagédo do hematdcrito utilizou-se sangue total colhido
em tubo capilar heparinizado e para as demais determinagdes de parametros
sanguineos, amostras de sangue foram colocadas em tubos com gel
separador e obtido o soro por centrifugagdo a 2500 rpm por 10 minutos a

temperatura ambiente.
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3.9. Influéncia de lesao nos parametros sangiiineos -
PH36hRP — animais com lesao ficticia e lesao bilateral do

NCeA.

Apos privagao hidrica de 36 horas foi retirada a ragao e fornecida
agua por duas horas para os animais com lesao ficticia ou les&o bilateral do
NCeA. Em seguida, os animais foram decapitados por guilhotina para
obteng&o do sangue troncular.

Para determinagdo do hematdcrito utilizou-se sangue total colhido
em tubo capilar heparinizado. Para determinacdo da atividade de renina
plasmatica foram utilizados tubos com EDTA, mantidos refrigerados e o
plasma obtido a 4 °C, por centrifugagcdo a 3.000 rpm por 10 minutos. Para os
demais parametros sanglineos amostras de sangue foram colocadas em
tubos com gel separador e o soro obtido por centrifugagéo a 2.500 rpm, por

10 minutos a temperatura ambiente.

3.10. Métodos utilizados nas determinagdées dos parametros
sangiiineos

3.10.1. Hematocrito e proteinas séricas totais

Método de determinacdo do microhematdcrito (BAIN & BATES,
2001) utilizando tubo capilar heparinizado e centrifuga para

microhematocrito.
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Método de determinacao de proteinas por refratometria — indice de
refragao, utilizando-se refratdbmetro Atago.

Os valores de hematdcrito e proteinas séricas foram utilizados
como indice de volemia. Valores aumentados de hematdcrito evidenciam a
deplecdo de sddio e a presenga de hipovolemia. As concentragdes séricas
de proteinas totais em ratos variam de 5,6 a 7,6 g / % (MITRUKA &
RAMSLEY, 1977) e pode-se inferir o grau de hipovolemia dos animais com o

aumento de proteinas séricas e do hematdcrito.

3.10.2. Concentragées séricas de glicose

Método da glicose-oxidase-peroxidase (TRINDER, 1969) - com
reagentes da marca Labtest, automatizado em analisador RA XT - Technicon

- Ames.

Reacgoes:

glicose-oxidase
B-D-Glicose + Oy > acido gliconico + H,0,

peroxidase
2H,0, + fenol + 4 - aminoantipirina ———— quinoneimina + 4 H,O
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A glicose-oxidase catalisa a oxidagdo da glicose a acido
glicbnico e o peroxido de hidrogénio formado reage com a 4-aminoantipirina
e fenol, sob a acdo catalisadora da peroxidase através de uma reacao
oxidativa de acoplamento, formando antipiriiquinonimina vermelha, cuja

intensidade de cor é proporcional a concentragao de glicose da amostra.

3.10.3. Concentragobes séricas de triglicerideos

Método de triglicerideos "fast-color" (FOSSATI & PRENCIPE,

1982) - com reagentes da marca Sera Pak - Ames e automatizado em

analisador RA XT Technicon - Ames.

Reacgoes:

lipase - protease
Triglicerideos glicerol + 3 acidos graxos

hidrélise

glicerolquinase

Glicerol + ATP > (glicerol - 3 - fosfato + ADP
glicerol 3 fosfato oxidase

Glicerol-3-fosfato + O » diidroxiacetona + H20>

peroxidase

H20;, + 4-aminofenazona quinoneimina +

H20 + N-etil-N(3 sulfopropil)-m-anisidina
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O (glicerol liberado na hidrdlise dos ftriglicerideos pela lipase é
convertido pela glicerolquinase em glicerol-3-fosfato, que é oxidado pela
glicerol-3-fosfato oxidase para fosfato dihidroxiacetona e perdxido de
hidrogénio. Pela reagcédo de Trinder, na presenca de peroxidase, 0  peroxido
de hidrogénio oxida o cromégeno 4-aminofenazona / N-etil-N (3-
sulfopropil)-m-anisidina a um composto de cor violeta, cuja intensidade de

cor é proporcional a concentragéo de triglicerideos da amostra.

3.10.4. Concentragées séricas de uréia

Método da urease-enzimatico UV (BERGMEYER, 1985) com
reagentes da marca Labtest automatizado em analisador RA-XT-Technicon —

Ames.

Reacoes:

urease
Uréia + H,O » 2NH; + CO,

GLDH
2 cetoglutarato + NH; + NADH _____,  L-glutamato + NAD

A uréia é hidrolisada pela urease, gerando amoénio e diéxido de
carbono. A amdnia reage com o 2-cetoglutarato e NADH em uma reagéao

catalisadora pela glutamato desidrogenase, ocorrendo oxidagdo do NADH a
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NAD. A consequente redugao da absorbancia, medida em UV (340 nm) é
proporcional a concentracédo de uréia na amostra.

Elevagdes das concentragdes séricas de uréia podem ocorrer por
febre, septicemias, desidratagcao ou por defeitos na excrecéo renal, variando

no rato entre 15 e 21 mg/dl (MITRUKA & RAMSLEY, 1977).

3.10.5. Concentragées séricas de sodio e potassio

Método direto de eletrodos seletivos (MASS & KOFSTAD, 1984),
baseado no principio da potenciometria. Foi utilizado o analisador de
eletrolitos ISE-AVL 9180 com eletrodo de sédio BP 0413 (140 mmol / 1) e
eletrodo de potassio BP 0359 (5 mmol / |), condicionando o eletrodo com o
BP 0380 Eletrode Conditioning Solution e o BP 1025 Cleaning Solution da

AVL — Medical Instruments — Austria.

3.10.6. Determinacao da osmolalidade

As determinacdes foram realizadas através da medida da
diminui¢gdo do ponto de congelamento, em Osmodmetro Digimatic Model 3D2
(Advanced Instruments) do Laboratério Experimental do Departamento de
Fisiologia e Patologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.

Antes das determinacgdes da osmolalidade das amostras de soro,

o osmbémetro foi calibrado em 100 e 900 mOsm / kg com solug¢des padroes e
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conferido com Accuref 290 + mOsm como padrao de referéncia (Friske

Associates, Norwood — Massachussetts — USA).

3.10.7. Atividade da renina plasmatica

A atividade da renina plasmatica foi determinada pela quantidade
de angiotensina | formada a partir de substrato, por método de
radioimunoensaio, usando como tracador radioativo o lodo'®® do kit RENIN-
MAIA - Adaltis — Italia, realizado pelo Laboratério Médico Dr. Maricondi, de
Sao Carlos — SP, em animais com lesao ficticia e lesao bilateral do NCeA,

privados de agua por 36 horas e reidratados parcialmente.

3.10.8. Expressdao da proteina c-Fos apés PH36hRP - no
momento de ingressar no teste do apetite ao sédio -

influéncia de lesé6es do NCeA

Em animais ambientados por pelo menos cinco dias com agua,
racdo e NaCl 1,8% disponiveis, foram realizadas lesbes ficticias (grupo
ficticio — F) e lesGes bilaterais do NCeA (grupo lesado - L).

Apés o periodo de uma semana da recuperagao da cirurgia, 0s
animais foram mantidos com ragéo, agua e NaCl 1,8%. Os animais foram
entdo submetidos a privagdo hidrica por 36 horas (retirada de agua e NaCl
1,8% as 20h00 até 8h00 do dia do experimento). A ragdo foi removida ao

final das 36 horas de privagédo hidrica e os animais do grupo lesao ficticia



Material e Métodos 32

(FPHRP) e lesado (LPHRP) tiveram acesso a apenas agua por duas horas.
Imediatamente apds esse periodo de reidratagcdo parcial, no momento de
ingressar no teste do apetite ao sdédio, foi iniciado o processo de
imunohistoquimica para detecc¢ao da proteina c-Fos.

Durante as mesmas 36 horas em que os dois grupos de animais
permaneceram sem agua, dois outros grupos (hidratados) permaneceram
com acesso livre a agua e NaCl 1,8%: um grupo de animais com lesao
ficticia (Fh) e outro grupo com lesdo do NCeA (Lh). Ao final das 36 horas foi
retirada a ragdo por duas horas nesses dois grupos e imediatamente apds foi

iniciado o processo de imunohistoquimica para detecgao da proteina c-Fos.

PROTOCOLO: Detecgdo imunohistoquimica da proteina c-Fos

1) Os animais anestesiados com pentobarbital soédico (12 mg/100g i.p.)
sofreram abertura do térax, exposicdo do coragao e pincamento da aorta
em posicao dorsal proxima do diafragma.

2) Em seguida foi realizada perfusdo transcardiaca com tampéo fosfato
salina 0,1M (PBS pH 7,4) por gravidade, com fluxo de 33 ml/minuto por
10 minutos (~300 ml) seguida da perfusdo de paraformaldeido (PFA 4%
em tampao fosfato PB 0,1M) por 10 minutos (~300 ml).

3) Os encéfalos foram entdo removidos, fixados por 6 horas em PFA 4% e

estocados a 4 °C em uma solugao de PB 0,1M com 30% de sacarose.
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4)

Os enceéfalos poés-fixados foram cortados serialmente no plano coronal na
espessura de 40 um, utilizando micrétomo de congelamento Leica SM
2000 R, no sentido rostro-caudal para regides das estruturas
prosencefalicas e no sentido caudo-rostral para estruturas pontinas,
baseados no Atlas de PAXINOS & WATSON, 1986.

Uma outra série de cortes da regidao de estruturas do complexo
amigdaldide, dos respectivos encéfalos, no momento dos cortes, foi
montada em laminas e coradas por Giemsa para analise histoldgica da
localizagao de lesdes bilaterais do NCeA.

Foram escolhidos os cortes contendo areas prosencefalicas e pontinas e
colocados em placas plasticas — 4 a 5 cortes por escavagao da placa,
com PBS 0,1 M.

Os cortes foram mantidos por 1 hora sob agitacdo em temperatura
ambiente (25 °C) em solugdo aquosa com 10% de metanol e 10% de
H,O, para inibicao da peroxidase enddgena.

Lavagem dos cortes com PBS 0,1 M por trés vezes (5 minutos cada).
Transporte dos cortes para solugao contendo 4% de soro bloqueador
(normal goat serum — S 1000 da Vector Laboratories) em PBS 0,1M e
0,3% de Triton X-100 (Aldrich) onde foi colocado o anticorpo primario
(anti c-Fos H 125 — SC 7202 — Santa Cruz Biotechnology) na proporgao
de 1:4000, permanecendo sob agitagdo em temperatura ambiente por 22

horas.
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9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

Lavagem dos cortes com PBS 0,1 M por trés vezes (5 minutos cada).
Transporte dos cortes para solugdo contendo 4% de soro bloqueador
(normal goat serum — S1000 da Vector Laboratories) em PBS 0,1M e
0,3% de Triton X-100 (Aldrich) onde foi colocado o anticorpo secundario
biotinilado (Vector Laboratories) na proporgéo 1:400; permanecendo sob
agitacdo em temperatura ambiente por 1 hora.

Lavagem dos cortes com PBS 0,1 M por trés vezes (5 minutos cada).
Transporte dos cortes para solugcao avidina-biotina peroxidase — HRP
Vectastain — Elite ABC Kit — Vector Laboratories em PBS na proporcao
1:200, permanecendo sob agitagdo em temperatura ambiente por 1 hora.
Lavagem dos cortes com PBS 0,1 M por trés vezes (5 minutos cada).

A revelacdo da peroxidase foi detectada por meio da reagdo de H»O,
30% v/v (H1009 — Sigma) 0,04% e DAB-3,3’ Diaminobenzidine (D5637 —
Sigma) 0,02% em PBS por 10 minutos.

Nesta incubagdo a enzima peroxidase reage com a H»O; (substrato) e
DAB (receptor de hidrogénios) ocorrendo uma reagao de oxidagao que
forma um composto insoluvel, corado de cor acobreada que se
depositara, marcando a localizagcdo do anticorpo primario e revelando
células positivas para proteina transcrita do gene c-Fos.

Apés a ultima lavagem (PBS 0,1M) os cortes foram montados em
laminas gelatinizadas e deixados para secar em temperatura ambiente

por 24 horas. Depois foram desidratados em baterias de alcool etilico,
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clareados com xilol e recobertos por laminulas fixadas com Permount

(SP 15-500 — Fisher Scientific) para as analises da expressao c-Fos.

3.11. HISTOLOGIA

Logo apds o teste de apetite ao sédio, seguido de privagao hidrica
e reidratagcéo parcial com agua por 2 horas (modelo PH24hRP) ou apés os
testes sucessivos de apetite ao sédio (modelo PH36hRP), os animais dos
grupos ficticios ou grupos com lesdes eletroliticas do NCeA foram
profundamente anestesiados com pentobarbital sédico (20 mg/100 g i.p.). Foi
aberto o térax por incisdo abaixo do diafragma para exposi¢gdo do coragéao,
pincamento da aorta em posi¢cédo dorsal proxima do diafragma e os encéfalos
foram perfundidos através de injecdo de 20 ml de formalina 10% direto no
ventriculo esquerdo.

Os encéfalos foram retirados, mantidos em solugdo de formalina
com 20% de sacarose (pos-fixagdo), seccionados em micrétomo de
congelamento Leica CM 1800, em cortes de 60 um de espessura, colocados
em laminas gelatinizadas e corados com Giemsa. Os cortes foram
analisados por microscopia em campo claro para localizagdo das lesdes no
NCeA. Os dados foram considerados dos grupos lesédo unilateral do NCeA e
lesdo bilateral do NCeA de acordo com a localizacdo e semelhancas de

extensao de lesdo baseada em PAXINOS & WATSON, 1986.
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Nos protocolos experimentais de privacao hidrica por 36 horas, foi
considerado como grupo bilateral controle um grupo de animais que
apresentou lesdes bilaterais localizadas em outras estruturas, que nao
englobam os nucleos do complexo amigdaldide, na analise histoldgica.

No grupo de animais com lesdo bilateral do NCeA, utilizado para
avaliagcdo de parametros sanguineos, apds a decapitagdo, os encéfalos
foram removidos sem perfusdo, pos-fixados em formalina com 20% de
sacarose, seccionados e corados para analise histologica e aproveitamento
de dados das lesdes bilaterais do NCeA consideradas positivas. Neste grupo
a falta de perfusdo prejudicou a obtengdo de cortes histologicos de boa
qualidade para analise.

No grupo lesédo bilateral do NCeA submetido ao protocolo de
privagéo hidrica (PH36hRP) ou normohidratados (h), ao serem cortados os
encéfalos, para detecgao imunohistoquimica da proteina c-Fos, alguns cortes
de areas do complexo amigdaléide foram colocados em laminas
gelatinizadas no momento da confecgdo, para analise histolégica e
verificacdo da localizagdo e extensdo da lesdo do NCeA, concomitante aos

cortes que foram submetidos as técnicas imunohistoquimicas
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3.12. Selecao de cortes imunohistoquimicos para confecg¢ao
de fotografias microscopicas para contagens de célula

c-Fos positivas

As laminas contendo cortes do encéfalo de diferentes grupos de
ratos (n = 6) com leséo ficticia normohidratos (Fh), lesdo bilateral do NCeA
normohidratados (Lh), lesao ficticia submetidos a privagdo hidrica por 36
horas e reidratados parcialmente (FPHRP) e lesdo bilateral do NCeA
submetidos a privagdo hidrica por 36 horas e reidratados parcialmente
(LPHRP), apds o protocolo imunohistoquimico para deteccdo da proteina c-
Fos, foram fotografadas (aumento de 10 x) em cédmera Olympus DP10,
acoplada ao microscépio Olympus BX 50 para as contagens de células c-Fos
positivas (marcagao de cor acobreada).

Para maior uniformidade da localizagdo das areas, para as
contagens de células c-Fos positivas dos diferentes cortes, utilizou-se como
parametros figuras do Atlas de PAXINOS & WATSON, 1986. Foram
tomadas, como referéncia, as seguintes posi¢oes demarcadas nas figuras

para confecgao das fotografias das areas prosencefalicas e pontinas:
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FIGURA A: Orgao vasculoso da
lamina terminal (OVLT). Posigéo:
bregma 0,20 mm - inicio da
aproximacao da fusdo da comissura
anterior. Baseada na figura 17 do
Atlas de PAXINOS & WATSON,
1986.

FIGURA B: Nucleo pré-éptico
mediano (MnPO). Posig¢édo: bregma
-0,26 mm - fusdo completa da
comissura anterior — dorsal (MnPOd)
superior a comissura e ventral
(MnPQv) inferior com relagdo a
comissura. Baseada na figura 18 do
Atlas de PAXINOS & WATSON,
1986.

FIGURA C: Orgdo subfornicial
(SFO). Posigao: bregma — 0,92 mm.
Baseada na figura 22 do Atlas de
PAXINOS & WATSON, 1986.

38



Material e Métodos

FIGURA D: Nucleo supra-optico
(SON). Posigéo: bregma —1,40 mm —
parte externa ao trato Optico,
bilateral fotografados como direito e
esquerdo e contados
separadamente e somados.
Baseada na figura 24 do Atlas de
PAXINOS & WATSON, 1986.

FIGURA E: Nucleo paraventricular
do hipotalamo (PVN). Posicao:
bregma —1,80 mm, bilateral ao 3°
ventriculo — porgcdo parvocelular
(PVNp) e porgao magnocelular
(PVNm) — contados dos lados direito
e esquerdo separadamente e
somados. Baseada na figura 24 do
Atlas de PAXINOS & WATSON,
1986.

FIGURA F: . Nucleo parabraquial
(NPB). Posigéo: bregma —9,80 mm —
lateral (NPBL) superior ao braquia e
medial (NPBM), inferior ao braquia —
fotografados dos lados direito e
esquerdo), contados separadamente
e somados. Baseada na figura 57 do
Atlas de PAXINOS & WATSON,

1986.
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3.13. Analises estatisticas

Resultados individuais, de cada animal submetido aos protocolos
experimentais, foram colocados em planilhas e foi utilizado o programa de
computador Excel para se calcular a média e o erro padrao da média. Os
dados obtidos nos diferentes protocolos foram analisados utilizando-se o
programa Sigma Stat. A analise de variancia (ANOVA) de um ou dois fatores,
com medidas repetidas ou nao repetidas dependendo do protocolo
experimental, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls para a comparagao
entre os grupos, periodos pré e pos-cirurgias e tratamentos. Diferencas
significativas foram consideradas para p<0,05, com grupos de, no minimo,
seis animais.

As figuras demonstradas nos resultados foram confeccionadas
utilizando-se o programa Sigma-Plot.

A expressdo c-Fos nas areas de interesse foram fotografadas
(aumento 10x) e para as contagens das células c-Fos positivas foi utilizado o
programa Image Pro Plus versao 4.1.0.0, expressos em areas contadas em
um? e os resultados convertidos e expressos em niimero de células positivas
/102 mm?.

As contagens foram realizadas em duplicata, de cada uma das
areas, e os dados considerados como a média de duas contagens de cada
imagem. As areas bilaterais foram contadas individualmente e apresentadas

como somatoria dos lados direito e esquerdo.
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Os resultados apresentam-se com média + erro padrao da média /
102 mm?. A significancia considerada foi de p < 0,05 na analise entre os

grupos.



Resultados 42

4. RESULTADOS

4.1. Histologia

Os grupos de animais com lesdes eletroliticas do nucleo central da
amigdala (NCeA), apdés a analise histolégica dos cortes preparados em
laminas, foram agrupados em les&o unilateral e bilateral do NCeA.

As analises histologicas foram baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson, 1986, para a localizacdo das lesées no NCeA, verificagcdo de
simetria lateral nas lesbes bilaterais e extensdo semelhante para o
aproveitamento de dados. A extensdo da lesdao foi avaliada tomando-se
como referéncia as posicoes rostro-caudais do NCeA, baseadas nas
posi¢des: -2,12mm, -2,56 mm e —2,80 mm caudal ao bregma. Os diagramas
com demarcacdes das lesdes eletroliticas estao representados na Figura 1A.

O NCeA foi completamente destruido, tanto na lesdo eletrolitica
unilateral como na lesao bilateral. Em dois animais do grupo lesdo bilateral,
as lesdes atingiram uma pequena porcéo do globus pallidus unilateralmente
e em outros dois, o nucleo ventrolateral da amigdala foi parcialmente
danificado. Fotomicrografias de cortes histologicos das lesbes eletroliticas
consideradas como tipicas estdo demonstradas na Figura 1B.

Os animais com lesdes ficticias foram também analisados

histologicamente, para confirmacgéo da integridade dos nucleos da amigdala.
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Bregma —2,80 mm

1A 1B

FIGURA 1A — Representacao de diagramas retirados do Atlas de Paxinos & Watson
(1986), com demarcagao de extensdo de lesdo bilateral do NCeA de um rato,
baseado na posi¢ao antero-posterior ao bregma.

FIGURA 1B — Fotomicrografias de cortes histologicos corados por Giemsa. Acima:
animal com leséo ficticia com delimitagdes do complexo amigdaldide (C = nudcleo
central; L = nucleo lateral; BL = nucleo basolateral e M = nucleo medial). Meio: tipica
lesdo unilateral do NCeA. Embaixo: leséo representativa tipica de um animal do

grupo lesao bilateral do NCeA.
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4.2. Modelo privacao hidrica de 24 horas e reidratagao parcial

com agua por 2 horas — PH24hRP

Grupos analisados:

intactos: animais n&o submetidos aos procedimentos cirurgicos.

lesdao ficticia: animais submetidos as cirurgias, sem as lesdes
eletroliticas.

lesao unilateral do NCeA: animais submetidos as lesdes eletroliticas do
nucleo central da amigdala — unilateral.

lesao bilateral do NCeA: animais submetidos as lesdes eletroliticas do

nucleo central da amigdala — bilateral

4.2.1. Efeito de lesées eletroliticas do NCeA na ingestao didria

de NaCl 1,8%

Comparando-se 0s mesmos grupos nos periodos pré e pos-

lesdes, ndo foram observadas alteracbes na ingestado diaria de sédio em

ratos com lesao ficticia.

A leséo eletrolitica unilateral do NCeA reduziu 42% a ingestao

diaria de NaCl 1,8% (de 11,4 + 3,2 ml pré-lesdo para 6,4 + 2 ml pds-lesao,

p < 0,05). A lesdo bilateral do NCeA reduziu 64% a ingestao diaria de NaCl

1,8% (de 8,6 + 2,2 ml pré-lesédo para 2,8 + 0,9 ml pés-lesao, p < 0,05). Figura

2.
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4.2.2. Efeito de lesées eletroliticas do NCeA na ingestao diaria

de agua

A leséo ficticia do NCeA né&o alterou a ingestao diaria de agua.
Tanto a lesdo unilateral quanto a lesdo bilateral do NCeA reduziram
transitoriamente a ingestdo diaria de agua, restaurada dois dias apos as

lesdes. Figura 3.
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4.2.3. Efeito de lesbes eletroliticas do NCeA no modelo

PH24hRP

« Reidratagcao apos privagao hidrica de 24 horas

Os grupos intactos, lesao ficticia, lesdo unilateral do NCeA e lesao
bilateral do NCeA beberam volumes similares de agua no periodo de
reidratagao parcial, oferecimento de agua nas 2 horas precedentes ao teste

do apetite de sddio. Figura 4.

o Efeito de lesdes eletroliticas do NCeA na ingestao de NacCl
1,8% e agua durante o teste do apetite ao sédio apés

PH24hRP

Nao foram observadas alteragdes nas ingestdbes cumulativa de
NaCl 1,8% ou cumulativa de agua medidas aos 15, 30, 60 ou 120 minutos
(teste do apetite ao sédio) em ratos dos grupos intactos, lesao ficticia, leséo

unilateral do NCeA e lesao bilateral do NCeA. Figuras 5 e 6.
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4.2.4. Comparacdo do comportamento de ingestdo de NaCl
1,8% e agua no teste do apetite ao sdédio. Efeito do

tempo de privagado hidrica — Animais intactos

Foram utilizados ratos intactos submetidos ao modelo PH24hRP e
PH36hRP para a comparacao de ingestdo de NaCl 1,8% e agua nos testes
do apetite ao sddio.

No periodo de reidratagdo parcial (120 minutos), ratos intactos
submetidos a privagéo hidrica de 36 horas mostraram um aumento de 53%
na ingestao de agua (24,8 + 0,8 ml, p < 0,05) quando comparados com ratos
intactos submetidos a privagao hidrica de 24 horas (15,3 + 1,4 ml). Figura 7.

No teste do apetite ao sédio, a ingestdao cumulativa de NaCl 1,8%,
medida aos 60 minutos, quadruplicou em ratos submetidos a privacao hidrica
de 36 horas e reidratagao parcial (8,3 + 1,7 ml / h, p < 0,05) comparado ao
grupo privado por 24 horas e reidratado parcialmente (1,9 + 0,5 ml / h). O
grande aumento na ingestdo cumulativa de NaCl 1,8%, medida aos 120
minutos, persistiu no grupo privado por 36 horas (10,1 + 1,8 ml/ 2 h, p <
0,05) comparado ao grupo privado de agua por 24 horas (2,2+0,4ml/2h, p
< 0,05). Figura 8.

A ingestdo cumulativa de agua, medida aos 15, 30 e 60 minutos
no teste do apetite ao sédio, mostrou-se semelhante em ratos intactos

submetidos as privagdes hidricas de 24 ou 36 horas.
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Ratos submetidos a privacdo hidrica de 36 horas triplicaram a
ingestdo de agua aos 120 minutos (10,1 + 1,8 ml/ 2 h, p < 0,05) comparados
aos ratos submetidos a privagao hidrica de 24 horas (2,9 + 1,4 ml / 2 h).
Figura 9.

Os resultados demonstram que o periodo de 36 horas é o mais
efetivo para avaliagdo do comportamento de ingestdo de NaCl 1,8% no

modelo PHRP.
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4.3. Efeito da lesao do NCeA no modelo PH36hRP

Grupos analisados:

« intactos: animais ndo submetidos aos procedimentos cirurgicos.

« lesao ficticia: animais submetidos as cirurgias, sem as lesbes
eletroliticas.

o lesao unilateral do NCeA: animais submetidos as lesdes eletroliticas do
nucleo central da amigdala — unilateral.

« lesao bilateral do NCeA: animais submetidos as lesdes eletroliticas do
nucleo central da amigdala — bilateral

« lesao bilateral controle: animais submetidos a lesdes eletroliticas

localizadas em estruturas que ndo englobam os nucleos da amigdala.

4.3.1. Efeito de lesées eletroliticas do NCeA na ingestao diaria

de NaCl 1,8%

Comparando-se 0s mesmos grupos nos periodos pré e pos-
lesbes, ndo foram observadas diferencas na ingestdo diaria de NaCl 1,8%
em ratos com les&o ficticia.

A leséo unilateral do NCeA reduziu 40% a ingestao diaria de NaCl
1,8% (de 8,2 + 1,0 ml pré-lesdo para 4,0 + 1,6 ml pés-leséo, p < 0,05). A
lesao bilateral do NCeA reduziu 60% a ingestao diaria de NaCl 1,8% (de 7,8

+ 1,8 pré-lesdo para 3,0 + 0,7 ml pés-leséo, p < 0,05). Figura 10.
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4.3.2. Efeitos de lesées eletroliticas do NCeA na ingestao

diaria de agua

A lesao ficticia, lesdo unilateral do NCeA e lesao controle bilateral
nao alteraram a ingestao diaria de agua nos periodos pré e pos-lesées. O
grupo lesao bilateral do NCeA apresentou reducdo transitoria na ingestéao

diaria de agua, restaurada dois dias pos-lesao. Figura 11.
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4.3.3. Efeito de lesées eletroliticas do NCeA na primeira

privagao hidrica de 36 horas — modelo PH36hRP

« Reidratagcao apoés primeira privagao hidrica de 36 horas

Os grupos intactos, lesao ficticia, lesdo unilateral do NCeA, lesao
bilateral do NCeA e lesdo bilateral controle beberam volumes similares de

agua no periodo de reidratagao parcial por 2 horas. Figura 12.

o Efeitos de lesdes eletroliticas do NCeA na ingestao
cumulativa de NaCl 1,8% e agua durante o teste de apetite

ao soédio apds a primeira privagao hidrica de 36 horas

A lesdo unilateral do NCeA reduziu 33% a ingestao de NaCl 1,8%
(5,2 + 1,8 ml/ h, p < 0,05 e a lesdo bilateral do NCeA reduziu 51% a
ingestao de NaCl 1,8% (3,4 + 1,7 ml / h, p < 0,05) quando comparados ao
grupo lesao ficticia (8,9 + 1,6 ml / h) no teste do apetite ao sodio, apos a
primeira privagao hidrica de 36 horas e reidratagéo parcial. Figura 13.

No grupo bilateral controle a ingestdo cumulativa de NaCl 1,8%
(9,6 + 2,8/ 2 h) foi semelhante ao grupo com leséo ficticia (9,7 + 1,5 ml / 2 h)
no teste do apetite ao sodio, apds a primeira privagdo hidrica de 36 horas e

reidratagao parcial. Figura 13.



Resultados 62

A ingestdo cumulativa de agua no teste do apetite ao sédio, apos
a primeira privacao hidrica de 36 horas e reidratagcao parcial, ndo foi diferente
quando comparados os grupos lesédo unilateral ou lesao bilateral do NCeA
com o grupo lesao ficticia aos 15, 30, 60 e 120 minutos.

O grupo lesao bilateral controle reduziu pela metade a ingestao
cumulativa de agua (1,8 + 1,0 ml / 2 h, p < 0,05) comparado ao grupo lesao
bilateral do NCeA (4,0 + 1,0 ml / 2 h) no teste do apetite ao sédio apds a

primeira privagao hidrica de 36 horas. Figura 14.
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4.3.4. Efeito de lesoes eletroliticas do NCeA na segunda

privagao hidrica de 36 horas — modelo PH36hRP

« Reidratagao apés a segunda privagao hidrica de 36 horas

A lesado bilateral do NCeA reduziu 25% a quantidade de agua
ingerida no periodo de reidratagao parcial por 2 horas (20,4 + 0,6 ml,
p < 0,05) comparado ao grupo lesao ficticia (27 + 1,2 ml) na segunda

privagao hidrica de 36 horas. Figura 15.

o Efeito de lesbes eletroliticas do NCeA na ingestao
cumulativa de NaCl 1,8% e agua durante o teste do apetite

ao sodio apés a segunda privacgao hidrica de 36 horas

A lesao bilateral do NCeA reduziu 44% a ingestao de NaCl 1,8%
(6,0 + 2,1 ml/ 2 h) quando comparado ao grupo leséo ficticia (13,4 + 1,3 ml /
2 h) e reduziu 41% a ingestdo de NaCl 1,8% quando comparada ao grupo
lesédo unilateral do NCeA (10,8 + 3,1 ml/ 2 h) na segunda privagao hidrica de
36 horas e reidratagao parcial. Figura 16.

A leséo bilateral do NCeA reduziu a ingestao de agua (2,7 + 0,9 ml
/ 2 h, p <0,05) comparado ao grupo leséo ficticia (10 + 1,4 ml/ 2h) e reduziu
a ingestédo de agua comparado ao grupo lesdo unilateral do NCeA (7,6 + 1,9

ml / 2 h), proporcional a reducao da ingestao de NaCl 1,8% e acompanhada
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pelo grupo leséo bilateral controle no teste do apetite ao sédio apds segunda

privagao hidrica de 36 horas e reidratagao parcial. Figura 17.
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4.4. Modelo deplegao de sédio induzida por furosemida

4.4.1. Teste do apetite ao sédio apos 24 horas de deplegao de

sodio

Para comprovar os efeitos da lesdo do NCeA no comportamento
ingestivo de agua e sb6dio, nos mesmos animais do grupo leséo ficticia, lesao
unilateral e lesdo bilateral do NCeA e lesdo bilateral controle, que foram
submetidos as duas privacdes de 36 horas e respectivos testes de apetite ao
sodio, foi induzida a deplecdo de soédio por furosemida, que elicia o
comportamento ingestivo de sodio e agua e aplicado o teste de apetite ao

sodio.

4.4.2. Efeito de lesées eletroliticas do NCeA na ingestdao de
NaCl 1,8% e agua no teste do apetite ao sédio apos 24

horas da deplecao de sodio

A lesao bilateral do NCeA reduziu em torno de 25% a ingestao de
NaCl 1,8% (13,3 + 1,5 ml/ h, p < 0,05) comparado com o grupo leséo ficticia
(17,9 + 1,2 ml / h) no teste do apetite ao sédio apos 24 horas de deplegao de
sédio induzida por furosemida. Figura 18.

Tanto a lesdo unilateral do NCeA (1,0 + 0,4 ml / h, p < 0,05),
quanto a lesdo bilateral do NCeA (1,2 + 0,5 ml / h, p < 0,05) reduziram pela

metade a ingestdo de agua comparados ao grupo lesao ficticia (3,3 + 1 mi/h)
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no teste do apetite ao sddio apds 24 horas de deplecdo de sddio induzida por

furosemida. Figura 19.



Resultados 73

teste do apetite ao sodio
apos 24 h de deplecao de soédio
induzida por furosemida

O lesao ficticia (12)
@ lesio unilateral NCeA (10)
@ leséo bilateral NCeA (8)

O lesao bilateral controle (6)

N
~

N
o

RN
»

(0]

* p<0,05 vs lesao ficticia

TN

ingestao cumulativa de NaCl 1,8% (ml)
o

0O 15 30 60 120
tempo (min)

Figura 18



Resultados 74

teste do apetite ao sodio
apos 24 h de deplecao de sodio
induzida por furosemida

O lesao ficticia (12)
16 - @ lesao unilateral NCeA (10)

@ lesao bilateral NCeA (8)
O lesao bilateral controle (6)

* p<0,05 vs leséo ficticia

ingestao cumulativa de agua (ml)
(00)

tempo (min)

Figura 19



Resultados 75

4.5. Verificagdo do incremento na ingestao de sodio apos
sucessivas privagoes hidricas — modelo PH36hRP - teste

apetite ao sodio

4.5.1. Grupo animais intactos

A ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% em animais intactos foi
verificada nos testes de apetite ao sdédio apds quatro privagdes sucessivas,
com intervalos de uma semana entre as privagdes de 36 horas.

No periodo de reidratagdo parcial com agua por 2 horas, animais
intactos beberam quantidades semelhantes de agua (26,4 + 1,9 ml/ 2 h), ndo
apresentando diferengas entre as quatro privagdes.

Apresentaram incremento na ingestdo cumulativa de NaCl 1,8% a
partir da segunda privagao hidrica — PH36hRP (14,1 + 1,6 ml/ 2 h, p < 0,05),
na terceira PH36hRP (13,3 + 3,3 ml / 2 h, p< 0,05) e na quarta PH36hRP
(15,5+1,2ml/ 2 h, p <0,05) comparados a primeira PH36hRP (10,1 + 1,8

ml NaCl 1,8% / 2 h). Figura 20.

4.5.2. Grupo animais: lesao ficticia, lesdo unilateral do NCeA e

lesao bilateral do NCeA

A ingestdo cumulativa de NaCl 1,8%, em animais com les&o, foi
verificada em testes de apetite ao sédio apds duas privagdes sucessivas,

com intervalo de uma semana entre as privagdes de 36 horas.
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Nao foi observado incremento na ingestdo cumulativa de NaCl
1,8% ou agua comparando-se o primeiro € 0o segundo teste do apetite apos
PH36hRP, com intervalo de uma semana em ratos dos grupos: lesao ficticia,
lesdo unilateral do NCeA e les&o bilateral do NCeA. Figuras 21, 22 e 23.

Os danos na ingestao regulatéria de NaCl 1,8% (teste do apetite
ao sddio) apos PH36hRP, causados pelas lesdes unilaterais ou bilaterais do
NCeA, nao foram recuperados no periodo estabelecido entre o primeiro e o
segundo teste do apetite ao sdédio, o que € demonstrado também por néo
aumentar a ingestdo diaria (ndo regulatéria) de NaCl 1,8% nos intervalos

entre os testes. Figura 24.
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4.6. Efeitos da privacado hidrica nas concentragoes séricas de
glicose, triglicerideos, proteinas totais, uréia, sodio,

potassio e valores de hematocrito e osmolalidade

4.6.1. Privagao hidrica de 24 horas

Animais intactos, privados de agua por 24 horas, apresentaram
aumento de 6% nas proteinas séricas e hematocrito, aumento de 16% nas
concentragdes séricas de uréia, aumento de 2% nas concentragdes séricas
de soédio, caracterizando hipovolemia (6%) e hipernatremia, quando
comparados ao grupo controle hidratado.

O aumento da osmolalidade foi de 3% na privagao hidrica de 24
horas.

As concentragdes séricas de glicose, triglicerideos e potassio nao

apresentaram alteragdes na privacao hidrica de 24 horas. Tabela 1.

4.6.2. Privacao hidrica de 36 horas

Animais intactos, privados de agua por 36 horas, apresentaram
aumento de 10% nas proteinas séricas, aumento de 7% nos valores de
hematdcrito, aumento de 32% nas concentragbes séricas de uréia, aumento
de 2% nas concentragdes sericas de sodio, caracterizando hipovolemia (>

6%) e hipernatremia, quando comparados ao grupo controle hidratado.
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O aumento da osmolalidade foi de 9% na privagao hidrica de 36
horas.

As concentragdes séricas de glicose, triglicerideos e potassio ndo
apresentaram alteracbes na privacdo hidrica de 36 horas, quando

comparados os grupos privado e hidratado. Tabela 2.

4.6.3. Efeitos da lesdo bilateral do NCeA no modelo PH36hRP

em pardmetros sanguineos

Animais com les&o bilateral do NCeA submetidos a PH36hRP nao
apresentaram diferencas nas concentragdes séricas de glicose, triglicerideos,
proteinas totais, uréia, sodio, potassio, nos valores de hematdcrito e
osmolalidade ou da atividade da renina plasmatica, quando comparados com
o grupo leséo ficticia submetidos ao PH36hRP. Tabela 3.

A lesao eletrolitica bilateral do NCeA nao influenciou variagdes de

parametros metabdlicos bioquimicos no modelo PH36hRP.



Resultados 84

TABELA 1 - Parametros sanguineos na privagao de 24 horas

Determinagoes Grupo privado de

Bioquimicas Grupo controle agua por 24 horas
Glicose 135+ 5 123+ 6
(mg/dl)

Triglicerideos 60+5 59+7
(mg/dl)

Proteina total 6,2+0,1 6,6 £0,1*
(mg %)

Uréia 36+2 42 + 2*
(mg/dl)
Saédio 140+ 0,5 143 + 0,9*
(mmol/l)
Potassio 50+0,1 49+0,2
(mmol/l)
Osmolalidade 294 + 1 301 +2*
(mOsm/Kg)
Hematdcrito 47 +1 49 +1
(mg/dl)

Concentragdes séricas de glicose, triglicerideos, proteina total, uréia, sodio, potassio e
valores da osmolalidade e hematdcrito em ratos intactos: controle (hidratados) e privados de
agua por 24 horas. Os valores estao apresentados como média + erro padrdao da média, n =

10 por grupo. * p < 0,05 comparado com o grupo controle.
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TABELA 2 - Parametros sanguineos na privag¢ao de 36 horas

Grupo privado de
agua por 36 horas

Determinagodes

Bioguimicas Grupo Controle

Glicose 136 + 7 124 £5
(mg/dl)
Triglicerideos 59+ 4 56+3
(mg/dl)
Proteina Total 6,1+0,1 6,7 +£0,1*
(mg %)
Uréia 45 + 1 59 + 2*
(mg/dl)
Saédio 138+0,4 141+ 0,7*
(mmol/l)
Potassio 48+0,1 50+0,1
(mmol/l)
Osmolalidade 270+ 8 296 £ 6*
(mOsm/Kg)
Hematocrito 45 + 1 48 + 1*
(mg/dl)

Concentragdes séricas de glicose, triglicerideos, proteina total, uréia, sodio, potassio e
valores da osmolalidade e hematdcrito em ratos intactos: controle (hidratados) e privados de
agua por 36 horas. Os valores estao apresentados como média + erro padrdao da média, n =

11 por grupo. * p < 0,05 comparado com o grupo controle.
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TABELA 3 — Parametros sanguineos no PH36hRP - lesdo do NCeA

Determinagodes

Grupo controle

Grupo lesao bilateral

bioquimicas Cirurgia ficticia (n = 9) NCeA (n=8)
Glicose 97 +4 96 +2
(mg/dl)
Triglicerideos 43 +4 38+3
(mg/dl)
Proteina total 6,6 £ 0,1 6,7 +0,1
(mg%)
Uréia 65+4 66 +4
(mg/dl)
Sadio 131+0,3 134 +0,9
(mmol/l)
Potassio 6,5+0,1 6,8+0,2
(mmol/l)
Osmolalidade 278 + 1 282+3
(mOsm/kg)
Hematocrito 48 +1 49+ 2
(mg/dl)
Renina 43+0,3 3,7+0,7
(ng/ml/h)
Volume agua ingerido 25 +1 23+2

(2 horas)

86

Concentragbes séricas de glicose, triglicerideos, proteina total, uréia, sédio, potassio e
valores da osmolalidade e hematdcrito e atividade da renina plasmatica em ratos com
lesédo ficticia (controle) e lesdo bilateral do NCeA privados de agua por 36 horas e
reidratados com agua por 2 horas. Os valores estdo apresentados como média + erro
padrao da média, n = (nimero de animais por grupo).
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4.7. Efeito das lesées bilaterais do NCeA na expressao da
proteina c-Fos induzida por privagao hidrica de 36 horas e

reidratagcao parcial em areas prosencefalicas e pontinas

Grupos analisados:

o lesao ficticia (F): grupo normohidratado (Fh) e submetidos a privagao
hidrica por 36 horas e reidratagao parcial (FPHRP)

e lesao bilateral do NCeA (L): grupo normohidratado (Lh) e submetidos a

privagao hidrica por 36 horas e reidratagdo parcial (LPHRP)

4.7.1. Orgao Vasculoso da Lamina Terminal (OVLT)

Nos animais com leséo ficticia, o grupo Fh apresentou em média
1,7 + 0,5 células c-Fos positivas / 10 mm?. O grupo FPHRP aumentou 14
vezes a expressdo c-Fos (23,6 + 6,4 células c-Fos positivas / 102 mm?)
comparado ao grupo Fh [F(23,69) = 34,56, p < 0,05].

Nos animais com leséo bilateral do NCeA, o grupo Lh apresentou
em média 1,3 + 0,3 células c-Fos positivas / 102 mm?. O grupo LPHRP
aumentou 19 vezes a expressao c-Fos (26,8 + 4,8 células c-Fos positivas /
102 mm?) comparado ao grupo Lh [F(23,69) = 34,56, p < 0,05].

Comparando-se os grupos Fh com Lh e grupos FPHRP com LPHRP
nao foram encontradas diferengas, portanto, no 6rgao vasculoso da lamina

terminal (OVLT) o aumento da expressao c-Fos € resultado da condi¢ao de
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desidratacdo do modelo PH36hRP e nao foi influenciado pela lesdo bilateral

do NCeA. Figuras 25 e 26.
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FIGURA 25 — Células c-Fos positivas / 102 mm? no OVLT de
ratos com lesdo ficticia hidratados (Fh), leséo bilateral do
NCeA hidratados (Lh), lesao ficticia submetidos a privagao
hidrica de 36 horas e reidratacdo parcial com agua por 2
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ORGAO VASCULOSO DA LAMINA TERMINAL (OVLT)

FIGURA 26 - Fotomicrografias (aumento de 10 x) de secgbes coronais do 6rgao
vasculoso da lamina terminal (OVLT) mostrando a marcagdo imunohistoquimica da
proteina c-Fos representativa de um rato dos grupos: Fh (ficticio hidratado), FPHRP
(ficticio submetido a privacédo hidrica de 36 horas e reidratagao parcial com agua por 2
horas), Lh (leséo bilateral do NCeA hidratado e LPHRP (leséo bilateral do NCeA
submetido a privagao hidrica de 36 horas e reidratagéo parcial com agua por 2 horas.
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4.7.2. Nucleo Pré-Optico Mediano (MnPO)

O ndcleo pré-6ptico mediano apresenta parte dorsal (acima da
comissura anterior) e parte ventral (abaixo da comissura anterior, contadas

separadamente e apresentou como resultados:

MnPO dorsal

Nos animais com leséo ficticia, o grupo Fh apresentou em média
4,4 + 0,6 células c-Fos positivas / 102 mm?2. O grupo FPHRP aumentou 3,6
vezes a expressdo c-Fos (19,7 + 3,3 células c-Fos positivas / 102 mm?)
comparado ao grupo Fh [F(23,69) = 43,27, p < 0,05].

Nos animais com leséo bilateral do NCeA, o grupo Lh apresentou
em média 4,0 + 1,1 células c-Fos positivas / 102 mm?. O grupo LPHRP
aumentou 3,2 vezes a expressao c-Fos (18,3 + 2,7 células c-Fos positivas /
102 mm?) comparado ao grupo Lh.

Comparando-se os grupos Fh com Lh e grupos FPHRP com LPHRP
nao foram encontradas diferengas no nucleo pré-optico mediano — parte

dorsal (MnPQOd).

MnPO ventral

Nos animais com les&o ficticia, o grupo Fh apresentou em média

5,2 + 1,0 células c-Fos positivas / 102 mm?. O grupo FPHRP aumentou 2,5
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vezes a expressdo c-Fos (19,5 + 2,0 células c-Fos positivas / 10?2 mm?)
comparado ao grupo Fh [F(23,69) = 51,88, p < 0,05].

Nos animais com lesao bilateral do NCeA, o grupo Lh apresentou
em média 5,6 + 1,1 células c-Fos positivas / 102 mm?% O grupo LPHRP
aumentou 2 vezes a expressao c-Fos (16,6 + 2,5 células c-Fos positivas / 10°
2 mm?) comparado ao grupo Lh [F(23,69) = 51,88, p < 0,05].

Comparando-se os grupos Fh com Lh e grupos FPHRP com LPHRP
nao foram encontradas diferengas no nucleo pré-optico mediano — parte
vendral (MnPOv)

No nucleo pré-6ptico mediano (MnPO), partes dorsal e ventral,
foram semelhantes na expressdo c-Fos, o aumento na expressao foi
decorrente da condicdo de desidratagdo do modelo PH36hRP e né&o foi

influenciado pela lesao bilateral do NCeA. Figuras 27 e 28.
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FIGURA 27 — Células c-Fos positivas / 102 mm? no MnPO dorsal
(MnPOd) e vendral (MnPOv) de ratos com lesao ficticia hidratados
(Fh), lesao bilateral do NCeA hidratados (Lh), lesao ficticia submetidos
a privacao hidrica de 36 horas e reidratagdo parcial com agua por 2
horas (FPHRP) e lesao bilateral do NCeA submetidos a privagéo hidrica
de 36 horas e reidratagdo parcial com agua por 2 horas (LPHRP). Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média e o
numero de animais esta demonstrado entre parénteses.
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NUCLEO PRE-OPTICO MEDIANO (MnPO)

FIGURA 28 — Fotomicrografias (aumento de 10 x) de sec¢des coronais do nucleo pré-
optico mediano MnPO (dorsal superior e ventral inferior a comissura) mostrando a
marcacdo imunohistoquimica da proteina c-Fos representativa de um rato dos
grupos: Fh (ficticio hidratado), FPHRP (ficticio submetido a privagdo hidrica de 36
horas e reidratacdo parcial com agua por 2 horas), Lh (lesdo bilateral do NCeA
hidratado e LPHRP (lesdo bilateral do NCeA submetido a privagéo hidrica de 36 horas
e reidratagao parcial com agua por 2 horas.
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4.7.3. Orgao Subfornicial (SFO)

Nos animais com leséo ficticia, o grupo Fh apresentou em média
6,0 + 2,0 células c-Fos positivas/10? mm?. O grupo FPHRP aumentou 1,8
vezes a expressdo c-Fos (17,4 + 4,8 células c-Fos positivas / 102 mm?)
comparado ao grupo Lh [F(23,69) = 9,97, p < 0,05].

Nos animais com lesao bilateral do NCeA, o grupo Lh apresentou
em média 4,7 + 1,2 células c-Fos positivas / 10 mm?. O grupo LPHRP
aumentou 1,8 vezes a expressao c-Fos (13,1 + 3,4 células c-Fos positivas /
102 mm?) comparado ao grupo Lh [F(23,69) = 9,97, p < 0,05].

Comparando-se os grupos Fh com Lh e grupos FPHRP com LPHRP
nao foram encontradas diferengas, portanto, no 6rgao subfornicial (SFO) o
aumento da expressao c-Fos é resultado da condicdo de desidratacdo do
modelo PH36hRP e nao foi influenciado pela lesdo bilateral do NCeA.

Figuras 29 e 30.
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FIGURA 29 — Células c-Fos positivas / 10> mm’ no SFO de
ratos com les&o ficticia hidratados (Fh), les&o bilateral do NCeA
hidratados (Lh), lesao ficticia submetidos a privagdo hidrica de
36 horas e reidratagéo parcial com agua por 2 horas (FPHRP) e
lesdo bilateral do NCeA submetidos a privagédo hidrica de 36
horas e reidratagédo parcial com agua por 2 horas (LPHRP). Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdao da
média e o numero de animais estd demonstrado entre
parénteses.
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ORGAO SUBFORNICIAL (SFO)

FIGURA 30 — Fotomicrografias (aumento de 10 x) de secc¢des coronais do drgéo
subfornicial (SFO) mostrando a marcagdo imunohistoquimica da proteina c-Fos
representativa de um rato dos grupos: Fh (ficticio hidratado), FPHRP (ficticio submetido
a privacao hidrica de 36 horas e reidratagdo parcial com agua por 2 horas), Lh (lesdo
bilateral do NCeA hidratado e LPHRP (lesdo bilateral do NCeA submetido a privagao
hidrica de 36 horas e reidratagao parcial com agua por 2 horas.
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4.7.4. Nucleo Supra-Optico (SON)

Como area bilateral, as contagens do lado direito e esquerdo dos
cortes foram feitas separadamente e apresentadas como total da somatéria
dos lados.

Nos animais com lesdo ficticia, o grupo Fh (média 3,2 + 1,2
células c-Fos positivas / 102 mm?) e o grupo FPHRP (média 8,8 + 2,3 células
c-Fos positvas / 102 mm?), ndo apresentaram diferengcas quando
comparados.

Nos animais com lesdo bilateral do NCeA, o grupo Lh (média 5,1 +
1,3 células c-Fos positivas / 102 mm?) e o grupo LPHRP (média 5,6 + 1,1
células c-Fos positivas / 10° mm?), ndo apresentaram diferengas quando
comparados.

Comparando-se os grupos nao foram verificadas diferengas, quer
na condicdo do modelo PH36hRP ou com a lesdo bilateral do NCeA. No
SON, a condigao de privagao do modelo PHRP n&o alterou a expressao da
proteina c-Fos. A lesado bilateral do NCeA néao influenciou a expressao c-Fos.

Figuras 31 e 32.



Resultados

células c-fos positivas/10 mm?

NUCLEO SUPRA-OPTICO (SON)

W
N

N
~

RN
(@)

oo

o

[ 1Fh (6)
Bl (6)
FPHRP (6)
LPHRP (6)

NN

FIGURA 31 — Células c-Fos positivas / 10° mm* no SON de ratos
com lesdo ficticia hidratados (Fh), lesdo bilateral do NCeA
hidratados (Lh), lesao ficticia submetidos a privagéo hidrica de 36
horas e reidratagédo parcial com agua por 2 horas (FPHRP) e lesdo
bilateral do NCeA submetidos a privagao hidrica de 36 horas e
reidratacao parcial com agua por 2 horas (LPHRP). Os resultados
estdo expressos como média + erro padrédo da média e o numero
de animais esta demonstrado entre parénteses.
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NUCLEO SUPRA-OPTICO (SON)

FIGURA 32 — Fotomicrografias (aumento de 10 x) de secgbes coronais de um dos
lados do nucleo supra-6ptico (SON) mostrando a marcagdo imunohistoquimica da
proteina c-Fos representativa de um rato dos grupos: Fh (ficticio hidratado), FPHRP
(ficticio submetido a privagao hidrica de 36 horas e reidratagédo parcial com agua por 2
horas), Lh (lesdo bilateral do NCeA hidratado e LPHRP (lesdo bilateral do NCeA
submetido a privagao hidrica de 36 horas e reidratagéo parcial com agua por 2 horas.
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4.7.5. Nucelo Paraventricular (PVN)

As contagens do nucleo paraventricular — por¢ao parvocelular e
magnocelular foram contadas do lado esquerdo e direito dos cortes,

separadamente, e apresentadas como total da somatdria dos lados.

PVNp - Porgéao Parvocelular

Nos animais com lesao ficticia, o grupo Fh (média 6,4 + 1,3
células c-Fos positivas / 102 mm?) e o grupo FPHRP (média 10,2 + 2,7 células
c-Fos positvas / 102 mm?), ndo apresentaram diferengas quando
comparados.

Nos animais com leséo bilateral do NCeA, o grupo Lh apresentou
em média 7,6 + 1,5 células c-Fos positivas / 102 mm?. O grupo LPHRP
apresentou em média 14,8 + 3,2 células c-Fos positivas / 102 mm?,
representando um aumento de duas vezes comparado com ao grupo Lh
[F(23,69) = 6,36, p < 0,05].

Comparando-se o grupo lesao ficticia com o grupo leséo bilateral
do NCeA nao foram diferentes na expressao c-Fos.

O aumento da expressao c-Fos na porgao parvocelular do nucleo
paraventricular (PVNp) em animais com lesdo do NCeA é resultante da

condicdo de privacdo hidrica do modelo PH36hRP e a lesdo bilateral do
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NCeA produziu alteragdes na expressao da proteina c-Fos neste modelo.

Figuras 33 e 34.

PVPm — por¢gao magnocelular

Nos animais com lesao ficticia, o grupo Fh (média 8,2 + 1,4
células c-Fos positivas / 102 mm?) e o grupo FPHRP (média 10,1 + 2,9 células
c-Fos positivas / 102 mm?), ndo apresentaram diferencas quando
comparados.

Nos animais com lesdo bilateral do NCeA, o grupo Lh (média 13,6
+ 3,8 células c-Fos positivas / 102 mm?) e o grupo LPHRP (média 15,5 + 3,7
células c-Fos positivas / 102 mm?) ndo apresentaram diferencas quando
comparados.

No nucleo paraventricular — por¢gdo magnocelular (PVNm) a
condigao de privacéo hidrica por 36 horas e reidratagcéo parcial com agua por
2 horas nao alterou a expressdo c-Fos e a lesdo bilateral do NCeA néao

influenciou a expressao da proteina c-Fos. Figuras 33 e 34.
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FIGURA 33 — Células c-Fos positivas / 102 mm? no PVN porgao parvocelular
(PVNp) e porgdo magnocelular (PVNm) de ratos com lesao ficticia hidratados
(Fh), lesado bilateral do NCeA hidratados (Lh), lesdo ficticia submetidos a
privacao hidrica de 36 horas e reidratagdo parcial com agua por 2 horas
(FPHRP) € lesao bilateral do NCeA submetidos a privagao hidrica de 36 horas e
reidratacdo parcial com agua por 2 horas (LPHRP). Os resultados estédo
expressos como média + erro padrdo da média e o numero de animais esta
demonstrado entre parénteses.
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NUCLEO PARAVENTRICULAR (PVN)

FIGURA 34 — Fotomicrografias (aumento de 10 x) de secg¢des coronais do nucleo
paraventricular, porgdo parvocelular (PVNp) e por¢do magnocelular (PVNm),
mostrando a marcag¢ao imunohistoquimica da proteina c-Fos representativa de um rato
dos grupos: Fh (ficticio hidratado), FPHRP (ficticio submetido a privagédo hidrica de 36
horas e reidratagcdo parcial com agua por 2 horas), Lh (lesdo bilateral do NCeA
hidratado e LPHRP (lesao bilateral do NCeA submetido a privagéo hidrica de 36 horas e
reidratagao parcial com agua por 2 horas.
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4.7.6. Nucleo Parabraquial (NPB)

As contagens do nucleo parabraquial — lateral e medial foram
contadas do lado esquerdo e direito dos cortes, separadamente, e

apresentadas como total da somatoria dos lados.

Nuacleo Parabraquial Lateral (NPBL)

Nos animais com leséo ficticia, o grupo Fh apresentou em média
0,5 + 0,3 células c-Fos positivas / 102 mm?. O grupo FPHRP aumentou 14
vezes a expressdo c-Fos (8,7 + 3,1 células c-Fos positivas / 102 mm?)
comparado ao grupo Fh [F(23,69) = 30,19, p < 0,05].

Nos animais com lesao bilateral do NCeA, o grupo Lh apresentou
em média 0,03 + 0,03 células c-Fos positivas / 102 mm?. O grupo LPHRP
aumentou 12 vezes a expressao c-Fos (10,5 + 1,6 células c-Fos positivas /
102 mm?) comparado ao grupo Lh [F(23,69) = 30,19, p < 0,05].

Comparando-se os grupos Fh com Lh e FPHRP com LPHRP né&o
foram encontradas diferengas, portanto no nucleo parabraquial lateral o
aumento da expressao c-Fos é resultado da condicdo de desidratacdo do
modelo PH36hRP e nao foi influenciado pela lesdo bilateral do NCeA.

Figuras 35 e 36.
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Nucleo Parabraquial Medial (NPBM)

Nos animais com lesao ficticia, o grupo Fh (média 1,0 + 0,6
células c-Fos positivas / 102 mm?) e o grupo FrHRP (3,9 + 1,3 células c-Fos
positivas / 102 mm?), ndo apresentaram diferencas quando comparados
entre si.

Nos animais com lesao bilateral do NCeA, o grupo Lh apresentou
em média 0,6 + 0,2 células c-Fos positivas / 102 mm?. O grupo LPHRP
aumentou 16 vezes a expressao c-Fos (10,2 + 3,5 células c-Fos positivas /
102 mm?) comparado ao grupo Lh [F(23,69) = 11,18, p < 0,05].

Comparando-se os grupos ficticio e lesdao bilateral do NCeA
submetidos a privagdo hidrica por 36 horas e reidratagdo parcial, o grupo
LPHRP apresentou em média 10,2 + 3,5 células c-Fos positivas / 102 mm?,
duplicando a expressdo c-Fos comparado ao grupo ficticio (FPHRP)
submetido ao modelo PH36hRP que apresentou em média 3,9 + 1,3 células
c-Fos positivas / 102 mm?. [F(23,29) = 2,45, p < 0,05].

No nucleo parabraquial medial (NPBM), a expressédo da proteina
c-Fos aumentou em ratos com lesdo bilateral do NCeA apds serem

submetidos ao modelo PH36hRP. Figuras 35 e 36.



Resultados 107

NUCLEO PARABRAQUIAL (NPB)
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FIGURA 35 — Células c-Fos positivas / 10 mm? no ndcleo parabraquial lateral
(NPBL) e nucleo parabraquial medial (NPBM) de ratos com lesdo ficticia
hidratados (Fh), lesdo bilateral do NCeA hidratados (Lh), lesao ficticia
submetidos a privagéo hidrica de 36 horas e reidratagéo parcial com agua por 2
horas (FPHRP) e lesdo bilateral do NCeA submetidos a privagdo hidrica de 36
horas e reidratagédo parcial com agua por 2 horas (LPHRP). Os resultados estédo
expressos como média + erro padrao da média e o niumero de animais esta
demonstrado entre parénteses.
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NUCLEO PARABRAQUIAL (NPB)

FIGURA 36 — Fotomicrografias (aumento de 10 x) de secgdes coronais de um dos
lados do nucleo parabraquial NPB (L = lateral e M = medial) mostrando a marcagao
imunohistoquimica da proteina c-Fos representativa de um rato dos grupos: Fh
(ficticio hidratado), FPHRP (ficticio submetido a privacdo hidrica de 36 horas e
reidratacdo parcial com agua por 2 horas), Lh (lesdo bilateral do NCeA hidratado e
LPHRP (lesdo bilateral do NCeA submetido a privagdo hidrica de 36 horas e
reidratacao parcial com agua por 2 horas.
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5. DISCUSSAO

5.1. Ingestao diaria de NaCl 1,8% e agua

Lesdes eletroliticas bilaterais ou unilaterais do NCeA reduziram
persistentemente a ingestdo diaria de NaCl 1,8% e transitoriamente a
ingestdo diaria de agua, conforme esperado (GALAVERNA e cols., 1992;
SEELEY e cols., 1993). Além disso, a lesao unilateral do NCeA foi suficiente
para a redugao da ingestao diaria de NaCl 1,8%, reforcando a importancia do
NCeA no processamento de informagdes para o comportamento ingestivo,

nao regulatorio de sodio.

5.2. Efeito de lesées eletroliticas do NCeA no apetite ao soédio

induzido por privacao hidrica

Lesdes eletroliticas bilaterais ou unilaterais do NCeA néo
alteraram a ingestao de NaCl 1,8% ou agua no teste do apetite ao sodio apds
PH24hRP.

Animais intactos e aqueles com lesao ficticia, privados de agua
por 24 horas, ingeriram em torno de 3-4 ml de NaCl 1,8% em 2 horas;
quantidades muito inferiores aos demonstrados por Sato e cols. (1996), onde

ratos ingeriram em torno de 6-10 ml de NaCl 1,5% em 2 horas no teste do
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apetite ao sodio apdés 24 horas de privagdo hidrica. Vimos entdo que,
aumentando o periodo de privagdo para 36 horas, surgiu um pronunciado
apetite ao sodio; talvez por isso ndo tenha sido observada reducdo na
ingestdo de sddio quando a privagao hidrica foi de 24 horas. Nesse caso os
animais lesados ja estariam ingerindo o minimo permitido pela leséo.

Assim, verificamos a influéncia de lesdes eletroliticas do NCeA
aplicando o modelo PH36hRP. Lesbes bilaterais e unilaterais do NCeA, em
ratos submetidos a privacao hidrica por 36 horas e reidratados parcialmente,
reduziram a ingestdo de NaCl 1,8% nos testes de apetite ao sédio: na
primeira privagao hidrica de 36 horas, a les&o bilateral do NCeA reduziu 51%
e a lesdo unilateral do NCeA reduziu 33% a ingestdo de NaCl 1,8%, sem
alterarem a ingestao de agua e diante da segunda privagdo hidrica de 36
horas, nos mesmos animais, a lesdo bilateral do NCeA reduziu 44% a
ingestdo de NaCl 1,8%, reduzindo a ingestdo de agua no periodo de
reidratacdo e no teste do apetite ao soédio. Os efeitos da lesdo
permaneceram por pelo menos duas semanas, quando se fez primeiramente
a segunda privagdo hidrica e a deplegcdo de sédio com furosemida uma
semana depois. A leséo bilateral do NCeA reduziu 25% a ingestdo de NaCl
1,8% e reduziu pela metade a ingestdo de agua no teste do apetite ao sodio
ap6s 24 horas da deplecdo de sédio induzida por furosemida. E provavel que
a menor ingestdo de sdédio quando a privagao foi de 24 horas seja devida a

uma menor hipovolemia e, portanto, menor quantidade de angiotensina II,



Discusséo 111

facilitadora do apetite ao sédio, conforme sugerido pela determinagao das
proteinas totais no sangue.

A lesdo eletrolitica bilateral do NCeA n&o influenciou os
parametros sanglineos no modelo PHRP, porém, analisando ratos com
lesdo ficticia ou lesdo bilateral do NCeA reidratados parcialmente,
verificamos que continuam com um grau de hipovolemia em torno de 6%,
como na privagdo hidrica de 36 horas. A reidratagdo parcial corrige a
osmolalidade, mas a correcdo da hipovolemia s6 se completa apés a
ingestdo de NaCl (DE LUCA JR. e cols., 2002a). Enquanto isso nao ocorre,
animais submetidos a privacado hidrica e reidratagdo parcial, permanecem
hipovolémicos e com persistente elevagao de atividade de renina plasmatica
em relagdo a ratos hidratados ou privados de agua (DE LUCA JR. e cols.,
2002a).

No modelo PH36hRP, analisado neste trabalho, apds a reidratacéo
parcial, a hipovolemia residual foi de 6%, podendo gerar uma quantidade
maior de angiotensina Il e justificar o maior consumo de NaCl 1,8% apds
PH36hRP comparado a PH24hRP, onde a hipovolemia apds 24 horas de
privacao hidrica foi menor e com a reidratacdo parcial, poderia estar
corrigida, gerando menores quantidades de angiotensina Il como sinal
facilitatério para a indugdo do apetite ao sodio. O grau de hipovolemia
presente diante da duracao da privacgao hidrica poderia estar influenciando a
demanda de ingestdo do soédio para sua corregcdo, dependente de

angiotensina I, sendo mais acentuado no modelo PH36hRP.
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No presente trabalho, lesbes bilaterais do NCeA reduziram 50% a
ingestdo regulatéria de sodio induzida por privagdo hidrica (modelo
PH36hRP). A redugéao verificada foi menor do que aquelas observadas em
outros protocolos de indugao de apetite ao sddio, onde lesdes bilaterais do
NCeA abolem a ingestdo de NaCl 3% na indugao do apetite ao sédio por
furosemida (GALAVERNA e cols., 1992) e reduzem em 70% a ingestao de
NaCl 2% induzida por administragdo sistémica de ioimbina ou furosemida
(ZARDETTO-SMITH e cols., 1994). Nao ha uma explicagdo para essas
diferencas porque as lesdes produzidas no presente trabalho n&o séao
essencialmente diferentes daquelas produzidas nos demais.

Diante da deplecédo de sodio induzida por furosemida, ratos dos
grupos de lesao ficticia e lesdo unilateral ou bilateral do NCeA beberam trés
vezes mais NaCl 1,8% no teste do apetite ao sddio quando comparados ao
teste do apetite ao sodio apds privacido hidrica de 36 horas. E possivel que o
efeito adicional da aldosterona na deplecdo de sdédio induzida por
furosemida, aliada as a¢des da angiotensina I, justifique o maior consumo de
NaCl 1,8% verificado em todos os grupos de animais.

As concentragdes séricas de glicose e triglicerideos ndo foram
diferentes na privagao hidrica de 24 ou 36 horas, comparadas a controles
hidratados. Resultados de trabalho anterior mostram que, no modelo de
deplecdo de sddio induzida por furosemida, ha hipovolemia de 4% e aumento
da glicemia e ftrigliceridemia, que acompanham a volemia (VENDRAMINI,

1998). No modelo de privagdo hidrica ha hipovolemia sem aumento na
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glicemia e ftrigliceridemia. A lesao eletrolitica bilateral do NCeA nao
influenciou a glicemia e trigliceridemia em animais submetidos a privagao

hidrica de 36 horas.

5.3. Incremento da ingestdo de soédio apos multiplas

privagées hidricas

Ratos intactos submetidos a quatro privacdes hidricas sucessivas
de 36 horas apresentaram aumentos na ingestdo de NaCl 1,8% ja no
segundo teste, seguido por aumentos no terceiro e quarto testes de apetite
ao sodio, apos privagao hidrica de 36 horas e reidratagao parcial.

Privacdes hidricas de 36 horas aumentaram a ingestao regulatéria
de NaCl 1,8%, caracterizando o incremento, como dado inédito.

Trabalho anterior em nosso laboratorio, utilizando o modelo PHRP,
verificou incremento na ingestao diaria de NaCl (n&o regulatéria) na segunda
privacdo hidrica de 24 horas, porém a ingestdo regulatoria n&o foi
incrementada (PEREIRA e cols., 2002), fato demonstrado por este trabalho,
utilizando o modelo PH36hRP em quatro privagdes hidricas sucessivas.

O incremento € uma propriedade do apetite ao soédio, seletiva para
0 sb6dio e ndo para a agua apoOs previos episodios de desidratagao
extracelular, tanto na fase gestacional, pds-natal ou adulta, onde ha
aumentos na ingestdo de sodio, devido a experiéncias prévias, num futuro

episédio de desidratagcdo. A angiotensina I, mineralo e glicocorticoides, que
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interferem com a sintese de proteinas, parecem ter um efeito na organizagao
dos circuitos neurais responsaveis por este comportamento de incrementar a
ingestdo de sodio apos multiplas deple¢des de sddio (FRANKMAN e cols.,
1986; SAKAI e cols., 1987, 1989; EPSTEIN, 1991; GALAVERNA e cols.,
1995; LESHEM e cols., 1999).

No modelo de desidratacdo extracelular, o incremento aparece,
mesmo que enfraquecido em ratos com lesao bilateral do NCeA na terceira
deplecao de sddio induzida por furosemida, na ingestdo de NaCl 3% e na
ingestdo diaria em animais com lesado ficticia apés a segunda deplegao
(GALAVERNA e cols., 1992).

Neste nosso trabalho, privagdes hidricas sucessivas de 36 horas
incrementaram a ingestdo de NaCl 1,8% ja no segundo teste do apetite ao
sodio em ratos intactos, porém em ratos submetidos a lesées eletroliticas do
NCeA néo foi observado incremento na ingestdo de NaCl 1,8% ou agua
comparando-se o primeiro e segundo testes de apetite ao sdédio apos
privagcdes hidricas de 36 horas.

Nao foram verificados aumentos na ingestédo diaria de NaCl 1,8%
no intervalo entre as privacdes hidricas.

Fica evidente que os danos do NCeA, que prejudicaram o
comportamento ingestivo ndo regulatério e regulatorio de sédio ndo foram
revertidos no periodo compreendido entre a primeira e segunda privagdes

hidricas de 36 horas.
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5.4. Efeito de les6es do NCeA na expressao da proteina c-Fos

em areas prosencefalicas e pontinas

A expressdo da proteina c-Fos, como marcador de atividade
neuronal, obtida neste trabalho em ratos com lesdo bilateral do NCeA,
submetidos a privacao hidrica de 36 horas e reidratados parcialmente com
agua, em estruturas da lamina terminal (OVLT, MnPO e SFO) e SON, foram
semelhantes aos dados da literatura, mostrando que a expressao c-Fos na
lamina terminal, induzida por privacao hidrica, aparece parcialmente reduzida
no OVLT e MnPO, e permanece alta no SFO apds a reidratagdo parcial (DE
LUCA Jr. e cols., 2002; JI e cols, 2005). Estes mesmos autores
demonstraram que a privagdo hidrica ativa o sistema neurohipofisario,
aumentando a expressdo c-Fos no SON e PVN, nucleos que recebem
projecoes angiotensinérgicas da lamina terminal e que, no modelo PHRP, a
expressao desaparece no SON. Esta diminuicdo de expresséo c-Fos no SON
apos reidratagao parcial, pode ser estar relacionada a uma rapida inibigao da
vasopressina por ativacdo de aferentes orofaringeanos e correcédo da
osmolalidade (HUANG e cols., 2000).

No modelo PHRP, a correcdo da osmolalidade contribuiu para a
retirada de sinais inibitérios, tais como vasopressina e ocitocina
(BLACKBURN e cols., 1993), para a ingestdo de sodio e a angiotensina |l
continua presente como sinal facilitatério desta ingestdo, uma vez que a

atividade de renina plasmatica permanece alta e a expressado de c-Fos
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persiste em estruturas da lamina terminal (DE LUCA e cols., 2002a e
presentes resultados).

Em outro modelo de indugao de ingestéo de sodio e agua, através
da infusdo i.c.v. de angiotensina |l, a expressdo c-Fos induzida no SON é
influenciada pela viabilidade de agua. Neste modelo animais mantidos sem
agua expressam c-Fos no OVLT, MnPO e SON e, quando mantidos com
agua disponivel, a expressdao c-Fos permanece no OVLT e MnPO e
desaparece no SON (HERBERT e cols., 1992), semelhante ao que acontece
no modelo PHRP (DE LUCA Jr. e cols., 2002a; JI e cols., 2005).

No presente trabalho, a lesao bilateral do NCeA, n&o influenciou a
expressao da proteina c-Fos induzida pelo modelo PHRP em estruturas da
ldmina terminal (OVLT, SFO e MnPO) e SON.

No nucleo paraventricular do hipotalamo, porcdo parvocelular
(PVNp), a lesao bilateral do NCeA influenciou um aumento de duas vezes na
expressao c-Fos em ratos submetidos a PH36hRP comparados com lesados
hidratados (Figura 33).

Estudos de Morien e cols. (1999), demonstraram que, apos 5
horas de privacdo hidrica, ratos apresentaram aumento da atividade de
renina plasmatica, hipovolemia e hiperosmolalidade e estas variagcbes
permanecem até 24 ou 48 horas de privacao hidrica, e a expressao c-Fos
aparece aumentada em areas ocitocinérgicas como o SON e PVN,
evidenciando a ocitocina como mediador da anorexia e sinal inibitorio da

ingestao de sédio na fase inicial da privagao hidrica. Nesta fase os animais ja
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apresentaram hiperosmolalidade e o comportamento ingestivo de sddio
contribuiria para maiores elevagcbes desta condicdo. Na fase inicial da
privagado hidrica ha aumento da expresséo de c-Fos em areas ocitocinérgicas
como SON e PVN, além das estruturas da lamina terminal como OVLT e
MnPO, sendo que no SFO o aumento da expressao ocorre apés 24 ou 48
horas da privacao hidrica (VERBALIS e cols., 1993; MORIEN e cols., 1999).
No modelo PHRP, a reidratacdo parcial com agua corrigiu a
osmolalidade, isso explica o desaparecimento de c-Fos no SON e PVN, mas
em animais com lesdo bilateral do NCeA, submetidos a PH36hRP, a
expressao da proteina c-Fos, aumentou especificamente na porgao
parvocelular do PVN, o que pode indicar que a ocitocina de origem central
possa estar causando os efeitos inibitérios no apetite ao sddio apresentados
por ratos com lesdo do NCeA neste modelo. A distengao gastrica e
mecanismos colecistocinérgicos constituem estimulos para a secreg¢do de
ocitocina (RENAUD e cols.,, 1987). Nos animais com lesdo do NCeA
submetidos ao modelo PHRP, ndo podemos descartar essa hipétese, uma
vez que durante o periodo de reidratagao parcial, em duas horas, o animal
ingeriu de 20 a 25 ml de agua, o que poderia distender o estbmago e assim
gerar sinais viscerais para a area postrema (AP), nucleo do trato solitario
(NTS) e nucleo parabraquial (NPB) e dai ativar vias inibitorias da ingestao de
sodio que estariam facilitadas pela lesdo do NCeA. A AP, NTS e NPB
recebem sinais viscerais por aferéncias vagais, glossofaringeas e gastricas,

captadas por barorreceptores, osmossodioreceptores gastricos e hepaticos e
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possuem eferéncias bidirecionais com o PVN, NCeA, SFO e MnPO, areas
envolvidas no apetite ao sodio e balango hidroeletrolitico. O nucleo
parabraquial, composto de neurdnios que circundam o pedunculo cerebelar
na regido pontina, recebe aferéncias do NTS medial e AP e fazem sinapses
que se projetam para varias estruturas cerebrais prosencefalicas, mantendo
conexdes reciprocas com estruturas importantes para o controle do apetite
ao sodio e da sede, como a estria terminal e neurdnios dos nucleos medial e
central da amigdala (ALHEID e cols., 1995; JOHNSON e cols., 1999; LUNDY
& NORGREN, 2001). Resultados da ativacdo destas areas em ratos
saciados de sodio apds didlise peritoneal, suportam a participacdo de
neurdnios ocitocinérgicos do PVN parvocelular na inibicdo de circuitos
neuronais para a ingestdo de sodio e da porgdo magnocelular do PVN,
participando da excrecao renal de sodio, verificados com dupla marcacao de
ocitocina e expressao c-Fos, sugerindo também que a ativagéo de neurbnios
ndo ocitocinérgicos, de SON e PVN devem envolver outros neuropeptideos
com o peptideo natriurético atrial, a angiotensina |l e vasopressina nas
respostas comportamentais do apetite ao sédio (FRANCHINI & VIVAS,
1999). Em animais com lesdo do NCeA, para confirmar se a ocitocina de
origem central pode estar contribuindo para este efeito inibitério do apetite ao
sodio no modelo PHRP, seriam necessarios outros experimentos, por
exemplo com o uso de peptideos opidides, que favorecem o apetite ao sddio
inibindo o sistema ocitocinérgico (BLACKBURN-MUNRO e cols., 2000;

FRANCHINI e cols., 2003).
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Apesar de possuirem conexdes reciprocas, a lesido bilateral do NCeA
nao influenciou a expressao c-Fos no NPBL apds privacao hidrica de 36
horas e reidratacdo parcial. Entretanto, no nucleo parabraquial medial
(NPBm) o grupo com lesdo do NCeA aumentou 16 vezes a expressao c-Fos
quando submetido a privagado hidrica de 36 horas e reidratagdo parcial,
comparada ao grupo lesado que permaneceu hidratado e duplicou a
expressao em relagéo a animais com lesao ficticia (Figura 35).

No modelo de privacdo hidrica e reidratacdo parcial, a
osmolalidade foi corrigida, a hipovolemia persiste e a angiotensina Il poderia
estar ativando aferéncias do NTS, AP e DNR como sinal facilitatorio
angiotensinérgico para a ingestdo sodio. O NTS projeta-se diretamente para
o NCeA ou para o NPBL, removendo temporariamente vias inibitorias
serotoninérgicas expressando o comportamento ingestivo de sédio (REIS e
cols., 1994; MENANI e cols., 2000; FRANCHINI e VIVAS, 2002; DE LUCA Jr.
e cols., 2003). O NCeA, danificado por lesbes eletroliticas, ndo integraria as
conexdes reciprocas com o NTS e NPB, ndo sendo capaz de responder ao
comportamento ingestivo de NaCl 1,8% neste modelo e reduzindo em 60% a
ingestao diaria e em 50% a ingestao de NaCl no teste do apetite ao sédio
ap6s PH36hRP.

Em suma, é possivel que as alteracbes na quantidade de
neurbnios do PVNp e NPBM expressando a proteina c-Fos estejam
relacionadas ao efeito da lesdo do NCeA sobre o apetite ao soédio. Ainda que

na Figura 33 nao tenha havido diferenca entre o grupo lesado e leséo ficticia,
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€ nitido que no primeiro € maior a expressdo de c-Fos no PVNp apods
reidratacdo do que nos animais hidratados, enquanto que n&o houve
diferenca entre reidratados e hidratados no grupo de leséo ficticia. Esse
resultado é coerente com a inibicdo da ingestdo de sédio no teste do apetite
ao sodio pois o0 PVNp é considerado uma fonte de ocitocina encefalica que
participa de circuitos que inibem a ingestdo de sddio (STRICKER &
VERBALIS, 1990; VERBALIS e cols., 1995) O inequivoco aumento na
expressao de c-fos no NPBM de animais lesados reidratados (Figura 35)
também sugere que esse nucleo possa participar da inibicdo produzida pela
lesdo sobre o apetite ao sodio.

Alteracdo na expressao de c-Fos no NPBM né&o seria de certa
maneira esperada nos animais lesados considerando que esse nucleo
constitui um relé para as vias gustatérias (NORGREN, 1995) e que estudos
comportamentais ndo detectaram alteragées na reatividade gustatéria ao
soédio em animais com lesdo do NCeA (GALAVERNA e cols., 1993; SEELEY
e cols., 1993). Entretanto, é possivel que justamente a conexdo da via
gustatéria com as vias que controlam a parte motora e motivacional do
apetite ao sodio é que estejam comprometidas sendo assim sinalizadas pelo

aumento da atividade de neurénios no NPBM.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente estudo confirmam a importancia do
NCeA para o controle da ingestdo de sodio. Mostramos que a lesao desse
nucleo inibe o apetite ao sédio no modelo de privagado hidrica-reidratagao
parcial, um modelo que envolve essencialmente a angiotensina Il como fator
facilitador, conforme seria previsto pela inibicdo que essa lesdo causa sobre
a ingestdo de NaCl hipertonico induzido por angiotensina Il (GALAVERNA e
cols., 1992; DE LUCA e cols., 2002a). A integridade do NCeA €& necessaria
para a expressao completa do apetite ao sédio no modelo PHRP em ratos.

A lesao bilateral do NCeA produziu alteragdes na expressédo da
proteina c-Fos em nucleos anteriores e pontinos, PVNp e NPBM, alteragcbes
estas que poderiam estar relacionadas aos efeitos inibitérios da lesao sobre

o apetite ao sédio neste modelo.
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