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Resumo

DAVID, Richard Boarato. ESPECIFICIDADE DO APETITE AO SODIO: UMA
POSSIVEL CONTRIBUICAO HORMONAL. PPGCF-UFSCar/UNESP, SAO
CARLOS: 2006.

A hipotese do sinergismo entre dois hormoénios responsaveis pela conservacao de
sodio, a aldosterona e a ANG II, explica uma caracteristica do apetite ao sodio, a ingestdao de
NaCl hipertonico em um animal hipovolémico. Ingestdo de NaCl hipertonico pode ser
induzida em ratos normovolémicos que receberam um tratamento combinado de
mineralocorticoide e ANG II, em doses individuais insuficientes para induzir a ingestao de
sodio (teste paradigmatico do sinergismo). Sendo a motivacdo para uma ingestdo especifica
de sodio uma outra caracteristica do apetite ao soédio, o objetivo desta dissertagdo foi o de
procurar um papel para a interacdo entre mineralocorticdide e ANG II na especificidade do
apetite ao sodio.

Foram utilizados ratos Sprague-Dawley Holtzman (= 300 g p.c.) ambientados com
livre acesso a bebedouros com dgua e uma ou mais solugdes minerais palataveis (KC1 0,01 M,
CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M, NaCl 0,15 M) ou hipertdnica (NaCl 0,50 M). Em testes de
dois bebedouros, um dos bebedouros continha dgua e o outro, solucdo de KCl 0,01 M,
NaHCO; 0,15 M, NaCl 0,15 M ou NaCl 0,50 M. Em testes de cinco bebedouros, um dos
bebedouros continha dgua e cada um dos demais uma solu¢ao de KCI 0,01 M, CacCl, 0,05
mM, NaHCO; 0,15 M ou NaCl 0,15 M.

Testes com dois ou cinco bebedouros foram empregados em animais depletados de
sodio e no teste paradigmatico do sinergismo. Nos testes de deplecdo de sdédio, os animais
receberam inje¢do sc de 10 mg de furosemida ou veiculo, seguida de acesso a uma dieta
hipossddica e dgua por vinte e quatro horas. Em seguida, o alimento foi removido e foram
oferecidas solugdes minerais para registro da ingestdo das mesmas e de dgua (teste do apetite
ao sodio). No teste paradigmatico do sinergismo, os animais receberam inje¢ao sc de 2,5 mg
de acetato de desoxicorticosterona (DOCA) ou 6leo de girassol (veiculo) uma vez ao dia,
durante trés dias, e uma inje¢ao de 50 ng de ANG II (ou salina) no ventriculo lateral esquerdo,
quatro horas apds a ultima injecdo de DOCA ou 6leo. Passou-se a registrar a ingestdo de

liquidos imediatamente apos a inje¢do de ANG II e remogao da ragao.



O registro da ingestao diaria mostrou que nao houve preferéncia por nenhuma solucao
ou agua durante o periodo de ambientagdo com cinco bebedouros. A deplecdo de sédio
induziu ingestdo preferencial de so6dio no teste do apetite ao sddio, sendo a ingestdao de NaCl
0,15 M maior do que a de NaHCOj; tanto nos testes de dois como de cinco bebedouros. O
tratamento com apenas DOCA aumentou a ingestao diaria de NaCl 0,15 M e de NaHCO; sem
alterar a ingestdo diaria de KCl e de NaCl 0,50 M, em testes de dois bebedouros. No teste
paradigmatico com ratos normovolémicos, a ANG II combinada ao 6leo promoveu ingestao
das trés solugdes minerais palatdveis (KCl, NaHCO;, NaCl) e de agua em testes de dupla
escolha, e preferéncia ao NaHCO; no teste com cinco bebedouros. O pré-tratamento com
DOCA potenciou o efeito da ANG II apenas sobre a ingestdo das solug¢des sodicas, mais
evidente para NaCl, no teste com dois bebedouros (NaCl 0,15 M: DOCA/ANG 11 = 24,5+ 6,7
ml/120 min. vs. OLEO/ANG II = 9,2 + 1,8 ml/120 min.; NaHCO; 0,15 M: DOCA/ANG II =
17,0 £ 1,8 ml/120 min. vs. OLEO/ANG II = 14,6 £ 2,1 ml/120 min.; KCI 0,01 M:
DOCA/ANG I =9,8 £ 1,9 ml/120 min. vs. 11,9 = 1,2 ml/120 min.), além de aumentar em 80
% a ingestdo total de solugdes soddicas no inicio do teste com cinco bebedouros. O efeito da
indugdo de ingestdao de NaCl 0,50 M pela combinagdo de DOCA com ANG II em testes de
dois bebedouros foi replicado nos nossos animais.

Os resultados do teste paradigmatico do sinergismo sdo coerentes com os testes do
apetite ao sodio, sugerindo que o mineralocorticéide possa tornar mais seletivo o efeito da
ANG II sobre a ingestdo mineral. Assim, uma interacdo entre ANG II e mineralocorticdide
poderia contribuir para a expressdo de duas caracteristicas do apetite ao sddio, ndo apenas a

aceitagao de solugdes hipertonicas de NaCl, mas também a ingestao seletiva de sddio.

Palavras-chave: angiotensina II, aldosterona, apetite ao soédio, deplecdo de sddio,
desoxicorticosterona,  furosemida, hipovolemia, mineralocorticdide, palatabilidade,

preferéncia mineral, sinergismo.



Abstract

DAVID, Richard Boarato. SODIUM APPETITE SPECIFICITY: A POSSIBLE
HORMONAL CONTRIBUTION. PPGCF-UFSCar/UNESP, SAO CARLOS: 2006.

The hypothesis of a synergy between two hormones responsible for sodium
conservation, aldosterone and angiotensin II (ANG II), explains the expression of a
characteristic of sodium appetite, hypertonic NaCl intake, in a hypovolemic animal.
Hypertonic NaCl intake can be induced in normovolemic rats that received a combined
treatment of mineralocorticoid and ANG II at individual doses not sufficient to induce sodium
intake (paradigmatic synergy test). Considering the motivation to specific sodium intake
another characteristic of sodium appetite, the objective of the present dissertation was to find
out a role for the interaction between mineralocorticoid and ANG II on the specificity of
sodium appetite.

Sprague-Dawley Holtzman rats (= 300 g b.w.) were housed with access to water and
one or more palatable (0.01 M KCI, 0.05 mM CaCl,, 0.15 M NaHCOs, 0.15 M NacCl) or
hypertonic (0.50 M NaCl) mineral solutions for ingestion. In two-bottle tests, a bottle
contained water and another bottle contained either 0.01 M KCI, 0.15 M NaHCOs;, 0.15 M
NaCl or 0.50 M NaCl. In five-bottle tests, a bottle contained water and each one of the
remaining four bottles contained either 0.01 M KCI, 0.05 mM CaCl,, 0.15 M NaHCO; or 0.15
M NaCl, respectively.

In sodium depletion tests, intact rats received each a 10 mg sc. injection of furosemide
or vehicle followed by 24 h access to sodium deficient food and water. Then, food was
removed and mineral solutions and water were offered for recording their intake (sodium
appetite test). In the paradigmatic synergy test, the animals received daily single sc injection
of 2.5 mg of deoxycorticosterone acetate (DOCA) or sunflower oil (vehicle) for three days
and a left lateral cerebroventricular injection of 50 ng of ANG II four hours after the last
DOCA or oil injection. Fluid intake record began immediately after ANG II injection and
food removal.

The daily intake record showed no preference for any solution or water when animals
had access to five bottles. Sodium depletion induced a preferential sodium intake, with higher
NaCl than NaHCOs intake, in either two- or five-bottle sodium appetite tests. DOCA alone
enhanced the daily 0.15 M NaCl and NaHCOj; intake, but did not alter KCI or 0.50 M NaCl



intake in two-bottle tests. In the paradigmatic tests with normovolemic animals, ANG II
combined to oil induced the ingestion of all three palatable mineral solutions (KCl, NaHCOs,
NaCl) and water, in two-bottle tests, and preference for NaHCOj in five-bottle tests. DOCA
pretreatment enhanced only sodium solution intake, particularly NaCl intake, induced by
ANG I in two-bottle tests (0.15 M NaCl: DOCA/ANG II = 24.5 £ 6.7 ml/120 min. vs.
OIL/ANG I =9.2 £ 1.8 ml/120 min.; 0.15 M NaHCO;: DOCA/ANG II = 17.0 = 1.8 ml/120
min. vs. OIL/ANG II = 14.6 £ 2.1 ml/120 min.; 0.01 M KCl: DOCA/ANG I = 9.8 £ 1.9
ml/120 min. vs. 11.9 £ 1.2 ml/120 min.), and enhanced by 80 % the total sodium solution
intake in the beginning of the five-bottle test. The combined effect of DOCA with ANG II on
the induction of 0.50 M NacCl intake in a two-bottle test was replicated in our animals.

The results from the paradigmatic synergy test are coherent with results from sodium
appetite tests, suggesting that the mineralocorticoid may turn the effect of ANG II on mineral
intake more selective to sodium intake. Thus, the combined ANG II and mineralocorticoid
action could contribute to the expression of two characteristics of sodium appetite, not only

the acceptance of hypertonic sodium solutions, but also the selective sodium intake.

Keywords: angiotensin II, aldosterone, deoxycorticosterone, furosemide, hypovolemy,

mineral preference, mineralocorticoid, palatability, sodium appetite, sodium depletion,

synergy.
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CaCl,), abaixo. Teste realizado com o oferecimento simultineo de cinco bebedouros.
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1. Introducao

1.1. Consideracdes gerais sobre o apetite ao sodio

A manutengdo do volume nos compartimentos intracelular e extracelular ¢ de
fundamental importancia para que os Orgdos e tecidos possam executar suas funcgdes
adequadamente, ou seja, € critica @ manutencao da vida. Uma volemia adequada ¢ necessaria
para que os tecidos sejam irrigados de uma forma eficiente e esta intimamente relacionada a
concentracdo de sédio dos liquidos corporais, responsavel pela manutengdao do equilibrio
osmatico entre os dois compartimentos.

A perda de 4gua e sddio ocorre constantemente nos vertebrados pelo suor, saliva,
excre¢do urinaria e respiragdo. A busca e a ingestdo de agua e de sédio, essenciais para a
reposicdo desses nutrientes, pelo menos em mamiferos, estdo associadas a estados
motivacionais como sede e apetite ao sddio. Sede ¢ a denominagdo dada a sensacdo subjetiva
decorrente da deficiéncia de 4dgua, a qual estd associado o desejo de ingerir 4gua (ROLLS;
ROLLS, 1982). A motivagdo que leva o animal a procura, obtengdo ¢ consumo de sodio ¢
chamada de apetite ao sodio (EPSTEIN, 1990). A desidratacdo que resulta em hipovolemia
ativa mecanismos autondmicos e enddcrinos de preservacdo e busca hidromineral além de,
inicialmente, sede e, algumas horas depois, apetite ao sddio.

O apetite ao sodio € inato, especifico e observado em resposta a deficiéncia de sodio
em muitas espécies de animais, por exemplo, ratos, ovelhas e coelhos (FLUHARTY;
EPSTEIN, 1983; SCHULKIN, 1991a; FITZSIMONS, 1998; NOZAKI et al., 2002). Este
apetite também pode ser induzido em animais repletos de sodio através da administragdo
exdgena de hormodnios facilitadores da ingestdo de sodio e atenuado quando a acdo destes
hormonios ¢ bloqueada (FLUHARTY; EPSTEIN, 1983; SAKAI et al., 1986; EPSTEIN;
SAKAI, 1987).

1.2. Mecanismos hormonais reguladores da inducio e facilitacio da ingestiao de

sodio

A ingestdo de agua e sodio ¢ regulada pelo balanco entre sinais facilitatorios e

inibitorios no sistema nervoso central, provenientes de 6rgdos viscerais ou diretamente da
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composi¢do dos liquidos corpdreos. Um importante centro integrador para estes sinais ¢ a
regido da lamina terminal, composta pelo nucleo pré-optico mediano (MnPO), orgao
subfornicial (SFO) e 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT) (FITZSIMONS, 1998),
estes dois ultimos fazendo parte dos orgdos circunventriculares. Além de receber e enviar
projegOes para varias outras regides encefalicas relacionadas ao controle hidromineral e
cardiovascular, esses dois 6rgdos circunventriculares, adjacentes ao terceiro ventriculo, sdo
livres de barreira hematoencefalica, o que lhes permite monitorar a composi¢cdo do plasma e
do liquor (FITZSIMONS, 1998; MCKINLEY et al, 2001). Do SFO e OVLT partem
projegoes para o MnPO, regides hipotalamicas e nucleo leito da estria terminal (BNST), areas
intimamente relacionadas ao controle hidroeletrolitico (THRASHER; KEIL, 1987;
MCKINLEY et al., 2001). O OVLT, por sua vez, recebe projegdes do nucleo parabraquial
lateral (NPBL), envolvido no controle inibitério da ingestdo de sodio, além do nucleo do trato
solitario (NTS), que recebe informagdes de enchimento cardiovascular, detectadas por
baroreceptores, ¢ aferéncias gustatérias via nervo corda do timpano (JOHNSON;
THUNHORST, 1997; MCKINLEY et al., 2001; DANIELS; FLUHARTY, 2004).

A administracio de farmacos natriuréticos, por exemplo, furosemida (FURO) e
hidroclorotiazida, ¢ a adrenalectomia, constituem paradigmas experimentais para a indugao de
apetite ao sddio possuindo em comum a ativagcdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA), sistema necessario para a conservacdo de sodio corporal (FREGLY; ROWLAND,
1985). A angiotensina Il (ANG II) e os mineralocorticoides atingem concentragdes
plasmaticas elevadas durante a deplecdo de so6dio e sdo capazes de promover,
independentemente, o apetite ao s6dio, como sera descrito a seguir (FREGLY; ROWLAND,
1985; ROWLAND; MORIAN, 1999).

1.2.1. Hormonios facilitadores do apetite ao sodio: a acio da angiotensina II e dos

mineralocorticoides

1.2.1.1. A¢io da angiotensina 11

A ANG II ¢ um hormdnio responsavel pela indugdo de sede e apetite ao s6dio em
animais hipovolémicos. A administragdo intravenosa (iv) de ANG II promove aumento da

ingestdo de NaCl em ratos (FINDLAY; EPSTEIN, 1980) ¢ de NaHCOs; hipertonico em
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ovelhas (WEISINGER et al., 1987) possivelmente devido a uma agdo nos receptores
angiotensinérgicos AT, dos 6rgdos circunventriculares prosencefalicos (ALLEN et al., 1998).
A deplecao de so6dio com furosemida associada a uma dose baixa de captopril, dose esta que
inibe a enzima conversora de angiotensina apenas perifericamente, promove aumento do
aporte de angiotensina I aos 6rgdos circunventriculares onde ela é convertida em ANG II,
resultando em rapida e robusta ingestdo de sodio (FITTS; MASSON, 1989; THUNHORST;
JOHNSON, 1994). A ANG II quando administrada centralmente também promove indugao
do apetite ao sodio em ratos, camundongos, porcos ¢ pombos (FITZSIMONS, 1998).
Portanto, a ANG II proveniente do sangue e do liquor ¢ monitorada pela lamina terminal, que
utiliza vias e sinapses angiotensinérgicas centrais na intercomunicacao entre suas estruturas
(FITZSIMONS, 1998). A integridade das estruturas localizadas na regido preoptica
periventricular anteroventral ao terceiro ventriculo (AV3V), como OVLT e MnPO parece ser
necessaria ao efeito natriorexigénico somente da ANG II: lesdo da AV3V ndo abole ingestio
de sodio promovida pela administracao sistémica de mineralocorticoide (DE LUCA JR. et al.,

1992).

1.2.1.2. Acao dos mineralocorticéides

A desoxicorticosterona (DOCA) ou a aldosterona administrada cronicamente induz
apetite ao so6dio em ratos intactos (RICHTER, 1956; WOLF, 1965). Ambas promovem efeito
duplo em ratos adrenalectomizados: i) doses de reposicdo reduzem a ingestdo de sodio
promovida pela deplecdo cronica de sodio induzida pela adrenalectomia; ii) doses maiores de
mineralocorticoide promovem ingestao de sodio. Estes dois efeitos dos mineralocorticoides,
em ratos adrenalectomizados, determinam uma curva dose-resposta em forma de “U”
(CLARK; CLAUSEN, 1943; RICHTER, 1956; WOLF, 1965; FREGLY; ROWLAND, 1985;
FITZSIMONS, 1998).

A amigdala foi uma das primeiras estruturas telenceféalicas reconhecida como sendo
importante para o controle da ingestao de sodio (COVIAN et al., 1975). Sao atribuidas a
amigdala as fungdes de interpretar sinais internos (ativagdo de visceroceptores e receptores
localizados nos o6rgdos circunventriculares) e externos (como visdo e olfacdo) para
desencadear a resposta adaptativa mais apropriada (JOHNSON; THUNHORST, 1997). Um
de seus nucleos, o ntcleo central, por exemplo, € necessario para a ingestao de sodio, seja

aquela espontinea, seja aquela induzida por mineralocorticéides ou ANG II (SCHULKIN,
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1991a; GALAVERNA et al., 1992; JOHNSON; THUNHORST, 1997). Por sua vez, a regiao
medial da amigdala, onde sdo encontrados receptores para mineralocorticdide (MR), ¢ um
possivel sitio de acdo da aldosterona, pois a lesdo desta area abole o apetite ao sddio
promovido por desoxicorticosterona e aldosterona, mas ndo a ingestdo de soédio induzida por
ANG II (NITABACH et al., 1989; SCHULKIN, 1991a; ZHANG et al., 1993). Os MR estdo
amplamente distribuidos pelo encéfalo, entretanto, devido a auséncia da enzima 11-
desidrogenase de hidroxiesterdide tipo 2 - que evita a ligacdo de glicocorticoides aos MR - na
maior parte do encéfalo, inclusive na amigdala, é possivel que os mineralocorticoides atuem
em receptores localizados em neurdnios circunscritos a poucos nucleos como, por exemplo, o
nucleo do trato solitario, de onde sao enviadas projecdes que se dirigem para a amigdala

(GEERLING; LOEWY, 2006; GEERLING et al., 2006a; GEERLING et al., 2006b).

1.2.1.3. Acdo combinada ou sinérgica entre a angiotensina II e os

mineralocorticoides

A hipoétese do sinergismo explica como dois hormonios responsaveis pela conservagao
de sodio, aldosterona e ANG II, interagem produzindo o apetite ao sodio (EPSTEIN; SAKAI,
1987; JOHNSON; THUNHORST, 1997; WEISINGER et al., 2004). A concentragdo desses
hormonios esta elevada em animais hipovolémicos e o antagonismo da acao de apenas um ou
outro hormoénio reduz, enquanto o duplo antagonismo abole o apetite ao s6dio (SAKAI et al.,
1986). O sinergismo também ¢ evidenciado no teste paradigmatico do sinergismo, o qual ¢
feito pela administragdo conjunta de ANG II e aldosterona (ou DOCA) a ratos hidratados, em
doses incapazes de, individualmente, induzir ingestdo de sddio; por este tipo de teste pode-se
induzir apetite ao sodio também em pombos e babuinos (FLUHARTY; EPSTEIN, 1983;
EPSTEIN; SAKAI 1987; MASSI; EPSTEIN, 1990; SHADE et al., 2002).

O tratamento cronico com mineralocorticoides modifica a acdo da ANG II em areas
encefalicas relacionadas ao controle hidroeletrolitico, seja aumentando o niimero de sitios de
ligagdo, seja aumentando a taxa de disparo neuronal em resposta a infusdo local de ANG II
por iontoforese (WILSON et al., 1986; KING et al., 1988; THORNTON; NICOLAIDIS,
1994). A administragcdo aguda de aldosterona também promove aumento da taxa de disparos,
tanto basais como em resposta a ANG II em neurdnios septo-predpticos, provavelmente

devido a um efeito ndo gendmico do mineralocorticoide (THORNTON; NICOLAIDIS,
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1994). Portanto, os mineralocorticdéides podem atuar centralmente como agentes facilitadores

da ingestao de sodio induzida pela ANG II.

1.3. Especificidade do apetite ao sodio

O apetite ao sédio € caracterizado pela ingestdo especifica de s6dio e é geralmente
testado pelo oferecimento de solugdes hipertonicas de NaCl. Os experimentos pioneiros de
Richter mostraram que adrenalectomia bilateral em ratos, um paradigma de deplecdo cronica
de sddio na auséncia de corticoides, promove aumento da ingestdo diaria de NaCl 0,50 M ou
isotonico, em relagdo a agua, em testes de dupla escolha (RICHTER, 1936; RICHTER, 1956).
Na adrenalectomia, ratos inicialmente preferem solugdes de LiCl em relagdo a outros sais
oferecidos em concentracdes isomolares, aprendendo a evitd-las devido a toxicidade
(NACHMAN, 1963). Maior ingestdo diaria de algumas solu¢des sodicas (cloreto,
bicarbonato, sulfato e citrato) foi observada em ratos adrenalectomizados, em relagdo a
solucdes nao soddicas (LiCl, KCI, CaCl,) oferecidas alternadamente durante 55 dias
(FREGLY, 1958). A deplecdo aguda de sodio promovida por FURO associada a dieta
hipossddica, promove aumento da ingestdo de NaCl hipo- ou hipertonico (WOLF, 1982),
além de preferéncia marcante ao NaCl hipertonico ou isotdnico em relagdo as solugdes de
sacarose, Gatorade® isoténico ou hipertonico e suco de laranja (NOZAKI et al., 2002).
Portanto, o sédio ¢ o nutriente preferido no modelo de deplecdo de sdédio induzida por

diurético.

1.3.1. Acdo individual dos hormonios na preferéncia mineral: ingestao especifica

versus ingestao niao-especifica

Apesar de repetidamente confirmado que o animal depletado de sodio prefere esse ion,
parece haver algumas circunstancias em que essa regra nao se aplica. Por exemplo, a ingestdo
diaria de solucao de KCI ¢ aumentada quando este ¢ o unico sal disponivel para ratos
adrenalectomizados (RICHTER, 1956). Além disso, a resposta bifdsica caracteristica do
tratamento com desoxicorticosterona (RICHTER, 1956; WOLF, 1965) também ¢é observada

quando a unica solu¢do disponivel para ingestdo ¢ de KCl (RICHTER, 1956).
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E pertinente lembrar que a ingestio mineral do animal adrenalectomizado ¢ creditada a
uma agdo central da ANG II (SAKAI; EPSTEIN, 1990; GALAVERNA et al., 1996;
SCHOORLEMMER et al., 2001), e que ¢ atribuida a este hormoénio a ingestdo mineral
especifica ao sodio (AVRITH; FITZSIMONS, 1980). No entanto, esta preferéncia ao sodio
foi verificada apds infusdo central de ANG II, com agua, solucdo de NaCl e KCI oferecidas
simultanecamente em concentracdes isomolares (0,15, 0,30 ou 0,45 M) (AVRITH;
FITZSIMONS, 1980). Tendo sido neste caso adotado o critério de isomolaridade na escolha
da concentracdo de KCI, as solugdes foram testadas em niveis de palatabilidade muito
diferentes, pois as curvas de preferéncia obtidas em testes de unica (BRESLIN et al., 1993) ou
dupla escolha (RICHTER, 1956; TORDOFF, 1994) nao sao idénticas para estes sais.

Administragdo de baixas doses de captopril, aumentando o aporte de ANG II central,
promove ingestdo tanto de solug¢des sodicas como ndo sodicas em testes realizados com
apenas um bebedouro (EVERED; RICHARDSON, 1985). Além disso, conforme mostram
experimentos realizados em nosso laboratorio, os ratos ndo apresentam preferéncia por agua
ou qualquer solucdo mineral palatdvel quando oferecidas simultaneamente em testes de cinco
bebedouros durante a fase inicial de hipovolemia (PEREIRA et al., 2005). Nesta situagdo, a
ingestdo hidromineral pode estar sendo comandada principalmente pela ANG II, pois a
modulagdo gendmica, de longo prazo, pela aldosterona sobre seus sitios-alvo, talvez nao
esteja ainda completamente ativa. Em contraste com a aparente ambigiiidade dos efeitos da
ANG II, o tratamento com DOCA produz ingestdo seletiva de solucdes sodicas (LOCKE;
FIELDING, 1994).

1.3.2. Interacio entre mineralocorticoide e angiotensina II: mecanismo de

producio de ingestiao especifica de sodio?

A capacidade da ANG II induzir sozinha apetite ao s6dio depende da concentragdo e
do tempo total de administracdo do horménio (FITZSIMONS, 1998). Assim, a expressao do
apetite ao s6dio em um animal depletado de sddio estd aparentemente relacionada ao grau de
ativacao neuronal dependente da ANG II e, talvez, da interacdo das agdes do peptideo com as
do mineralocorticdide. A interagdo hormonal, entdo, determinaria a mudanga de preferéncia
para solugdes minerais que ocorre entre a fase inicial e a fase tardia de desidratacdo
extracelular induzida por deplecdo de sodio. Na fase inicial ndo ha preferéncia para o sédio,

sequer na forma de NaCl isotonico, conforme determinado em teste de escolha com cinco
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bebedouros, contendo dois deles solugdes sodicas e os demais contendo solugao de potassio,
solucdao de célcio e agua (PEREIRA et al., 2005). Na fase tardia (minimo de 10 horas) ¢
notoria a preferéncia por solugdo sodica, mesmo se hipertonica (SCHULKIN, 1991a;
WEISINGER et al., 2004). Esse tempo maior parece permitir que a ANG II interaja com o
mineralocorticoide para produzir o apetite ao sodio (FLUHARTY; EPSTEIN, 1983). Entao,
serd que a administracdo dos dois hormdnios promove preferéncia mineral similar a
hipovolemia? Podemos prever que a acdo sinérgica entre a ANG II e o mineralocorticdide em
um animal depletado de sodio produza nao apenas ingestdo de NaCl hipertonico, mas também
aumento seletivo na ingestdo de sédio comparado a outro mineral. Assim sendo, esse

comportamento seletivo poderia ser simulado no teste paradigmatico do sinergismo.

1.4. Objetivo

Verificar o papel da interacdo entre mineralocorticoide e ANG II sobre a

especificidade da ingestdao de sdédio quando solugcdes palataveis sdo oferecidas.

2. Materiais, métodos e resultados

2.1. Animais

Ratos Sprague-Dawley Holtzman, com peso corporal entre 280-310 g, foram
ambientados individualmente em biotério com controle do ciclo claro-escuro ajustado para
12/12 h, temperatura ambiente e umidade entre 23 + 2 °C e 55 £ 10% respectivamente.
Exceto quando descrito o contrario, os ratos tiveram acesso livre para ingestao dois ou cinco
bebedouros de polipropileno, graduados a cada 1,0 ml, com bicos de ago inoxidavel, um
contendo agua deionizada e os demais contendo uma solu¢do mineral, montados na parte
frontal das gaiolas (ver item 2.9.2.1.). Ragdo granulada padrdo para roedores foi oferecida em
um cocho localizado na face esquerda de cada gaiola. O oferecimento do bebedouro contendo
solugdo mineral, em adi¢do ao bebedouro com agua previamente oferecido, ocorreu dois dias
apos a cirurgia e todos os experimentos foram iniciados ao menos trés dias apos os animais
terem sido ambientados com todos os liquidos disponiveis. A disposicdo e o numero de

bebedouros utilizados, assim como as solu¢des oferecidas, variaram para cada experimento
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conforme descrito adiante. Todos os testes foram iniciados entre as 14:00-15:00 h. A ingestao
diaria dos liquidos foi medida entre 10:00 h e 11:00 h; os dados dos dias de ambientagdo e
recuperacdo da cirurgia foram ignorados. Os protocolos experimentais seguiram as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foram
aprovados pelo Comité de Etica para uso e cuidado de animais da Faculdade de Odontologia

UNESP, Araraquara.

2.2. Solucdes minerais: tipos de sal e nimero de bebedouros utilizados

Muitos testes de especificidade ao NaCl em relagdo a outros minerais ndo levam em
consideragdao a palatabilidade das solugdes oferecidas aos animais, muitas vezes utilizando
solugdes isomolares ou confrontando sais em diferentes concentragdes, porém em diferentes
graus de palatabilidade (RICHTER, 1956; NACHMAN, 1963; SCHULKIN, 1991a). Nestas
condi¢des, o grau de palatabilidade para cada solugdo pode estar em niveis muito diferentes.
Por exemplo, uma solugdo 0,30 M ¢ duas vezes mais concentrada do que a palatavel para o
NaCl (0,15 M) e trinta vezes mais concentrada do que a palatavel para o KC1 (0,01 M), o que
pode determinar um indice de rejeicdo maior para solugdes de potdssio nessa concentracao
(TORDOFF, 1994). Assim como a curva de preferéncia para solu¢des de NaCl segue o
padrao de “U-invertido” com pico de preferéncia na concentragdao de 0,15 M para ratos
(RICHTER, 1956; FREGLY; ROWLAND, 1986; BRESLIN et al.,, 1993), outros sais
(principalmente compostos por cations monovalentes e bivalentes) também seguem este
mesmo padrio, variando entre si a concentracao palatavel (TORDOFF, 1994). Assim, ao se
escolher as solugdes minerais a serem utilizadas em testes de preferéncia mineral, deveria ser
levado em consideragdo a palatabilidade, e ndo simplesmente utilizar solugdes isomolares
(TORDOFF, 1994).

Uma outra possivel dificuldade para se interpretar os resultados dos testes de
preferéncia de solugdes minerais seria o nimero de bebedouros oferecidos. A disponibilidade
parece ser um fator importante para a ingestao mineral, pois o grau de preferéncia do NaCl em
relacdo a 4dgua, em camundongos, parece ser influenciada pelo nimero de bebedouros que
contém a solucdo (TORDOFF; BACHMANOYV, 2003). Além de influenciar a preferéncia em
relacdo a agua, o nuimero de bebedouros pode estar a associado também a conclusdes
diferentes sobre o tipo de mineral que o animal prefere. Por exemplo, animais com

desidratagdo celular ingerem quantidades parecidas de agua e NaCl isotonico em testes de
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dupla escolha (PEREIRA et al., 2002), mas mostram nitida preferéncia por solu¢ao de KCl
0,01 M, sem alterar o volume total ingerido, em teste com cinco bebedouros (PEREIRA et al.,
2005).

Considerando entdo que o numero de bebedouros pode influenciar a preferéncia
mineral, foram realizados experimentos com dois bebedouros (teste de dois bebedouros), um
contendo agua e outro contendo solucdo mineral palatdvel, e experimentos com cinco
bebedouros (teste de cinco bebedouros), um contendo agua e os demais contendo solugdes
minerais palataveis. As solu¢des minerais palataveis utilizadas foram KCI 0,01 M, CaCl, 0,05
mM, NaHCO; 0,15 M e NaCl 0,15 M, cada uma delas na concentragcdo de maior preferéncia,
determinadas em trabalhos anteriores (RICHTER, 1956; BRESLIN et al., 1993; TORDOFF,
1994) ou em testes piloto realizados em nosso laboratorio para o0 NaHCO;. A solugdo aversiva
utilizada foi NaCl 0,50 M. Os liquidos foram oferecidos em um bebedouro contendo agua
deionizada e outro bebedouro contendo solugdo de KCl, NaHCO; ou NaCl (testes de dupla-
escolha), ou em um bebedouro contendo agua e outros quatro bebedouros contendo, em cada
um, uma solucdo palatavel, para testar a preferéncia mineral quando multiplas solucdes sao
oferecidas simultaneamente (testes de cinco bebedouros). A escolha dos minerais estd baseada
em resultados da literatura. A solu¢do de bicarbonato de sodio ¢ ingerida em grande
quantidade por ratos depletados de sodio (ROWLAND; COLBERT, 2003) e ratos repletos ou
deficientes de potassio ou sddio apresentam ingestdo de cloreto de potassio (RICHTER, 1956;
TORDOFF, 1994; PEREIRA et al., 2005). Ingestdo de cloreto de calcio foi observada apos
injecdo subcutanea polietilenoglicol, que causa hipovolemia/seqiiestro de ions do liquido
extracelular (TORDOFF, 1997). Todas as solucdes foram preparadas a partir do sal

(Labsynth) dissolvido em 4dgua deionizada.

2.3. Cirurgia para implante de canulas-guia

Os animais utilizados foram anestesiados com cetamina (Agener, 80 mg/kg peso
corporal) combinada com xilazina (Agener, 7 mg/kg peso corporal) e posicionados em um
aparelho estereotaxico (Kopf). O cranio foi nivelado entre o bregma e o lambda. Canulas-guia
de aco inoxidavel (10 X 0,7 mm) foram implantadas unilateralmente no ventriculo lateral
esquerdo (VL). Foram utilizadas as seguintes coordenadas: 0,3 mm caudal ao bregma, 1,6 mm
lateral a linha média e 3,9 mm abaixo da superficie cranial. As canulas-guia foram fixadas ao

cranio usando resina acrilica odontolégica e parafusos. Exceto durante as injegdes, um
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mandril de metal foi utilizado para o preenchimento e fechamento da extremidade externa das

canulas-guia.

2.4. Drogas

As drogas utilizadas foram: furosemida (FURO PM = 330,8, 10 mg, Aldrich),
dissolvida em veiculo alcalino (VEICULO); acetato de desoxicorticosterona (DOCA, PM =
372,5, 2,5 mg, Sigma), dissolvida em veiculo 6leo de girassol (OLEO); angiotensina Il (ANG
II, PM = 1.046,2, 50 ng, Sigma), dissolvida em veiculo salina isotonica estéril (SAL). A dose
de ANG II estd dentro da faixa considerada dipsogénica em experimentos prévios

(FLUHARTY; EPSTEIN, 1983; FITZSIMONS, 1998).

2.5. Técnicas de injecao

Uma tnica injegdo subcutinea (sc) de DOCA ou OLEO, em volume total de 1,0 ml,
foi feita entre 10:00 h e 11:00 h durante 3 dias consecutivos. FURO ou VEICULO foram
injetados sc uma Unica vez num volume de 1 ml para cada rato em cada experimento. Um
pulso de injec¢do intracerebroventricular (icv) foi feito apds o animal ter sido gentilmente
removido de sua gaiola, substituido o mandril por uma injetora 2,0 mm mais longa do que a
canula-guia acoplada a uma seringa Hamilton de 10 ul por um tubo PE-10. ANG II ou SAL
foi injetada num volume total de 1,0 pl durante 30 s. Apods a inje¢do central a injetora foi
removida e a reposicdo do mandril em cada canula-guia foi feita. Imediatamente apos a
administracao das drogas relativas a cada protocolo experimental, cada rato foi recolocado

gentilmente em sua respectiva gaiola individual.

2.6. Protocolos de induciio do apetite ao sodio

2.6.1. Deplecao de sodio por diurético (furosemida)
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Animais intactos foram ambientados em gaiolas individuais com rag¢ao, um bebedouro
de polipropileno (graduado em 1,0 ml) contendo agua deionizada e outro contendo uma
solugdo mineral palativel de NaCl, NaHCO; ou KCI (teste de dois bebedouros) ou um
bebedouro contendo dgua deionizada e outros quatro contendo, em cada um, uma solucao
mineral palatavel de NaCl, NaHCOs3, CaCl, e KCl (teste de multipla escolha), disponiveis ad
libitum exceto quando descrito o contrario. Cinco ou sete dias ap6s o periodo de ambientagao,
os grupos de animais foram divididos em dois: metade recebeu inje¢do sc de FURO (10 mg/1
ml), metade recebeu injegdo sc de VEICULO (1 ml). Apds o tratamento, os animais
retornaram as suas gaiolas, previamente lavadas para a remoc¢ao de residuos de so6dio. Durante
vinte e quatro horas, os animais tiveram disponiveis dgua deionizada e fuba (alimento pobre
em s0dio). Apos este periodo, o fubd foi removido da gaiola e foram oferecidos dois ou cinco
bebedouros de vidro (graduagdo de 0,1 ml), com bico de aco inoxidavel, contendo os mesmos
liquidos do periodo de ambienta¢do, montados na parte frontal da gaiola. A ingestdo dos
liquidos foi medida até os 120 minutos apds o inicio dos testes. Nao houve inversao dos
grupos experimentais para minimizar as diferencas em relagdo ao teste paradigmatico do

sinergismo, descrito a seguir.

2.6.2. Teste paradigmatico do sinergismo

Ap6s o implante de canula-guia no VL, os ratos foram alojados em gaiolas individuais
com agua e ragdo durante dois dias. Apds este periodo, os animais foram ambientados com
racdo, um bebedouro de polipropileno (graduado em 1,0 ml) contendo agua deionizada e
outro contendo uma solu¢ao mineral de NaCl (0,15 M ou 0,50 M), NaHCO; 0,15 M ou KC1
0,01 M (teste de dois bebedouros) ou um contendo dgua deionizada e outros quatro contendo,
cada um, uma solug¢do mineral palatdvel de NaCl, NaHCO;, CaCl, e KCI (teste de cinco
bebedouros). Pelo menos trés dias apos o periodo de ambientacdo, os grupos de animais
foram divididos em dois: uma metade foi tratada com DOCA (2,5 mg/1 ml) sc e a outra com
OLEO (1 ml) sc. As inje¢des foram repetidas por mais duas vezes, uma vez ao dia. Quatro
horas apos a terceira injegdo de DOCA ou OLEO, a racio foi removida da gaiola e os animais
receberam uma inje¢do icv de ANG II (50 ng/1 pl) ou SAL, perfazendo quatro diferentes
tratamentos (DOCA/ANG II, DOCA/SAL, OLEO/ANG II, OLEO/SAL) e, ao todo, 20 grupos
experimentais. Imediatamente apds a inje¢dao central, os animais foram gentilmente

recolocados em suas respectivas gaiolas. Bebedouros de vidro (graduacao de 0,1 ml) com bico
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de aco inoxidavel, contendo os mesmos liquidos do periodo de ambientacao, foram montados
na parte frontal da gaiola. A ingestao dos liquidos foi medida até 60 ou 120 minutos apos o
inicio dos testes, dependendo do experimento. Nao houve inversdo de grupos para evitar um

possivel efeito residual do tratamento com mineralocorticdide sobre a ingestao mineral.

2.7. Analise histolégica

Ao final dos experimentos nos quais foram realizadas inje¢des centrais, os animais
foram profundamente anestesiados com tiopental sédico (70 mg/kg peso corporal, Cristalia) e
perfundidos com formalina (10%) injetada através do ventriculo cardiaco esquerdo. Apos a
fixacdo em formalina, os encéfalos foram cortados em um micrétomo de congelamento.
Secdes transversais (50 um) foram analisadas em microscopio Optico para confirmar o
posicionamento da canula-guia e da microinjecdo no interior do VL. Apenas os dados dos
ratos com confirmagdo histologica de que a injecdo ocorreu dentro do VL (ver Figura I)
foram utilizados para analise dos resultados, de acordo com a literatura especifica

(PAXINOS; WATSON, 1986).

Bregma: - 0,4 mm

Figura 1. Esquerda: representagdo esquematica de um corte coronal 0,4 mm caudal ao bregma do rato, a mais
proxima do sitio de injegdo observado nos grupos experimentais. Direita: fotomicrografia de um corte
histologico do cérebro de um animal representativo dos grupos estudados, indicando (seta vertical) o sitio de
inje¢do no ventriculo lateral esquerdo (VL). A comissura anterior esta contornada pela linha pontilhada.
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2.8. Analise estatistica

Os dados foram descritos como média + erro padrao da média. ANOVA de dois
fatores com medidas repetidas foi utilizada para comparar a ingestdo de liquidos durante todo
o teste (fator tempo e liquido), para comparar a ingestdo diaria de diferentes liquidos (fator dia
e liquido), para comparar a preferéncia pela posi¢do do bebedouro durante os dias (fator dia e
bebedouro), para comparar a ingestao de um determinado liquido em fun¢do do tempo entre
diferentes tratamentos (fator tempo e tratamento), para comparar a ingestao total de liquidos
em funcdo do tempo entre diferentes tratamentos (fator tempo e tratamento) ou para comparar
a ingestao de diferentes liquidos em funcdo do tempo num mesmo tratamento (fator tempo e
liquido). Quando verificada diferenga estatistica pela ANOVA, o teste Student-Newman-
Keuls (post hoc) foi aplicado. O nivel de significancia considerado foi o de P < 0,05 para

todos os testes.

2.9. Experimentos e Resultados

2.9.1. EXPERIMENTO 1: Seletividade da ingestio mineral na fase tardia da
deplecio de sédio quando solucdes palataveis estio disponiveis (teste de dois

bebedouros)

= Protocolo experimental:

O apetite ao sodio promove ingestdo especifica ao sédio, vastamente demonstrado
utilizando solugdes de outros sais isomolares a solucdo de NaCl, muitas vezes hipertonica
(aversiva ao rato). Sera que ratos depletados de sddio apresentam ingestdo especifica ao sodio
mesmo quando solugdes palatdveis sdo testadas?

Para testar a preferéncia mineral na fase tardia da deplec¢do de sddio, trinta e seis ratos
foram ambientados com ragdo e dois bebedouros de polipropileno, um deles contendo agua
deionizada e o outro uma solugao palatavel (NaCl 0,15 M, NaHCO; 0,15 M ou KCI 0,01 M)
ad libitum, respectivamente da direita para a esquerda do rato em posicao de beber, resultando
trés grupos de doze ratos. Cinco dias apds o periodo de ambientagdo, cada grupo foi subdivido

em dois (seis ratos por grupo), € os animais foram tratados com FURO (10 mg/1 ml) sc ou
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VEICULO (1 ml) sc. Apos os tratamentos, os animais retornaram as gaiolas lavadas e tiveram
disponiveis apenas agua deionizada e fuba. Vinte e quatro horas ap6s os tratamentos, o fuba
foi removido das gaiolas e dois bebedouros de vidro graduados em 0,1 ml com bico de ago
inoxidavel, contendo os mesmos liquidos do periodo de ambientagdo, foram oferecidos aos

ratos. As ingestdoes foram medidas aos 15, 30, 60 e 120 minutos.

= Resultados:

a) NaCl 0,15 M e agua:

A ingestdo de NaCl 0,15 M foi maior no grupo FURO (25,0 + 2,6 ml/120 min.; n = 6)
em relagdo ao grupo VEICULO (10,9 + 2,6 ml/120 min.; n = 6) a partir dos 30 minutos de
experimento [F(3,30) = 6,2, P <0,05] (ver Figura 2, acima).

Nao houve diferenca na ingestdo de agua entre os tratamentos FURO (0,4 + 0,1
ml/120 min.; n = 6) ¢ VEICULO (0,2 + 0,0 ml/120 min.; n = 6) [F(3,30) = 1,4, P > 0,05] (ver
Figura 2, abaixo).

b) NaHCO; 0,15 M e agua:

A ingestdo de NaHCO; 0,15 M foi maior no grupo tratado com FURO (20,0 + 3,2
ml/120 min.; n = 6) em relagdo ao grupo tratado com VEICULO (3,2 + 1,0 ml/120 min.; n =
6) durante todo o experimento [F(3,30) = 6,2, P <0,05] (ver Figura 3, acima).

Nao houve diferenca na ingestdo de agua entre os tratamentos FURO (0,1 + 0,1
ml/120 min.; n = 6) e VEICULO (0,2 £ 0,2 ml/120 min.; n = 6) [F(3,30) = 0,0, P > 0,05] (ver
Figura 3, abaixo).

¢) KC10,01 M e agua:

A ingestdo de KCI 0,01 M nao foi diferente entre os tratamentos FURO (0,9 £+ 0,5
ml/120 min.; n = 6) e VEICULO (0,3 + 0,2 ml/120 min.; n = 6) durante todo o experimento
[F(3,30)=1,5, P> 0,05] (ver Figura 4, acima).

Também ndo houve diferenca na ingestdo de dgua entre os tratamentos FURO (1,3 +
0,5 ml/120 min.; n = 6) e VEICULO (0,3 + 0,1 ml/120 min.; n = 6) [F(3,30) = 0,6, P > 0,05]

(ver Figura 4, abaixo).
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d) Comparacio entre todas as solu¢oes minerais e agua:

Ambos os tratamentos promoveram aumento da ingestdo das solugdes de NaCl
[FURO: F(1,5) = 170,8; VEICULO: F(1,5) = 13,8, P < 0,05] ¢ NaHCOs 0,15 M [FURO:
F(1,5) = 73,6; VEICULO: F(1,5) = 7,0, P < 0,05] em relagdo a agua, porém ndo houve
diferenca entre a ingestdo de KCI 0,01 M e agua independentemente do tratamento [FURO:
F(1,5)=1,9; VEICULO: F(1,5)= 0,4, P < 0,05] (ver Figura 5 A).

No grupo FURO, a ingestdo de NaCl 0,15 M foi maior do que as outras solugdes ¢ a
ingestdo de NaHCO3 0,15 M foi maior do que a de KC1 0,01 M [F(2,15) = 59,4 P <0,05]. No
grupo VEICULO, a ingestdo de NaCl 0,15 M foi maior do que as outras solu¢des; nio houve
diferenca entre a ingestdo de NaHCO; 0,15 M e a de KC1 0,01 M [F(2,15)=8,3 P <0,05]. A
ingestdo de agua foi semelhante entre todos os grupos em ambos os tratamentos [FURO:
F(2,15)=3.,4; VEICULO: F(2,15)=0,1, P < 0,05] (ver Figura 5 A).

A ingestdo total (ingestdo de dgua + solucdo palatdvel) foi maior no grupo que tinha
NaCl disponivel em ambos os tratamentos; a ingestdo total do grupo que tinha NaHCOs;
disponivel foi maior em relagdo ao grupo com KCI apenas no tratamento FURO [FURO:

F(2,15) = 53,5; VEICULO: F(2,15) = 8,3, P < 0,05] (ver Figura 5 B).
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Figura 2. Ingestdo de NaCl 0,15 M (acima) e dgua (abaixo) vinte e quatro horas apos injegéo (sc) de 10 mg de
FURO ou VEICULO alcalino, em teste de dupla escolha. ‘Diferente de VEICULO.
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Figura 3. Ingestdo de NaHCO; 0,15 M (acima) e dgua (abaixo) vinte e quatro horas apds injecdo (sc) de 10 mg
de FURO ou VEICULO alcalino, em teste de dupla escolha. “Diferente de VEICULO.
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Figura 4. Ingestdo de KCI 0,01 M (acima) e 4gua (abaixo) vinte e quatro horas apos inje¢do (sc) de 10 mg de
FURO ou VEICULO alcalino, em teste de dupla escolha. "Diferente de VEICULO.
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Figura 5. Ingestdo de solugdes minerais palataveis vs. agua (A) ou ingestdo total (solu¢do + agua, B) em testes
de dupla escolha, vinte e quatro horas apés injecio (sc) de 10 mg de FURO (esquerda) ou VEICULO alcalino
(direita). *Diferente da ingestdo de 4gua no mesmo grupo; 'diferente da ingestdo das outras solugdes; “diferente
da ingestdo de KCI; "*diferente da ingestdo total dos demais grupos; “diferente de KCI + 4gua.
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2.9.2. EXPERIMENTO 2: Seletividade da ingestio mineral na fase tardia da
deplecio de sodio quando multiplas solucées palataveis estao disponiveis (teste de

cinco bebedouros)

2.9.2.1. Ingestao didria de solucdes palataveis

* Protocolo experimental:

Para verificar se existe preferéncia por solu¢des minerais palatdveis quando ratos
normohidratados tém a possibilidade de escolha, onze ratos foram ambientados com agua
deionizada e solugdes minerais de KC1 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M ¢ NaCl 0,15
M (cinco bebedouros), posicionados nesta ordem durante todo o periodo experimental (grupo
FIXA), da direita para a esquerda em relagdo ao rato em posi¢ao de beber (ver Figura 6). Sete
dias apo6s o periodo de ambientagdo, cinco ratos foram tratados com FURO e seis ratos
receberam inje¢io de VEICULO. Foi medido diariamente o volume ingerido para cada
liquido dos ratos pertencentes ao grupo FURO/FIXA (n =5).

Como todas as solucdes testadas simultaneamente sdo palatdveis, uma possivel
preferéncia por lugar na gaiola poderia ser confundida como preferéncia por solugdo. Para
verificar se, em nossas condi¢des experimentais, a ingestdo mineral sofre influéncia da
posicdo dos bebedouros, doze ratos foram ambientados com agua deionizada e solugdes
minerais de KCl 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M e NaCl 0,15 M (cinco
bebedouros), alternados aleatoriamente uma vez ao dia durante todo o periodo experimental
(grupo ALTERNADA). Sete dias apos o periodo de ambientagdo, seis ratos foram tratados
com furosemida e seis ratos receberam injecdo de VEICULO. Foi medido diariamente o
volume ingerido para cada liquido dos ratos pertencentes ao grupo VEICULO/ALTERNADA
(n=06).

ApoOs os tratamentos, todos os animais retornaram as suas respectivas gaiolas,
previamente lavadas para a remoc¢do de vestigios de sodio. A ragdo foi substituida por
alimento hipossddico (fubd) e as solugdes foram substituidas por cinco bebedouros contendo
agua. Os animais permaneceram nestas condi¢cdes por 24 horas. Apos este periodo, foi

iniciado o teste de preferéncia mineral em todos os ratos (descrito no item 2.9.2.2).
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Figura 6. Desenho representativo do posicionamento dos bebedouros na gaiola. As posigoes 1 a 5 foram
ocupadas respectivamente por bebedouros contendo agua deionizada, KC1 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO;
0,15 M e NaCl 0,15 M, nesta ordem, da direita para a esquerda do rato em posi¢do de beber, nos testes de cinco
bebedouros com posicionamento fixo (grupo FIXA). A posi¢do que cada bebedouro ocupou foi modificada
diariamente nos testes de cinco bebedouros com posicionamento aleatério (grupo ALTERNADA), comum a
todos os ratos do grupo. O cocho contendo ragdo ficou localizado durante todos os experimentos na face
esquerda da gaiola em relagdo ao rato.

= Resultados:

A ingestao diaria no grupo ALTERNADA (n = 6) foi significantemente maior para o
NaHCO;j;, em relagdo as outras solugdes minerais, apenas no dia 2 e para o CaCl,, em relacdo
a agua, apenas no dia 5 [F(24,120) = 2,2, P < 0,05] (ver Figura 7, acima); nao foi observada
uma preferéncia nitida e duradoura por qualquer liquido durante o periodo experimental. A
analise para o mesmo grupo de ratos, quando considerada a ingestdo em relacdo a posi¢cao
independentemente do liquido, mostrou preferéncia pela posi¢cdo 4 em relacdo as posicdes 1, 2
e 5 no dia 2 e para a posi¢do 2 em relagdo a posicdo 5 no dia 5 [F(24,120) = 2,2, P < 0,05]
(ver Figura 7, abaixo); porém, estas diferencas apenas coincidem com as diferencas entre
liquidos (ver Figura 7, acima), ou seja, ndo caracterizam uma preferéncia especifica por
qualquer posi¢do durante todo periodo de leituras.

No grupo FIXA também nido foi verificada preferéncia por qualquer liquido/posi¢ao

durante os sete dias de leituras [F(24,96) = 1,1, P> 0,05] (ver Figura §8).
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Figura 7. Ingestdo diaria de agua, KC1 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M e NaCl 0,15 M durante 7 dias
em ratos normohidradatos (acima) e ingestdo didria relativa a posicao (1 ao 5), independente do liquido presente,
no mesmo grupo de ratos normohidratados (abaixo). A posicao relativa de cada bebedouro durante os 7 dias de
disponibilidade de solugdes minerais foi alternada aleatoriamente uma vez ao dia. *Diferente das demais
solugdes; **diferente da 4gua; 'diferente dos bebedouros 1, 2 e 5; " diferente do bebedouro 5.
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Figura 8. Ingestdo diaria de agua, KCl 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M e NaCl 0,15 M durante 7 dias
em ratos normohidratados. A posi¢do dos bebedouros durante os 7 dias de disponibilidade de solugdes minerais
foi mantida fixa.
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2.9.2.2. Teste de preferéncia mineral com oferecimento simultineo de multiplas

solucdes palataveis apos deplecao de sodio

= Protocolo experimental:

A desidratagdo intracelular promovida pela hiperosmolaridade em ratos induz ingestao
de KCI quando outras solu¢des minerais estdo disponiveis (cinco bebedouros) e de NaCl
isotonico em testes de dupla escolha, quando esta ¢ a tnica solugdo mineral disponivel, em
adicao a agua (PEREIRA et al.,, 2002; PEREIRA et al.,, 2005). Sabendo que os ratos
normovolémicos nao preferem nenhuma das solugdes, serd que a ingestdo mineral na fase
tardia da deplecdo de sodio ¢ especifica ao s6dio em testes com cinco bebedouros, como
ocorreu em testes com dois bebedouros (Experimento 1)? A disposicao das solucdes na gaiola
influencia o padrao de ingestdo mineral induzido pela deple¢do de sddio?

Para verificar a preferéncia mineral na fase tardia da deplecdo de sodio, foram
oferecidos aos mesmos animais depletados de sodio e controles (ver item 2.9.1.1.) cinco
bebedouros de vidro graduados em 0,1 ml com bico de ago inoxidavel contendo, em cada um,
agua deionizada ou uma das solugdes palataveis, imediatamente apds a remocao da racdo e
dos bebedouros de polipropileno. Os bebedouros de vidro foram montados na gaiola seguindo
a mesma ordem adotada durante todo o periodo de ambientagao para o grupo FIXA. A ordem
dos bebedouros oferecidos ao grupo ALTERNADA foi modificada aleatoriamente uma vez
ao dia e comum a todos os ratos, procedimento adotado durante os sete dias de leituras
diarias. As ingestdes foram medidas aos 15, 30, 60 ¢ 120 minutos. Nao houve inversdo do
esquema de posicionamento entre os dois grupos para evitar que o incremento da ingestao de
sodio, que normalmente ocorre apds varias deplecdes de sodio, pudesse ter influéncia sobre os

resultados.

=  Resultados:

A deple¢do de so6dio promoveu grande ingestdo de sodio independente da disposi¢do
dos bebedouros adotada. O grupo FIXA/FURO apresentou maior ingestio de ambas as
solucdes sodicas (NaCl: 22,2 + 4,5 ml/120 min.; NaHCOs: 8,8 + 2,2 ml/120 min.) em relagao
as solucdes ndo sodicas (CaCly: 0,2 = 0,0 ml/120 min.; KCI: 0,3 £ 0,2 ml/120 min.) e 4gua
(0,1 £ 0,0 ml/120 min.) a partir dos 30 minutos de experimento; a ingestdo de NaCl 0,15 M
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foi maior do que ingestdo de NaHCO; 0,15 M durante a tltima hora do experimento [F(12,48)
=12,5, P <0,05] (ver Figura 9, acima). A ingestao de NaCl 0,15 M (16,3 = 4,9 ml/120 min.)
e NaHCO3 0,15 M (11,8 + 4,5 ml/120 min.) apresentada pelo grupo ALTERNADA/FURO foi
maior do que a ingestdo dos demais liquidos (CaCl, 0,05 mM e agua: 0,3 £ 4,1 ml/120 min.;
KC10,01 M: 0,1 0,1 ml/120 min.) [F(12,60) = 2,3, P <0,05] (ver Figura 10, acima).

De um modo geral, os grupos controles apresentaram uma leve inducao da ingestao de
sodio em relagdo as solucdes ndo sodicas e agua. O grupo FIXA/VEICULO apresentou maior
ingestao de NaCl 0,15 M (6,4 + 2,7 ml/120 min.) em relacdo aos demais liquidos disponiveis
(NaHCO; 0,15 M, KCI 0,01 M e agua: 0,2 = 0,1 ml/120 min.; CaCl, 0,05 mM: 0,1 + 0,0
ml/120 min.) [F(12,60) = 4,6, P < 0,05] (ver Figura 9, abaixo). A ingestao de NaCl 0,15 M
(3,6 = 1,6 ml/120 min.) no grupo ALTERNADA/VEICULO foi maior do que a ingestdo de
KCI1 0,01 M, CaCl, 0,05 mM e agua (0,1 £ 0,0 ml/120 min.), exceto para a ingestdo de
NaHCO; 0,15 M (2,2 + 0,8 ml/120 min.) [F(4,20) = 4,2, P < 0,05] (ver Figura 10, abaixo).

Nao houve diferenga entre os grupos ALTERNADA/FURO e FIXA/FURO para
nenhum dos liquidos oferecidos [agua: F(1,9) = 2,8; KCI: F(1,9) = 1,5; CaCly: F(1,9) = 0,5;
NaHCOs: F(1,9) = 0,3; NaCl: F(1,9) = 0,3; P> 0,05]. Com exce¢ao ao bicarbonato de sodio,
ndo houve diferenca entre os grupos ALTERNADA/VEICULO e FIXA/VEICULO para os
demais liquidos oferecidos [agua: F(1,10) = 0,3, P > 0,05; KCI: F(1,10) = 0,0, P > 0,05;
CaCly: F(1,10) = 1,2, P > 0,05; NaHCOs: F(1,10) = 5,3, P < 0,05; NaCl: F(1,10) = 0,4, P >
0,05].
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Figura 9. Ingestdo de soluc¢des palataveis vinte e quatro horas apos injecdo (sc) de 10 mg de FURO (acima) ou
VEICULO alcalino (abaixo), em teste de cinco bebedouros. Os niimeros de 1 a 5 representam a disposigdo dos
bebedouros em relacdo ao lado direito (D) e esquerdo (E) do rato em posi¢do de beber (ver figura 6). Os
simbolos representam a posi¢do das solugdes durante o experimento, que foi similar ao periodo de ambientacao.
"Diferente de d4gua e solucdes nio sédicas; *diferente dos demais liquidos.
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Figura 10. Ingestdo de multiplas solugdes palativeis vinte e quatro horas apos injec¢do (sc) de 10 mg de FURO
(acima) ou VEICULO alcalino (abaixo), em teste de cinco bebedouros. Os numeros de 1 a 5 representam a
disposi¢ao dos bebedouros em relag@o ao lado direito (D) e esquerdo (E) do rato em posic¢ao de beber (ver figura
6). Os simbolos representam a posicdo das solu¢des durante o experimento, escolhida aleatoriamente. ‘Diferente
de 4gua e solugdes nao soddicas.
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2.9.3. EXPERIMENTO 3: Efeito da palatabilidade sobre a seletividade da

ingestdo mineral promovida pelo tratamento com mineralocorticoide

2.9.3.1. Influéncia da concentracdo da solucdo sobre a inducdo da ingestio de

NaCl promovida por mineralocorticoide

= Protocolo experimental

Um dos requisitos para a indugdo do apetite ao sdédio no paradigma do sinergismo
mineralocorticoide/ANG 11 ¢ a utilizacdo de ambos os hormdnios em doses incapazes de
induzirem, sozinhos, ingestdo de sédio (FLUHARTY; EPSTEIN, 1983). No entanto, a
concentragdo de NaCl utilizada nos primeiros testes de sinergismo (0,50 M) ¢ aversiva ao rato
(RICHTER, 1956; FLUHARTY; EPSTEIN, 1983). Sera que o tratamento com
mineralocorticoide, numa dose insuficiente para a indugdo da ingestao de NaCl hipertonico
(concentracdo aversiva), seria capaz de induzir a ingestdo de NaCl isotdnico (concentragdo
palatavel)?

Para verificar se o tratamento com DOCA promove algum efeito sobre a ingestio
diaria de NaCl, aversivo ou palatavel, um grupo de ratos (n = 6) foi ambientado com dois
bebedouros, um deles contendo agua e o outro NaCl 0,50 M, respectivamente da direita para a
esquerda do rato em posicao de beber, enquanto outro grupo (n = 6) foi ambientado com agua
e NaCl 0,15 M. Apo6s o periodo de ambientagdo, a ingestdo didria dos liquidos foi medida

durante 9 dias. Cada grupo recebeu uma injecao sc de DOCA (2,5 mg) no 4°, 5° e 6° dia.

=  Resultados

As injecdes de DOCA ndo promoveram aumento na ingestdo didria de dgua nem de
NaCl 0,50 M, sendo a ingestdo didria de 4gua maior do que a de NaCl 0,50 M durante todos
os dias [F(1,5) = 149,0, P < 0,05] (ver Figura 11).

A ingestdo diaria de dgua foi maior do que a de NaCl 0,15 M nos trés primeiros dias
de leitura (anterior ao inicio do tratamento com DOCA) e nos trés ultimos dias de leitura
(apds o final do periodo de tratamento com DOCA). Entretanto, o tratamento com DOCA
gradualmente aumentou a ingestdo de NaCl 0,15 M ao mesmo tempo em que foi diminuida a

ingestao de agua [F(8,40) =47, P <0,05] (ver Figura 12).



44

DOCA

()]
o
)

| (n=6)
—~ 40 -
E .
1
:E 30 -
() -
8 204 ©® Agua *
k] B NaCl0,50 M
o -
c
= 10 -
0 | ) | ] | | ) ) -
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias

Figura 11. Efeito do tratamento com DOCA 2,5 mg (1 ml) sc durante 3 dias (area hachurada) sobre a ingestao
de NaCl hipertonico 0,50 M e agua. *Diferente durante todos os dias de leituras.
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Figura 12. Efeito do tratamento com DOCA 2,5 mg (1 ml) sc por 3 dias (area hachurada) sobre a ingestdo de
NaCl 0,15 M e agua. *Significativamente diferente de dgua; "Diferente da ingestio de NaCl dos dias 1, 8 € 9;
"Diferente da ingestdo de NaCl dos dias 1-4 e 7-9; ‘Diferente da ingestdo de dgua dos dias 7-9.
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2.9.3.2. Teste da seletividade ao sodio promovida pelo tratamento com DOCA

* Protocolo experimental

Como os presentes resultados sugerem que a palatabilidade da solugdo pode
influenciar a ingestdo de NaCl induzida por DOCA (ver item 2.9.3.1.), sera que esta ingestao
mineral € especifica ao s6dio?

Para testar a especificidade da ingestdo mineral promovida pela DOCA, dois grupos
de ratos foram ambientados com NaHCOs 0,15 M (sal sédico sem CI') em um grupo (n = 6)
ou KCI1 0,01 M (sal ndo s6dico com CI') no outro grupo (n = 8).

Apo6s o periodo de ambientagdo, a ingestdao dos liquidos foi medida durante 9 dias.

Cada grupo recebeu uma injecao sc de DOCA (2,5 mg) no 4°, 5° e 6° dia.

= Resultados

A ingestdo de NaHCOj; palatavel foi similar a de dgua durante todos os dias. Nao
houve alteracdo na ingestdo didria de adgua que acompanhou o bicarbonato de sodio. A
ingestao de NaHCOs, apo6s as trés injecdes de DOCA, foi maior apenas em relagdo aos dois
ultimos dias do periodo de leitura (8° e 9° dias), apesar da tendéncia ao aumento em relagao
aos dias de pré-tratamento. Nao houve alteracdo na ingestdo didria de 4gua que acompanhou o
bicarbonato de sodio [F(8,40) =2,6 P <0,05] (ver Figura 13).

Nao houve alteragdo na ingestdo didria de KCI palatavel nem de agua que
acompanhou esta solucdo; a ingestao de KCI 0,01 M foi semelhante a ingestdo de agua

durante todos os dias [F(8,56) = 2,0, P <0,05] (ver Figura 14).
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Figura 13. Efeito do tratamento com DOCA 2,5 mg (1 ml) sc por 3 dias (area hachurada) sobre a ingestdo de
NaHCO; 0,15 M e 4gua. *Menor do que a ingestio de NaHCOj; do dia 4; ‘menor do que a ingestio de NaHCO;
dos dias 4-6.
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Figura 14. Efeito do tratamento com DOCA 2,5 mg (1 ml) sc por 3 dias (area hachurada) sobre a ingestdo de
KC10,01 M e agua.
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2.9.4. EXPERIMENTO 4: Ingestao de NaCl hipertonico/aversivo induzida pelo

sinergismo (experimento confirmatorio)

= Protocolo experimental

O tratamento com DOCA utilizado ndo promoveu aumento da ingestdo de NaCl
aversivo (ver Figura 11). Serd que a combinacdo entre o tratamento com mineralocorticoide e
a ANG II (dose baixa) promove ingestdo de NaCl hipertonico, conforme o paradigma do
sinergismo?

Para verificar se as doses de DOCA (2,5 mg X 3 dias) e ANG II (50 ng) quando
combinadas, nas condi¢des experimentais do nosso laboratorio, sdo capazes de induzir apetite
ao sodio como proposto na literatura, foi realizado o experimento confirmatério descrito a
seguir. Vinte e cinco ratos foram ambientados com dois bebedouros, montados na parte
frontal da gaiola, um contendo agua deionizada e o outro contendo solucao de NaCl 0,50 M,
respectivamente da direita para a esquerda do rato em posi¢cdo de beber. Apds o periodo de
ambientacdo, o grupo inicial de animais foi dividido em dois, uma metade recebeu injecdo sc
de DOCA e a outra metade recebeu inje¢do sc de OLEO no 4°, 5° ¢ 6° dia. Quatro horas apos
a terceira inje¢do de DOCA ou OLEO (6° dia), a ragdo foi removida, os bebedouros de
polipropileno foram substituidos por bebedouros de vidro graduados (0,1 ml) contendo os
mesmos liquidos do periodo de ambientagdo, e injetada centralmente a ANG II ou SAL.
Entdo, os animais foram recolocados em suas gaiolas e a ingestdao dos liquidos foi medida aos

15, 30 e 60 minutos de experimento.

= Resultados

A ingestdo de NaCl 0,50 M observada no grupo DOCA/ANG II (4,7 £ 0,9 ml/60 min.,
n = 8) foi aproximadamente cinco vezes maior do que a ingestdo (praticamente nula)
apresentada pelo grupo OLEO/ANG 1I (0,8 £ 0,4 ml/60 min., n = 7) e pelos demais grupos
controles (DOCA/SAL: 0,2 + 0,1 ml/60 min., n = 5; OLEO/SAL: 0,2 + 0,1 ml/60 min., n = 5)
[F(6,42) = 18,8, P <0,05] (ver Figura 15, acima).

Nao houve diferenga na ingestdo de agua entre os grupos tratados com ANG II
(DOCA/ANG II: 18,4 £ 1,1 ml/60 min.; OLEO/ANG II: 15,1 + 3,1 ml/60 min.) nem entre os
grupos tratados com SAL (DOCA/SAL: 0,1 + 0,3 ml/60 min.; OLEO/SAL: 0,7 = 0,2 ml/60
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min.), porém ambos os grupos tratados com ANG II apresentaram ingestao de agua maior do
que os grupos tratados com SAL durante todo o experimento [F(6,42) = 17,8, P < 0,05] (ver
Figura 15, abaixo).

Estes resultados mostram que tanto a DOCA como a ANG II, sozinhas, nas doses
utilizadas, ndo induzem a ingestdo de NaCl hipertdnico, que ocorre somente quando os dois
hormonios atuam conjuntamente. Entdo, o protocolo utilizado estd de acordo com o critério

proposto para a inducdo do apetite ao sodio pela a¢do sinérgica destes dois hormonios

(FLUHARTY; EPSTEIN, 1983).
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Figura 15. Efeito da injegdo central de ANG II 50 ng ou SAL (1 pl), ap6s tratamento com DOCA 2,5 mg ou
OLEO (1 ml) sc por 3 dias, sobre a ingestdo de NaCl hipertonico 0,50 M (acima) ou agua (abaixo). *Diferente
dos demais grupos; ‘menor do que os grupos tratados com ANG II. O niimero de animais est4 entre parénteses.
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2.9.5. EXPERIMENTO 5: seletividade da ingestio mineral no protocolo do
sinergismo DOCA/ANG 1II quando uma solucdo palatavel e agua estido

disponiveis (teste de dois bebedouros)

* Protocolo experimental

O efeito da DOCA sobre a ingestdo mineral ¢ especifico ao sodio e, pelo menos para o
NaCl, dependente da concentracao da solucdo testada (presentes resultados). Sendo a DOCA
um dos hormonios utilizados no paradigma experimental do sinergismo, ¢ possivel que o
efeito da ANG II sobre a ingestdo mineral também seja dependente da concentracdo da
solugdo testada. Além disso, a a¢do sinérgica entre mineralocorticoide e ANG II € considerada
responsavel pelo surgimento tardio do apetite ao sdédio em relagdo a sede nos animais
depletados de sodio (SAKAI et al., 1986; EPSTEIN; SAKAI 1987). Assim, surgiram duas
perguntas: 1) Sera que a dose de ANG II utilizada (50 ng), que nao induziu ingestao de NaCl
hipertdnico (ver Figura 15), ¢ capaz de induzir ingestdo especifica de NaCl palatavel? 2) Sera
que a ingestdo mineral induzida pela agdo conjunta de DOCA e ANG II ¢ seletiva ao sodio,
semelhante a deple¢do de so6dio?

Um grupo composto por 76 ratos foi ambientado com dois bebedouros, um contendo
dgua e o outro uma solucdo mineral (NaCl 0,15 M, NaHCO; 0,15 M ou KCI1 0,01 M),
originando trés grupos experimentais baseados na solu¢do disponivel. Os bebedouros foram
montados na parte frontal das gaiolas individuais, respectivamente da direita para a esquerda
do rato em posicao de beber. Cada grupo experimental foi novamente subdividido em quatro
outros grupos, de acordo com o tratamento ao qual seriam submetidos posteriormente
(DOCA/ANG II, OLEO/ANG II, DOCA/SAL ou OLEO/SAL). O niimero de animais de cada
grupo estd descrito no item Resultados. Apos o periodo de ambientagdo, os ratos receberam
injegdo sc de DOCA (2,5 mg) ou OLEO no 4° 5° e¢ 6° dia. Quatro horas apds a terceira
injecio de DOCA ou OLEO (6° dia), a racdo foi removida, os bebedouros de polipropileno
foram substituidos por bebedouros de vidro e os animais foram tratados com ANG II (50 ng)
ou SAL icv. Entdo, os animais foram recolocados em suas gaiolas ¢ a ingestao dos liquidos

foi medida aos 15, 30, 60 e 120 minutos de experimento.

=  Resultados
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a) NaCl 0,15 M e agua:

Houve diferenca na ingestio de NaCl 0,15 M em funcdo do tempo entre os
tratamentos DOCA/ANG Il (n = 7), OLEO/ANG II (n = 7), DOCA/SAL (n = 6) e
OLEO/SAL (n = 6) [F(3,88) = 31,5, P < 0,05]. A ANG II sozinha induziu ingestdo de NaCl
0,15 M (OLEO/ANG II = 9,2 = 1,8 ml/120 min. vs. DOCA/SAL = 1,7 + 0,2 ml/120 min. e
OLEO/SAL = 1,1 + 0,6 ml/120 min.), que foi potenciada em 2,5 vezes pelo tratamento
DOCA/ANG II (24,5 £ 6,7 m1/120 min.) dos 30 min. aos 120 min. (ver Figura 16, acima). A
diferenca entre os grupos DOCA/SAL e OLEO/SAL nio foi significante.

Também houve diferenca na ingestdo de agua entre os tratamentos [F(3,88) = 89,6, P
< 0,05]. O grupo tratado com DOCA/ANG II (5,8 + 1,4 ml/120 min.) ingeriu menos agua do
que o grupo OLEO/ANG II (3,2 £ 1,8 ml/120 min.). A ingestdo de 4gua foi semelhante entre
os grupos tratados com SAL (DOCA/SAL = 0,6 + 0,3 ml/120 min. vs. OLEO/SAL = 0,6 +
0,4 min/120 min.). A ANG II induziu ingestdo de dgua em relacao aos grupos tratados com

SAL (ver Figura 16, abaixo).

b) NaHCO; 0,15 M e agua:

Houve difereng¢a na ingestdio de NaHCO; 0,15 M, em funcdo do tempo, entre os
tratamentos DOCA/ANG Il (n = 7), OLEO/ANG II (n = 6), DOCA/SAL (n = 5) e
OLEO/SAL (n = 5) [F(3,76) = 62,9, P < 0,05]. A ANG 1I sozinha induziu ingestio de
NaHCO; 0,15 M (OLEO/ANG II = 14,6 + 2,1 ml/120 min. vs. DOCA/SAL = 1,0 + 0,7
ml/120 min. e OLEO/SAL = 2,4 + 1,1 ml/120 min.), que foi potenciada aproximadamente
duas vezes pelo tratamento DOCA/ANG II (17,0 £+ 1,8 ml/120 min.) dos 15 aos 60 min., ndo
havendo diferenga entre os grupos tratados com ANG II aos 120 min. A diferenga entre os
grupos DOCA/SAL e OLEO/SAL néo foi significante (ver Figura 17, acima).

Os grupos tratados com ANG II apresentaram aumento da ingestdo de d4gua em relacao
aos grupos tratados com SAL (DOCA/ANG II = 9,9 + 1,5 ml/120 min. ¢ OLEO/ANG 1II =
12,5 + 2,4 ml/120 min. vs. DOCA/SAL = 0,4 + 0,0 ml/120 min. e OLEO/SAL = 1,2 + 0,4
ml/120 min.) [F(3,76) = 57,7, P < 0,05]. Os grupos tratados com ANG Il (ver Figura 17,
abaixo), assim como entre os grupos tratados com SAL, apresentaram ingestdo de agua

semelhante entre si.

¢) KC10,01 M e agua:
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Houve diferenca na ingestao de KCl 0,01 M entre os grupos tratados com ANG II
[DOCA/ANG II (n = 8), OLEO/ANG II (n = 7)] em relagdo aos grupos que receberam inje¢io
de SAL [DOCA/SAL (n = 6) ¢ OLEO/SAL (n = 6)] [F(3,92) = 74,0, P < 0,05]. Os
tratamentos OLEO/ANG II ¢ DOCA/ANG II induziram ingestio de quantidades semelhantes
de KC1 0,01 M (11,9 £ 1,2 ¢ 9,8 = 1,9 ml/120 min., respectivamente) ao longo de todo o teste,
que foram maiores do que as ingestdes de KCI 0,01 M induzidas por OLEO/SAL (0,5 + 0,3
ml/120 min.) e DOCA/SAL (0,8 £ 0,4 ml/120 min.), semelhantes entre si (ver Figura 18,
acima).

A ingestao de dgua no grupo DOCA/ANG II (5,5 + 1,0 ml/120 min.) foi maior do que
nos demais grupos, ndo havendo diferenga entre estes (OLEO/ANG II =3,1 0,9 ml/120
min.; DOCA/SAL = 0,6 + 0,2 ml/120 min.; OLEO/SAL = 0,5 + 0,3 ml/120 min.) [F(3,92) =
34,3, P <0,05] (ver Figura 18, abaixo).

d) Comparacio entre todas as solu¢oes minerais e agua:

O tratamento DOCA/ANG II aumentou a ingestdo das solugdes de NaCl [F(3,18) =
8,7, P <0,05] e NaHCO3 0,15 M [F(3,18) = 4,3, P <0,05], mas ndo alterou a ingestao de KCI
0,01 M [F(3,21) = 1,4, P < 0,05], em relacdo a ingestdo de 4gua. A ingestdo de NaCl 0,15 M
foi maior do que a ingestdo de KCI 0,01 M; ndo houve diferenga entre a ingestdo de NaCl
0,15 M e NaHCO; 0,15 M, nem entre NaHCO; 0,15 M e KCI 0,01 M [F(6,57) = 5,5 P <
0,05]. A ingestao de agua foi significativamente maior no grupo que tinha NaHCO; como
solugdo disponivel, em relacdo aos outros grupos [F(6,57) = 3,4, P < 0,05] (ver Figura 19 A,
esquerda).

O tratamento OLEO/ANG II aumentou a ingestdo de KC1 0,01 M [F(3,18) = 6,5, P <
0,05], sem alterar a ingestdo de solucdes sodicas [NaCl 0,15 M: F(3,18) = 1,3, P > 0,05;
NaHCO; 0,15 M: F(3,15) = 3,3, P > 0,05], em relacdo a ingestdo de agua. Nao houve
diferenca entre a ingestdo das solug¢des palataveis [F(6,51) = 6,0 P > 0,05]. A ingestdo de
agua foi significativamente menor no grupo que tinha KCIl como solu¢ao disponivel, em
relagdo aos outros grupos [F(6,51) = 10,8, P <0,05] (ver Figura 19 A, direita).

A ingestdo total (dgua + solugdo palatavel) foi maior nos grupos que tiveram solugdes
sodicas disponiveis (ver Figura 19 B); tanto na presenca como na auséncia de DOCA a

ingestao de KCI + agua foi significativamente menor do que NaCl + dgua e NaHCO; + agua,
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além de ndo ter havido diferenca entre NaCl + dgua e NaHCOs + 4gua aos 120 minutos de

experimento [DOCA/ANG: F(6,57) = 5,7; OLEO/ANG 1II: F(6,51) = 11,5, P < 0,05].
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Figura 16. Efeito da injecio central de ANG II 50 ng (1 pl), ap6s tratamento com DOCA 2,5 mg ou OLEO (1
ml) sc por 3 dias, sobre a ingestdo de NaCl 0,15 M (acima) ou dgua (abaixo). *Diferente do grupo OLEO/ANG
II; "Menor do que os grupos tratados com ANG II. O nimero de animais est entre parénteses.
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Figura 19. Solugdes minerais palatdveis vs. agua (A) ou ingestdo total (solu¢do + agua, B) em testes de dupla
escolha em animais tratados com DOCA 2,5 mg (esquerda) ou OLEO (direita), durante 3 dias, ¢ ANG II 50 ng.
*Diferente da ingestdo de agua no mesmo grupo; ‘diferente da ingestdo de agua dos demais grupos; ‘diferente da
ingestdo de KCI; “diferente da ingestdo total dos demais grupos.
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2.9.6. EXPERIMENTO 6: Seletividade da ingestio mineral no protocolo do
sinergismo DOCA/ANG II quando multiplas solucées palataveis e agua estio

disponiveis (teste de cinco bebedouros)

* Protocolo experimental

Os ratos nitidamente preferiram solugdes sddicas apos a deplecdo de sodio, em testes
com dois ou cinco bebedouros, assim como no teste paradigmatico do sinergismo (presentes
resultados). Porém estes dois métodos de induc¢ao do apetite ao sodio diferem quanto ao
padrao de ingestdo de KCI, absolutamente rejeitado pelo rato depletado de sodio, ainda
quando foi o unico sal disponivel, mas ingerido pelos animais tratados com DOCA/ANG II.
Sendo assim, a preferéncia ao s6dio no teste paradigmatico do sinergismo seria observada se
os animais tivessem possibilidade de escolha (teste de cinco bebedouros)?

Para determinar a preferéncia mineral no protocolo do sinergismo (testes de cinco
bebedouros), trinta e seis ratos foram inicialmente ambientados com 4gua e solugdes minerais
de KCI1 0,01 M, CaCl;, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M e NaCl 0,15 M, nesta mesma disposicao,
da direita para a esquerda do rato em posicao de beber (ver Figura 6). Apos o periodo de
ambientagdo, os animais foram separados em quatro grupos experimentais de acordo com o
tratamento que iriam receber: grupo DOCA/ANG 1I (n = 12), grupo OLEO/ANG II (n = 11),
grupo DOCA/SAL (n = 7) grupo OLEO/SAL (n = 6). DOCA (2,5 mg) ou OLEO foram
injetados sc uma vez ao dia durante trés dias consecutivos. Quatro horas apds a ultima inje¢ao
de DOCA ou OLEO, os bebedouros de polipropileno ¢ a ragio foram removidos. Entéio foram
oferecidos cinco bebedouros de vidro contendo os mesmos liquidos disponiveis no periodo de
ambientacdo. Cada animal entdo recebeu uma inje¢do icv de ANG II (50 ng) ou SAL. A

ingestao dos liquidos foi medida aos 15, 30 e 60 minutos.
* Resultados
a) Preferéncia mineral em cada grupo experimental
A ingestao de NaHCOs; 0,15 M no grupo DOCA/ANG II, aos 60 minutos de

experimento, foi maior do que os demais liquidos (agua: 2,4 + 0,9 ml/60 min., KCI: 1,9 £ 1,0
ml/60 min., CaCly: 2,4 + 0,6 ml/60 min., NaHCOs: 9,1 + 2,0 ml/60 min., NaCl: 4,7 + 2,0
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ml/60 min.) [F(8,80) = 6,5, P < 0,05] (ver Figura 20, acima). Considerando-se a ingestao
total de solugdes nao sodicas (somatdria da ingestdo das solugdes de KCl e CaCly), de
solucdes sodicas (somatodria da ingestdo das solugdes de NaHCO3 e NaCl) e o total de agua
ingerida, a ingestdo de solugdes sddicas foi maior do que a dos demais liquidos disponiveis
(agua: 2,4 £ 0,9 ml/60 min.; solu¢des ndo sodicas: 4,3 = 1,4 ml/60 min.; solugdes sodicas:
13,8 £ 2,5 ml/60 min.) [F(4,40) = 8,5, P <0,05] (ver Figura 20, abaixo).

O grupo tratado com OLEO/ANG II também apresentou maior ingestdo de NaHCOj
em relagdo aos demais liquidos a partir dos 30 minutos de experimento (dgua: 3,6 = 0,9 ml/60
min., KCI: 2,0 £ 0,6 ml/60 min., CaCl,: 3,4 + 1,1 ml/1 h, NaHCO;: 8,0 + 2,2 ml/60 min.,
NaCl: 2,1 £ 1,0 ml/60 min.) [F(8,88) = 4,5, P <0,05] (ver Figura 21, acima). A somatoria da
ingestdo de solugdes sodicas também foi maior do que a somatdria da ingestdo de solugdes
ndo sodicas e agua, a partir dos 30 minutos de experimento (dgua: 3,6 = 0,9 ml/60 min.;
solugdes ndo sddicas: 5,4 = 1,4 ml/60 min.; solugdes sodicas: 10,0 + 2,1 ml/60 min.) [F(4,44)
=175, P<0,05] (ver Figura 21, abaixo).

O grupo tratado com DOCA/SAL também apresentou pequena ingestdo de NaHCO;
0,15 M (NaHCOs;: 2,2 £ 1,1 ml/60 min.), porém significantemente maior em relacdo aos
demais liquidos a partir dos 30 minutos de experimento (dgua: 0,0 = 0,0 ml/60 min., KCI: 0,1
+ 0,0 ml/60 min., CaCl,: 0,0 £ 0,0 ml/1 h, NaCl: 0,1 £ 0,1 ml/60 min.) [F(8,88) = 4,5, P <
0,05] (ver Figura 22, acima). Nao houve diferenca entre a somatoria da ingestdao das solugdes
sodicas, ndo sodicas e agua (dgua 0,0 = 0,0 ml/60 min.; solugdes ndo sodicas: 0,1 + 0,0 ml/60
min.; solucdes sodicas: 2,3 + 1,2 ml/60 min.) [F(4,24) = 2,7, P > 0,05] (ver Figura 22,
abaixo).

O grupo controle OLEO/SAL ndo apresentou preferéncia por qualquer um dos
liquidos disponiveis (agua: 0,1 = 0,1 ml/60 min., KCI: 0,3 £+ 0,2 ml/60 min., CaCl,: 0,3 £ 0,2
ml/60 min., NaHCOs: 0,5 £ 0,5 ml/60 min., NaCl: 0,1 £ 0,1 ml/60 min.) [F(8,40) = 0,5, P >
0,05] (ver Figura 23, acima). Também ndo houve diferenca entre a somatoria da ingestao das
solugdes soddicas, nao sodicas e dgua (dgua 0,1 £ 0,1 ml/60 min.; solu¢des ndo sddicas: 0,6 £
0,4 m1/60 min.; solugdes sodicas: 0,7 = 0,6 ml/60 min.) [F(4,20) = 2,2, P> 0,05] (ver Figura
23, abaixo).

b) Analise da ingestao de cada liquido entre os tratamentos

- Agua: o grupo OLEO/ANG II ingeriu mais 4gua em relagio aos grupos tratados com

SAL. Nao houve diferenca entre os demais grupos [F(3,32) = 3,9, P <0,05].
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- KC1 0,01 M: nao houve diferenca entre os quatro grupos experimentais para a
ingestdo de KC1 [F(3,32) = 1,5, P> 0,05].

- CaCl, 0,05 mM: a ingestdo de CaCl, foi maior no grupo OLEO/ANG II em relagdo
ao grupo DOCA/SAL. Nao houve diferenca entre os demais grupos [F(3,32) = 3,1, P <0,05].

- NaHCOs; 0,15 M: ndo houve diferenga entre os grupos tratados com ANG II, assim
como com os grupos tratados com SAL. Ambos os grupos tratados com ANG II ingeriram
mais NaHCO3 em relagdo aos grupos DOCA/SAL e OLEO/SAL [F(3,32) = 4,4, P < 0,05].

- NaCl 0,15 M: nao houve diferenga entre os grupos experimentais para a ingestdo de
NaCl [F(3,32) =2,4, P> 0,05].

- Solugdes nido sédicas (KCI + CaCl,): o grupo OLEO/ANG II ingeriu mais solugdes
ndo sodicas do que os grupos tratados com SAL. Nao houve diferenca entre os demais grupos
[F(3,32) =3,5, P <0,05].

- Solugdes sodicas (NaHCO; + NaCl): ndao houve diferenca entre os grupos tratados
com ANG II, assim como com os grupos tratados com SAL. Ambos os grupos tratados com
ANG 1I ingeriram mais solu¢des sodicas em relagio aos grupos DOCA/SAL e OLEO/SAL
[F(3,32) = 8,6, P <0,05].

¢) Teste de preferéncia mineral com cinco bebedouros: protocolo do sinergismo

versus deplecio de sodio

Para esta analise foi utilizado o grupo depletado de so6dio FURO/FIXA (Experimento
2), além dos grupos DOCA/ANG II ¢ OLEO/ANG II do teste paradigmatico do sinergismo.
Os trés grupos possuem em comum o nimero € o posicionamento dos bebedouros. A ingestao
de NaCl 0,15 M foi significativamente maior no FURO/FIXA em relacio ao grupo
DOCA/ANG II ¢ DOCA OLEO [F(2,25) = 7,8, P < 0,05]. Nao houve diferenca entre os
grupos para ingestao de agua [F(2,25) = 2,6, P > 0,05], KC1 0,01 M [F(2,25) = 0,7, P> 0,05],
CaCl, 0,05 mM [F(2,25) = 2,0, P > 0,05] e NaHCOs5 0,15 M [F(2,25) = 0,1, P > 0,05] (ver
Figura 24, acima).

Em relacdo a ingestdo das solu¢des nao-sodicas, ndo houve diferenga entre os grupos
experimentais [F(2,25) = 2,0, P > 0,05]. A ingestao de solugdes sodicas foi maior no grupo
FURO/FIXA em relacdo aos demais grupos [F(2,25) = 6,5, P < 0,05]. Nao houve diferenca na
ingestao total entre os grupos [F(2,25) = 0,6, P < 0,05] (ver Figura 24, abaixo).
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Figura 20. Efeito da injegdo icv de ANG II 50 ng (1 pl), ap6s tratamento com DOCA 2,5 mg (1 ml) sc por 3
dias, sobre a ingestdo de agua e solugodes palataveis de KCl 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M e NaCl
0,15 M, acima, ou sobre a ingestdo de agua e ingestao total calculada de solucdes palataveis sodicas (NaHCO; +
NaCl) e ndo sodicas (KCl + CaCly), abaixo. Teste realizado com o oferecimento simultaneo de cinco
bebedouros. “Diferente de dgua; ‘Diferente de H,0, KCl e CaCly; *Diferente dos demais liquidos.
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Figura 21. Efeito da injecdo icv de ANG II 50 ng (1 pl), apos tratamento com OLEO (1 ml) sc por 3 dias, sobre
a ingestdo de agua e solugdes palataveis de KCI 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M e NaCl 0,15 M,
acima, ou sobre a ingestdo de dgua e ingestdo total calculada de solugdes palataveis sodicas (NaHCO; + NaCl) e
ndo sodicas (KCI + CaCl,), abaixo. Teste realizado com o oferecimento simultaneo de cinco bebedouros.
*Diferente dos demais liquidos.
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Figura 22. Efeito da injegdo icv de SAL (1 pl), ap6s tratamento com DOCA 2,5 mg (1 ml) sc por 3 dias, sobre a
ingestdo de agua e solugdes palataveis de KC1 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M e NaCl 0,15 M, acima,
ou sobre a ingestdo de adgua e ingestdo total calculada de solugdes palataveis sédicas (NaHCO; + NaCl) e ndo
sodicas (KC1 + CaCl,), abaixo. Teste realizado com o oferecimento simultaneo de cinco bebedouros. *Diferente
dos demais liquidos.
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Figura 23. Efeito da injecdo icv de SAL (1 pl), apds tratamento com OLEO (1 ml) sc por 3 dias, sobre a
ingestdo de agua e solugdes palataveis de KCI 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M e NaCl 0,15 M (acima)
ou sobre a ingestdo de adgua e ingestdo total calculada de solugdes palataveis sédicas (NaHCO; + NaCl) e ndo
sodicas (KCI + CaCl,). Teste realizado com o oferecimento simultaneo de cinco bebedouros.
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Figura 24. Comparagéo da preferéncia mineral obtida nos grupos FURO/FIXA (experimento 1), OLEO/ANG II
e DOCA/ANG II. Acima: ingestdo de agua e solugdes palataveis (KC1 0,01 M, CaCl, 0,05 mM, NaHCO; 0,15 M
e NaCl 0,15 M). Abaixo: ingestdo de agua, ingestdo total calculada de solugdes palataveis sodicas (NaHCO; +
NaCl), ndo sdédicas (KCl + CaCl,) e total. Testes realizados com o oferecimento simultaneo de cinco bebedouros
(figuras 9, 20 e 21). *Diferente dos demais grupos.
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3. Discussao e conclusao

Em testes de preferéncia mineral com o oferecimento de solugdes minerais palataveis,
os presentes resultados confirmam a preferéncia ao s6dio em ratos hipovolémicos, porém o
padrao de ingestdo mineral ndo foi idéntico ao observado para os ratos submetidos ao
tratamento com mineralocorticéide ¢ ANG II, hormdnios responsaveis pelo surgimento do
apetite ao so6dio observado algumas horas ap6és a hipovolemia (SAKAI et al., 1986). Além
disso, tanto a dose de DOCA como de ANG II utilizadas nestes experimentos, incapazes de
induzir a ingestdo de NaCl hipertonico (aversivo), promoveram ingestdo mineral especifica ao
sodio, no caso do mineralocorticdide, e ndo especifica aos sais testados, no caso do peptideo.

A especificidade da ingestao reativa de sédio, que ocorre em animais depletados desse
ion (SCHULKIN, 1991a; FITZSIMONS, 1998), mesmo quando solugdes palataveis nao
sodicas sdo oferecidas (Experimentos 1 e 2), foi em parte confirmada através do teste
paradigmatico do sinergismo, feito pela combinagdo de um tratamento sistémico com um
mineralocorticéide (DOCA) previamente a uma inje¢do icv de ANG II. Quando esse teste foi
executado com dois bebedouros, um contendo agua e um contendo solugdo mineral palatavel
(NaCl 0,15 M, NaHCO; 0,15 M ou KCI 0,01 M) ocorreu potenciacdo apenas das solugdes
contendo sodio. Além disso, efeito preferencial sobre solugdes sddicas, embora nio tio nitido
como no teste de dupla escolha, ocorreu quando o teste paradigmatico do sinergismo foi
executado com cinco bebedouros, um contendo agua e os demais contendo as respectivas
solugdes minerais palatdveis. Tanto a auséncia de preferéncia mineral espontinea (diéria)
como a preferéncia por solucdes sddicas, induzida pela deplecdo de sodio, ndo dependem do
posicionamento dos bebedouros na gaiola. Nenhuma das cinco posi¢des de bebedouros
disponiveis foi preferida pelos ratos (ver Figuras 7-10), assim como nao existiu preferéncia
por nenhuma posicdo quando cinco bebedouros contendo agua foram oferecidos apos
privagdo hidrica (CONSTANCIO, resultados ndo publicados). Os tratamentos com DOCA e
ANG I utilizados no teste paradigmatico do sinergismo sdo incapazes de, individualmente,
promover ingestao de NaCl 0,50 M, que foi observada somente quando os dois tratamentos
sdo associados (presentes resultados), como observado nos primeiros experimentos de
sinergismo entre estes dois hormonios (FLUHARTY; EPSTEIN, 1983; SAKAI et al., 1987).

Os resultados com dois bebedouros confirmam a importancia de se utilizar solugdes
com graus comparaveis de palatabilidade (TORDOFF, 1994). Além da ingestao de solucdes

sodicas isotonicas, a ANG II induziu também a ingestdo de KCl 0,01 M, ao contrario de



69

trabalhos anteriores em que a ANG II ndo teve efeito sobre a ingestdo de KCI isomolar ao
NaCl, em testes de dois bebedouros em que um bebedouro continha dgua e o outro o sal
dissolvido (AVRITH; FITZSIMONS, 1980). Além disso, a adrenalectomia promove aumento
da ingestdo de solugdo de KCI quando ela ¢ a tnica solugdo mineral disponivel em teste de
um bebedouro (RICHTER, 1956). Considerando que a ANG II medeia a ingestdo de NaCl em
ratos adrenalectomizados (SAKAI; EPSTEIN, 1990; GALAVERNA et al, 1996;
SCHOORLEMMER et al., 2001), podemos perguntar se a ingestdo de KCIl nesses animais
seria devida ao peptideo. Por outro lado, ¢ possivel que a ANG II seja responsavel pela
ingestdo de solucdes de NaCl e de NaHCO; em animais tratados cronicamente com o
diurético hidroclorotiazida, que apresentam elevada atividade de renina plasmatica e,
paradoxalmente, reduzida concentracdo plasmatica de aldosterona (ROWLAND; COLBERT,
2003).

Se por um lado a ingestdo induzida pela ANG II central ¢ inespecifica (ndo exclusiva a
nenhum sal) e em volumes semelhantes para as trés solugdes minerais palataveis em testes de
dois bebedouros, por outro lado uma preferéncia ao bicarbonato de sodio foi observada
quando multiplas solucdes palataveis foram oferecidas no teste de cinco bebedouros (ver
Figura 21, acima). Esse tipo de inconsisténcia ocorre também na desidratacdo intracelular:
infusdo intravenosa de NaCl hipertonico induz ingestao de dgua e NaCl isotdonico em testes
com dois bebedouros (PEREIRA et al., 2002), porém a ingestdo de NaCl ¢ praticamente nula
em testes de cinco bebedouros com solugdes palataveis, sendo que os ratos passam a preferir
KCI (PEREIRA et al., 2005). No entanto, os ratos hipovolémicos nao ingeriram solu¢des sem
ion sodio independentemente do nimero de bebedouros em ambos os testes, mostrando que a
ingestdo mineral ¢ especifica (exclusiva) ao sodio (presentes resultados). Estas observagdes
sugerem que o efeito preferencial da ANG II pela ingestao de so6dio na forma de NaHCO; ndo
¢ exclusiva; talvez o peptideo esteja sinalizando “ingestdo de s6dio ou mineral”; portanto, a
ingestdo de outro mineral que ndo sdédio, como o potassio por exemplo, poderia estar
satisfazendo o sinal do peptideo. Semelhante a proposta de que o sddio possa servir de
marcador para a busca de outros minerais necessitados (SCHULKIN, 1991b), ¢ possivel entdo
que o inverso também seja verdadeiro, ou seja, a ndo seletividade ao sddio na fase inicial da
hipovolemia seria um indicador de busca por mineral, que gradualmente seria especificada ao
sodio.

Diferentemente dos resultados obtidos no teste paradigmatico do sinergismo, o padrao
de ingestdo para as solucdes sodicas e de KCI foram semelhantes nos testes de deplecdo de

sodio induzida por furosemida com dois ou cinco bebedouros. Neste modelo experimental de
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inducdo do apetite ao sodio, as concentragdes plasmaticas de ANG II e aldosterona
permanecem elevadas durante horas (ROWLAND; MORIAN, 1999), talvez por isso a
preferéncia ao sddio, mais pronunciada ao NaCl, seja observada mesmo quando o rato tem a
possibilidade de escolha (Experimento 2). Neste caso, como a ingestdo induzida ¢ especifica
ao sodio, a preferéncia as solugdes sddicas foi observada quando outras solugdes foram
oferecidas simultaneamente, ¢ o KCl foi absolutamente rejeitado mesmo sendo o tnico sal
oferecido ao rato (ver Figura 4). Assim, os presentes resultados sugerem que os testes de dois
ou cinco bebedouros permitem a investigacao de aspectos diferentes da preferéncia mineral e
sdo, portanto, testes complementares entre si.

Trabalhos anteriores de nosso laboratdrio com testes de cinco bebedouros mostraram
aumento ndo-especifico na ingestdo mineral e dgua, nas primeiras horas apos a injecdo de
furosemida (PEREIRA et al., 2005). Os presentes resultados sugerem, portanto, que em
algum momento depois dessas primeiras horas o sinal para ingestdo passa ser especifico para
o sodio. O surgimento tardio da especificidade de ingestdo para o so6dio no animal
hipovolémico ¢ coerente com uma agdo da ANG II inicial e mais répida, dependente de
transdu¢do de membrana, e uma acdo mais lenta do mineralocorticdide dependente de
expressao génica tardia (THORNTON et al., 1985; ROWLAND; MORIAN, 1999). Talvez a
ANG II, um fator dipsogénico e natriorexigénico, esteja produzindo um apetite genérico por
mineral, melhor satisfeito quando o NaHCOs esteve disponivel no teste paradigmatico do
sinergismo. O mineralocorticéide, um fator aparentemente apenas natriorexigénico, quando
aumentado, ajudaria o sinal da ANG II a se tornar ainda mais seletivo para o s6dio, conforme
claramente mostram os resultados com o teste paradigmatico de dois bebedouros. No teste de
cinco bebedouros esse efeito estaria atenuado, mas ainda presente, uma vez que a ingestao
total de s6dio aumentou no inicio do teste. Assim, ¢ possivel que o tratamento prévio com a
DOCA modifique o sinal ativado pela ANG II, o que no animal depletado de s6dio pode
corresponder a uma acdo da aldosterona ajudando a converter esse sinal de ingestdo nao-
especifica para ingestdo especifica de sddio. Talvez este mecanismo explique a auséncia de
preferéncia mineral na fase inicial da hipovolemia (PEREIRA et al., 2005) e a rejeicao
absoluta as solugdes ndo sodicas 24 horas ap6s a deplegdo de sodio (presentes resultados).
Essa conclusao € consistente com o conceito classico de que o apetite ao sddio ¢ caracterizado
por uma ingestdo de NaCl hipertonico; enquanto rejeitado nas primeiras horas de deplegao de
sodio, ele ¢ avidamente ingerido mais tarde (STRICKER; JALOWIEC, 1970).

Além da atuagdo dos mineralocorticdides e da ANG II na indugdo do apetite ao sddio

(SAKAI et al., 1986), as diferengas observadas no padrao de preferéncia mineral entre o teste



71

paradigmatico do sinergismo e a hipovolemia podem ser devidas ao aspecto multifatorial dos
mecanismos envolvidos na produ¢ao da ingestao de sodio no animal hipovolémico. Além dos
hormdnios assunto do presente trabalho, os glicocorticdides e a redu¢do da carga nos sistemas
cardiovasculares de baixa pressdo também atuam facilitando a ingestdo de sddio (SAKAI et
al., 1996; JOHNSON; THUNHORST, 1997; DANIELS; FLUHARTY, 2004).

Também ndo podemos descartar a desativagdo de mecanismos inibitorios, que
poderiam estar contribuindo para a expressao da especificidade do apetite ao sédio. O NPBL ¢
considerado uma importante area de controle inibitério sobre a ingestdo de sodio por
intermediar e integrar as informacdes de areas anteriores e posteriores encefélicas, sendo as
vias serotonérgicas do NPBL responsaveis pela inibi¢ao do apetite ao sddio induzido pela
hipovolemia ou mesmo originado por estimulos considerados estritamente dipsogénicos (DE
LUCA JR et al., 2004). No animal hipovolémico com acesso a dgua, representado no modelo
diurético aqui utilizado, ocorre, por exemplo, dilui¢do do liquido extracelular, o que pode
remover uma influéncia inibitéria da pressao osmética sobre o apetite ao sodio (VERBALIS
et al., 1993; STRICKER; VERBALIS, 1996; WEISINGER et al., 2004).

O tratamento com DOCA ndo alterou a ingestdo didria de NaCl aversivo nem de KCl
0,01 M, mas promoveu aumento da ingestdo diaria de NaCl 0,15 M e uma ligeira tendéncia ao
aumento da ingestdo diaria de NaHCOs 0,15 M. Estes resultados sugerem que a DOCA induz
ingestdo de sddio, com resultado mais pronunciado ao NaCl, de acordo com resultados da
literatura (LOCKE; FIELDING, 1994). A ineficicia em promover ingestdo de NaCl
hipertonico, tanto pela ANG II como pela DOCA, reforga a sugestdo de que a concentragdo da
solucdo testada ¢ um fator de grande importancia em testes de preferéncia mineral. Cada sal
em solucdo possui sua concentracdo de maior palatabilidade, ou seja, aquela que esta no apice
da curva de preferéncia, normalmente em forma de “U-invertido” (TORDOFF, 1994). A
solugdo de NaCl 0,50 M estd em um dos extremos de preferéncia.

Os presentes resultados sugerem uma ressalva ao critério para a existéncia do
sinergismo mineralocorticoide e ANG II, onde ambos os hormdnios sdo usados em doses que
ndo induzam ingestdo de sédio (FLUHARTY; EPSTEIN, 1983), critério esse formulado a
partir de observagoes feitas apenas sobre a ingestdo de NaCl 0,50 M, que ¢ extremamente
aversivo aos ratos (RICHTER, 1956). Considerando a ingestao de NaCl hipertonico no teste
paradigmadtico do sinergismo, os hormdnios apresentaram a¢do sinérgica, pois sozinhos nao
foram capazes de induzir ingestdo de sddio. Porém os presentes resultados sugerem que o
apetite ao sodio ndo segue um padrio tudo-ou-nada: a ingestdo inespecifica de solugdes

minerais palataveis, desencadeada pela ANG II, ¢ modulada pelo mineralocorticoide e
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possivelmente por outros fatores discutidos anteriormente, produzindo ingestao especifica ao
sodio. Assim, € possivel que o sinergismo contribua também para aumentar uma ingestao de
sodio ja presente, como ocorre com solugdes isotdnicas, além de torna-la especifica.

Em suma, os resultados da literatura e os aqui apresentados sugerem que uma
interagdo entre ANG II e mineralocorticéide contribui para a expressao de duas caracteristicas

do apetite ao sodio, a ingestdo de solugdes hipertonicas de NaCl e também a seletividade pelo

ion sodio.
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