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RESUMO

A aldosterona € um horménio mineralocorticéide que atua no sistema nervoso
central (SNC) para estimular o apetite ao sédio, no entanto, pouco se sabe sobre o
mecanismo central envolvido nesta resposta. Recentemente, estudos
neuroanatdomicos identificaram um grupo de neurbnios sensiveis a aldosterona,
localizados exclusivamente nos nucleos do trato solitario (NTS) préximos ao quarto
ventriculo cerebral (4V), que séo ativados em associacdo com o apetite ao sddio. No
presente estudo procuramos investigar se (1) a infusdo cronica de aldosterona no 4V
ou no ventriculo lateral (VL) é capaz de estimular o apetite ao sédio, e (2) se a
microinjecao do antagonista seletivo de receptor mineralocorticoide (MR) RU 28318,
no 4V ou no VL é capaz de bloquear ou reduzir a ingestdo de soédio estimulada por
diferentes protocolos. Ratos Wistar Hannover com implante de cénula guia em
direcdo ao 4V receberam a infusdo de veiculo (1% etanol-salina; n= 5) ou
aldosterona (1, 10 ou 100 ng/h; n= 5/dose) e os animais com implante de canula
guia em direcdo ao VL receberam a infusdo de aldosterona (10 ou 100 ng/h; n=
4/dose), por 6 dias consecutivos. A infusédo de 1, 10 ou 100 ng/h de aldosterona no
4V aumentou significantemente a ingestao de NaCl 0,3 M em relacdo aos valores
basais. As doses de 10 ou 100 ng/h induziram robusta ingestdo de NaCl 0,3 M de
maneira dependente de dose (chegando até 45,8 + 14,9 e 129,8 + 5,5 mL/24 h,
respectivamente), que praticamente retornou aos valores basais com o término da
infusdo. No entanto, a infusdo de 10 ou 100 ng/h de aldosterona no VL nao alterou a
ingestdo basal de NaCl 0,3 M. A ingestao de agua foi significantemente reduzida
durante a infusdo das doses de 10 ou 100 ng/h de aldosterona no 4V quando

comparadas ao veiculo e a dose de 1 ng/h, mas a ingestdo de comida permaneceu



XX

inalterada. No experimento seguinte, ratos implantados com canula guia em direcao
ao 4V ou ao VL foram tratados de acordo com os seguintes protocolos: deplecdo
com furosemida (20 mg/kg, s.c.; n= 6) 24 h antes do experimento ou privacdo de
sodio por 9 dias (n= 4-5) ou tratamento com DOCA (2 mg/dia, s.c.; n= 4-7) por 7
dias. Ao final do periodo de tratamento os ratos receberam uma microinjecdo de RU
28318 (100 ou 500 ng/2 pL) ou veiculo (1% etanol-salina, 2 uL) e ap6s 2 h iniciou-se
o teste de ingestdo. A microinjecdo de 100 ng/2 pL de RU 28318 no 4V reduziu
significantemente a ingestdo de NaCl 0,3 M induzida pelo tratamento prévio com
furosemida (5,6 £ 0,8 vs. veiculo 12,2 £ 1,7 mL/2 h, p< 0,05) ou pelo protocolo de
privacdo de sédio (1,2 + 0,6 vs. veiculo 9,5 £+ 2,6 mL/2 h, p< 0,001). Porém, a
microinjecdo da mesma dose de RU 28318 no VL néo alterou a ingestdao de NacCl
0,3 M estimulada por furosemida (14,8 + 2,8 vs. veiculo 15,1 + 3 mL/2 h, p> 0,05).
Inesperadamente, a microinjecado de 500 ng/2 pL de RU 28318 no 4V nao alterou a
ingestao de NaCl 0,3 M estimulada pelo tratamento crénico com DOCA (13,6 + 2,7
vs. veiculo 11,1 + 2,3 mL/2 h, p> 0,05). Nossos resultados sdo as primeiras
evidéncias funcionais a mostrarem que a infusédo crénica de aldosterona no 4V, mas
nao no VL, é capaz de estimular robusto apetite ao s6dio de maneira dependente de
dose. Esses resultados sao reforcados pelos nossos estudos com antagonista de
MR, nos quais a microinjecdo de RU 28318 no 4V reduziu significantemente a
ingestdo de sodio estimulada por furosemida e pela privacdo de soédio. Estes
resultados confirmam a acao central da aldosterona no controle do apetite ao sédio
e junto com estudos neuroanatdmicos prévios sugerem que areas bulbares préximas
ao 4V sao o local preferencial de acdo da aldosterona para estimular o apetite ao

sodio.



INTRODUCAO

O apetite ao sodio é comportamento motivado, inato e estd presente em
diversas espécies animais (Richter, 1936; Blair-West e cols., 1968; Epstein e Massi,
1987; Shade e cols., 2002), inclusive em humanos (Wilkins e Richter, 1940; Kochli e
cols., 2005). Como o préprio nome indica este comportamento estimula os animais
a buscarem e ingerirem alimentos ou solu¢gdes que contenham sdédio, e normalmente
ocorre em resposta a deficiéncia de soédio no organismo.

Os estudos pioneiros de Curt Richter foram o marco inicial para os estudos
envolvendo o apetite ao sédio. Richter observou que ratos adrenalectomizados
(ADX) morriam rapidamente quando mantidos em dieta hipossddica, e que quando
permitido livre acesso a salina hipertbnica esses animais apresentavam robusta
ingestdo de sdodio e isso os mantinha vivos (Richter, 1936). Curt Richter concluiu
entdo que o apetite ao sodio apresentado pelos animais ADX era fruto da deficiéncia
do ion sdédio no organismo (Richter, 1936).

Descobertas adicionais vieram com estudos subsequentes nos quais se
observou que o apetite ao sodio desenvolvido por ratos ADX era especifico para
solucdes contendo sddio, e que este comportamento era abolido depois que estes
animais recebiam implantes de tecido adrenal ou depois da administracdo exdgena
de acetato de desoxicorticosterona (DOCA) (Richter e Eckert, 1938). Rice e Richter
(1943) observaram que ao contrario do que ocorria em animais ADX, animais
intactos desenvolviam apetite ao sédio quando tratados com DOCA. Todos esses
resultados levaram a conclusédo de que as glandulas adrenais e os hormdnios por
elas produzidos estavam diretamente relacionados ao controle da ingestao de sodio.

E, a partir de entdo, iniciaram-se inimeras pesquisas que buscaram investigar 0s



mecanismos envolvidos no apetite ao sédio induzido por mineralocorticéides e
outros fatores que também poderiam contribuir para este comportamento.

O so6dio é o principal ion do liquido extracelular (LEC) e tem funcéo
fundamental na manutencdo da osmolaridade e do volume sanguineo, e
consequentemente na pressdo arterial. Perturbacbes na homeostase do sédio
podem ter consequéncias graves, podendo inclusive levar a morte. Além do estudo
em ratos ADX (Richter, 1936), outros estudos demonstraram a importancia do sédio.
No trabalho de Orent-Keiles e colaboradores (1937) ratos criados com dieta
hipossédica apresentaram rapida perda de peso, graves problemas oculares, atraso
na maturidade sexual em fémeas e 100% dos animais morreram entre 18 e 21
semanas apos o inicio do protocolo de privacdo de sédio.

Em humanos, o apetite ao sddio € assunto bem menos estudado do que em
animais, talvez pela dieta ser normalmente rica em sodio ou por ser sensacdao dificil
de ser reconhecida (Daniels e Fluharty, 2004). Porém, ha relatos na literatura que
comprovam a presenca de apetite ao sédio em humanos e mostram os distarbios
gue ocorrem devido a deficiéncia organica deste ion. O relato mais conhecido na
literatura foi descrito em 1940 por Wilkins e Richter, no qual uma crianca portadora
de insuficiéncia das glandulas adrenais e que apresentava preferéncia por alimentos
salgados, morreu apés ser mantida em dieta hipossédica.

Outro relato muito interessante sobre apetite ao sédio em humanos foi feito
por McCance (1936). Neste estudo o préprio pesquisador e dois de seus alunos se
submeteram a uma dieta com restricdo de sodio e descreveram o0s principais sinais e
sintomas por eles apresentados, dentre eles estavam: perda de peso, pesadelos,

diurese noturna, nausea durante as refeicées, exaustdo e aumento na viscosidade



do sangue. A sensacao da deficiéncia de sddio foi relatada por um dos participantes
como sede insaciavel (McCance, 1936).

Todos esses estudos claramente mostram as graves consequéncias
decorrentes de severa deficiéncia de sédio em humanos e animais, salientando a
importancia desse ion na manutencdo da homeostase do organismo. Portanto,
sendo o ion sédio essencial a vida € de extrema importadncia a existéncia de
mecanismos que mantenham sua concentracdo no LEC proximo ao valor fisioldgico
(aproximadamente 145 mM). Dentre os diversos mecanismos neurais e hormonais
envolvidos na homeostase do sédio este trabalho destaca o envolvimento do

horm&nio aldosterona no controle do apetite ao sédio.

Apetite ao sodio estimulado por aldosterona

Rice e Richter (1943) observaram que ratos intactos apresentavam importante
aumento na ingestdo de sédio quando tratados com DOCA. Esse resultado foi
intrigante, uma vez que animais ADX (sem producdo de mineralocorticéides)
apresentavam também importante aumento na ingestdo de sédio (Richter, 1936) e
guando tratados com DOCA essa ingestao era reduzida a valores basais (Richter e
Eckert, 1938). A partir de entdo diversos estudos se iniciaram a fim de investigar
qual o mecanismo que estaria envolvido no apetite ao soédio induzido pelo
tratamento com mineralocorticéides e quais seriam 0s outros fatores que contribuem
para este mecanismo quando o0s mineralocorticoides estdo ausentes
(adrenalectomia).

Passadas algumas décadas apds os achados iniciais de Richter e alguns
anos apos o hormodnio adrenal responsavel pela conservacdo do sodio ser

identificado e nomeado como aldosterona (Tait S e Tait J, 1998; Tait e cols., 2004),



novas pesquisas se iniciavam para elucidar a funcéo da aldosterona na estimulagao
do apetite ao sbédio. Wolf (1965) confirmou os achados de Richter, nos quais a
administracdo de DOCA em ratos intactos estimulava a ingestao de sodio e em ratos
ADX abolia esse comportamento. No entanto, ele observou que a supressao do
apetite ao sodio de ratos ADX ocorria com doses baixas de DOCA (11 mg/kg),
porém quando esses animais recebiam maiores doses de DOCA (> 100 mg/kg) eles
novamente apresentavam aumento na ingestdo de sddio (Wolf, 1965); sugerindo
que animais ADX ainda se mantinham responsivos ao efeito natrorexigénico da
DOCA, no entanto, necessitavam de maiores doses do que 0s animais intactos.

Em experimentos subsequentes, Wolf e Handal (1966) investigaram se o
efeito da aldosterona sobre o apetite ao sédio de ratos seria 0 mesmo que 0 Visto
com o tratamento com DOCA. Os autores utilizaram doses menores de aldosterona
(30, 60 e 120 pg/semana), uma vez que as doses de DOCA (2,5 mg/dia) (Wolf,
1965; Rice e Richter, 1943) utilizadas para estimular a ingestao de so6dio eram muito
altas e estavam muito acima da dose necesséria para gerar retencéo de sodio pelos
rns e essa ingestdo de sodio poderia ndo ser funcdo fisiolégica dos
mineralocorticéides (Wolf e Handal, 1966). Os ratos receberam apenas uma injecao
das doses supracitadas durante quatro semanas, totalizando quatro injecbes. O
resultado obtido foi que o tratamento com aldosterona estimulou aumento na
ingestdo de sbédio que mostrou ser dependente de dose (Wolf e Handal, 1966). No
entanto, os autores deixaram muitas duvidas em relacdo a este resultado. Com o
objetivo de evitar a inibicdo do apetite ao sddio pela retencdo de sodio, os ratos
foram mantidos em dieta hipossédica durante todo o tratamento com aldosterona.
Isso pode ter mascarado o real efeito do tratamento crénico com baixas doses de

aldosterona, uma vez que a dieta hipossddica é sabidamente potente estimulo para



0 apetite ao sodio (Blair-West e cols., 1968). A concentracdo da solucdo salina
utilizada para o teste do apetite ao sodio é outra questdo duvidosa, 0s autores
utilizaram uma solucao isotonica (NaCl 0,15 M), que é preferencialmente consumida
pelos ratos nos testes de preferéncia-aversao (Rowland e cols., 1994), e os autores
ainda relatam que em estudos preliminares o tratamento com aldosterona néo foi
capaz de estimular a ingestdo de salina mais concentrada (Wolf e Handal, 1966).
Portanto, este estudo ndo mostrou claramente se a aldosterona em baixas doses é
capaz de estimular o apetite ao sddio assim como faz o tratamento com doses
suprafisiolégicas de DOCA.

Weisinger e Woods (1971) mostraram que a inje¢cao subcutanea (s.c.) de
aldosterona (15, 150 ou 1500 ug/kg) foi capaz de aumentar a ingestdo de sédio
(NaCl 0,33 M) em ratos, mas que esta resposta foi independente da dose
administrada. Porém, o valor da ingestdo durante o teste de 20 minutos foi muito
baixo, por exemplo, os ratos controle beberam em média 0,8 £ 0,37 contra 2,5 + 0,36
mL dos ratos que receberam a maior dose de aldosterona (1500 pg/kg) (Weisinger e
Woods, 1971). Os autores ainda sugerem que o apetite ao sédio estimulado por
aldosterona possa ser comportamento condicionado, uma vez que ratos com livre
acesso a salina hipertbnica ndo apresentaram apetite ao sodio ap0s receberem a
injecdo de aldosterona, jA os animais sem acesso a salina desenvolveram apetite ao
sédio apos a injecdo de aldosterona (Weisinger e Woods, 1971). Neste caso, 0 que
talvez tenha acontecido foi que os animais com livre acesso a salina ja estavam
adaptados e a injecao de aldosterona nao teve efeito sobre a ingestao de sodio, e 0s
ratos que nao tinham acesso a salina a consumiram por ser solugdo nova para seu
paladar e ndo por influencia da aldosterona. Todos esses estudos deixaram muitas

guestdes a serem esclarecidas e ndo conseguiram reproduzir com baixas doses de



aldosterona o apetite ao sédio que é estimulado pelo tratamento crénico com doses
suprafisiolégicas de DOCA. E o mecanismo pelo qual a aldosterona atua no controle
do apetite ao sddio ndo pode ser esclarecido.

Em 1982, Epstein propds a teoria do sinergismo na qual sugeria que o apetite
ao sodio é o resultado da elevacao simultdnea da concentracdo plasmatica de
aldosterona e de outro horménio envolvido na regulacdo do apetite ao sodio, a
angiostensina Il (All), porém esta de origem central. Esta elevagédo simultanea de
ambos os hormdnios ocorre naturalmente, por exemplo, quando o animal € mantido
em dieta hipossédica (Fregly e Rowland, 1985). Como demonstrado inicialmente por
Fluharty e Epstein (1983), a infusdo intracerebroventricular (i.c.v.) de baixas doses
de All associada ao pré-tratamento periférico com mineralocorticoide (DOCA)
estimula robusto apetite ao sédio que é superior a soma das ingestdes produzidas
por maiores doses de cada hormdnio administrado individualmente. Corroborando
com esta teoria, 0 apetite ao sodio induzido por furosemida sé pode ser abolido pelo
tratamento combinado de um antagonista de receptor mineralocorticoide (MR) (i.c.v.)
com a administracdo periférica do inibidor da enzima conversora de angiotensina
(captopril) (Sakai e cols., 1986).

Enquanto que as manipulacdes farmacolégicas utilizando DOCA e
aldosterona (Rice e Richter, 1943; Wolf, 1965; Wolf e Handal, 1966; Weisinger e
Woods, 1971) mostravam que os mineralocorticéides tinham funcédo na estimulacéo
do apetite ao sédio, estudos de lesdo em determinadas areas do sistema nervoso
central (SNC) mostravam que o0s mineralocorticoides atuam centralmente para
estimular o apetite ao sodio. Lesdes envolvendo a amigdala e o nucleo leito da estria
terminal (BST) reduziam a ingestdo de sédio estimulada pelo tratamento com

mineralocorticéides (Nitabach e cols., 1989; Zhang e cols., 1993; Zardetto-Smith e



cols., 1994; Reilly e cols., 1994). A acdo central dos mineralocorticoides na
regulacdo do apetite ao sddio também foi evidenciada pelo estudo de McEwen e
colaboradores (1986), que mostraram que a mesma dose do antagonista de MR, RU
28318, que bloqueia a acdo da aldosterona sobre o apetite ao sddio de ratos ADX é
a mesma que inibe a captacdo de *H-aldosterona em &reas prosencefalicas de ratos.

Mais estudos utilizando manipulagbes farmacoldgicas investigaram as
possiveis regibes encefalicas que poderiam ser alvos da aldosterona na regulagéo
do apetite ao sodio. Sakai e colaboradores (1986) observaram que o bloqueio
central, mas nao periférico dos MRs reduzia a ingestdo de sodio estimulada pela
deplecdo de sodio em ratos, sugerindo que os MRs prosencefalicos poderiam ser os
possiveis alvos para acao central da aldosterona (Sakai e cols., 1986). A amigdala é
outro local sugerido para atuacédo da aldosterona na regulacao do apetite ao sédio,
sendo inclusive proposto um mecanismo n&o-gendmico (Sakai e cols., 1996; Sakai e
cols., 2000).

Contudo, um fator que muitas vezes € ignorado ao se investigar possiveis
alvos centrais para acdo da aldosterona é a sua baixa taxa de penetracao através da
barreira hemato-encefalica (BHE) (Pardrigde e Mietus, 1979; revisado por Geerling e
Loewy, 2009). Apesar de ser um hormdnio esterdide lipofilico, a baixa
permeabilidade da aldosterona na BHE (cerca de 3,5 £ 0,8%), se deve a sua maior
tendéncia de formar pontes de hidrogénio em solucfes aquosas (Pardrigde e Mietus,
1979). Além disso, a proteina transportadora chamada de MRD-1 ou glicoproteina P
situada na BHE (Geerling e Loewy, 2009) é outro fator limitante ao acesso da
aldosterona no SNC. A funcdo dessa proteina € transportar ativamente substancias
contra 0 seu gradiente de concentracdo, ou seja, ela bombeia substancias que

atravessaram a BHE de volta para a circulacao (Uhr e cols., 2002; Geerling e Loewy,



2009). Evidéncias apontam a MRD-1 como importante regulador da penetracdo da
aldosterona através da BHE, pois camundongos knockout para MRD-1 apresentam
aumento da captacdo e do acumulo de aldosterona, corticosterona e cortisol no
encéfalo em relacdo aos animais selvagens (Uhr e cols., 2002). Portanto, a proteina
transportadora MRD-1 atua como uma barreira enddégena a penetracdo dos
corticosteréides na BHE, cujo maior objetivo seria proteger o SNC da acao desses
horménios.

A baixa taxa de penetracédo da aldosterona na BHE faz com que a maioria das
células do SNC sejam expostas apenas a pequenas fracdes da baixa concentracao
de aldosterona circulante (cerca de 14,1 + 2 ng/dL; Douglas e Catt, 1976). O que
torna areas desprovidas de BHE locais de facil acesso a aldosterona circulante e
pode sugerir que estes sejam 0s principais locais de acdo da aldosterona no SNC.

Outro fator importante é que apenas a expressdo do MR néo é suficiente para
gue uma célula seja sensivel a aldosterona. Isso porque os MRs sdo geneticamente
muito semelhantes aos receptores glicocorticoides (GR) (Arriza e cols., 1987). Sendo
assim, os glicocorticéides apresentam afinidade semelhante a da aldosterona pelo
MR (Shepard e Funder, 1987). Além disso, a concentracdo plasmatica dos
glicocorticéides é cerca de 100 a 1000 vezes maior do que a concentracao
plasmatica de aldosterona (Naray-Fejes-Téth e Fejes-Toth, 1996; Odermatt e cols.,
2001). Devido a essas caracteristicas, podemos inferir que os MRs séo
preferencialmente ocupados pelos glicocorticoides. Por isso, a presenca da enzima
11 R — hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (HSD2) nos 6rgaos-alvo de acdo da
aldosterona é de extrema importancia, pois ela inativa os glicocorticéides
enddgenos, cortisol (em humanos) e corticosterona (em roedores) em seus analogos

biologicamente  inativos 11-ceto  (cortisona e  1l1-desidrocorticosterona,



respectivamente), evitando que estes se liguem ao MR, permitindo livre acesso
apenas a aldosterona (figura 1) (Naray-Fejes-Téth e Fejes-Téth, 1996; Odermatt e

cols., 1999; 2001).
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Figura 1: Mecanismo de acéo da enzima 11 3 — hidroxiesterdide desidrogenase tipo
2 (HSD2). A. Devido a auséncia de HSD2, os glicocorticoides que se encontram em
maior concentracdo plasmatica do que a aldosterona, preferencialmente se ligam no
MR. B. A enzima HSD2 inativa os glicocorticbides e permite livre acesso a
aldosterona no MR. Abrevia¢cdes: ALDO: aldosterona; CORT-OH: corticosterona;
CORT=0: metabdlitos 11-ceto; MR: receptor mineralocorticoide. Extraido e adaptado

de Geerling e colaboradores (2006b).
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Entdo, varios estudos sugerem uma acao central da aldosterona tanto na
regulacdo da ingestdo de sodio (Sakai e cols., 1986; 1996; 2000), quanto na sua
acdo hipertensiva (Gomez-Sanchez, 1986). No entanto, como descrito acima, ha
diversas limitacdes para a acao da aldosterona no SNC, pensando nisso Geerling e
Loewy iniciaram uma pesquisa para localizar no SNC neurdnios que fossem
sensiveis a aldosterona. Cientes de que para a aldosterona ser capaz de se ligar ao
MR livremente, sem a competicao com os glicocorticéides, € necessaria a expressao
da enzima HSD2, Geerling e Loewy realizaram um estudo de imunohistoquimica
para confirmar as regibes do SNC que expressavam MR e HSD2. Utilizando
anticorpo especifico contra MR de rato, Geerling e colaboradores (2006b)
observaram expresséo difusa de MR por todo o encéfalo, corroborando com estudos
prévios (Ahima e cols., 1991; Roland e cols., 1995). No entanto, um pequeno grupo
de neurbnios localizados no subnucleo medial dos ndcleos do trato solitario (NTS),
chamou atencdo devido a intensa imunorreatividade para MR (Geerling e cols.,
2006b; Geerling e Loewy, 2009). Porém, como ja descrito anteriormente, apenas a
presenca de MR ndo é suficiente para que o tecido seja seletivo a aldosterona.
Entdo, uma vez confirmada a expressdo difusa de MR no SNC, Geerling e
colaboradores (2006b) avaliaram se estes neurbnios também expressavam a
enzima HSD2. Com os tratamentos anatdmicos especificos descobriu-se intensa
imunorreatividade para HSD2 no NTS medial, com a mesma distribuicdo restrita
apresentada pelos MRs. E ao realizarem a dupla marcacdo observaram que a
enzima HSD2 estava co-localizada com os MRs apenas no NTS, e em nenhum outro
local do SNC encontraram essa dupla marcacéo (Geerling e cols., 2006b). Sendo

assim, esses neurbnios foram denominados de “neurbnios HSD2”", por serem 0s
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anicos neurdnios que co-expressam a enzima HSD2 e o MR (Geerling e cols.,
2006b)

Os neurdnios HSD2 estéo localizados desde porcdes rostrais a area postrema
(AP), se estendendo até a porcdo caudal do NTS ao nivel da transicao bulbo-
espinal. As concentracbes mais densas de neurdnios HSD2 localizam-se no NTS
medial que esta na borda do 4V, proximo ao nivel que se forma o canal central,
abaixo da AP (Geerling e cols., 2006a; 2006b) (figura 2). Portanto, além de
expressarem MR e HSD2, o que os torna sensiveis e seletivos a aldosterona, os
neurdnios HSD2 estdo proximos a uma regido desprovida de BHE (a AP), de facil
acesso a aldosterona circulante.

Apés identificarem os neurdnios HSD2, Geerling e colaboradores (2006a)
investigaram se estes neurbnios apresentariam alguma resposta funcional para a
aldosterona circulante. Pronunciada translocacado nuclear do MR foi observada em
ratos ADX tratados com aldosterona, mas ndo com corticosterona ou veiculo, o que
confirmou que estes neurdnios sao seletivamente sensiveis a aldosterona in vivo. No
mesmo estudo, 0s autores mostraram que 0s neurdnios HSD2 séo ativados por
diversas situacfes que estimulam o apetite ao sédio, tais como a dieta com privagao
de sddio, diurese por furosemida, tratamento crénico com altas doses de DOCA e
adrenalectomia. A maior ativacao foi observada no protocolo de 8 dias de privacao
de sédio (Geerling e cols., 2006a). Essa ativacao se relacionou a importante e rapida
ingestdo de sodio apresentada pelos grupos privados de sodio e tratados com
DOCA, o que sugere que o0s neurdnios HSD2 apresentam padrdo de ativacao
intimamente relacionado ao apetite ao sédio. Outro resultado interessante foi a
rapida inativacdo dos neurénios HSD2 apds cerca de 2 horas do acesso a salina

hipertonica (Geerling e cols., 2006a). A ingestdo de salina hipertonica inibe os
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neurénios HSD2 mesmo na presenca constante de estimulo que os ativam, como no
caso do tratamento crénico com DOCA (Geerling e Loewy, 2006c). Esses resultados
sugerem que os neurdnios HSD2 s&o inibidos por sinais diretamente relacionados a
ingestdo de sodio e ndo pelo simples alivio da deficiéncia de sddio, que ndo ocorre
durante a administracao crénica de mineralocorticéides (Geerling e cols., 2006a;
Geerling e Loewy, 2006c). Essa rapida inibicdo apdés o consumo de salina
hipertbnica pode ocorrer por mecanismos inibitérios locais, uma vez que,
concomitantemente a inibicdo dos neurénios HSD2, ocorre ativacdo de neurbnios
vizinhos a eles no NTS medial (incluindo os neurdnios noradrenérgicos A2) e na AP
(Sequeira e cols., 2006). Além disso, a ingestao de salina hipertdnica também ativa
neurdnios localizados no nucleo parabraquial (PBN), que sdo responsaveis por
retransmitir as informag¢des gustatdrias e viscerossensoriais do NTS para areas
prosencefélicas (Geerling e Loewy, 2007b). E também, a inibicdo dos neurdnios
HSD2 pode ocorrer devido aos sinais pds-ingestivos do trato gastrointestinal que
chegam ao NTS por meio do nervo vago, uma vez que 0s neurénios HSD2 também
recebem inervacgao vagal (Shin e cols., 2009).

Importante ressaltar que ratos ADX, ou seja, sem producao de aldosterona,
também apresentaram ativacdo dos neurénios HSD2 quando privados de sodio e
inibicdo quando foi permitido o acesso a salina hipertdnica (Geerling e cols., 2006a),
0 que significa que estes neurbnios sdo ativados por algum outro mecanismo
(neural/humoral) independente da aldosterona, que ainda permanece desconhecido.

Os neurdnios HSD2 parecem nédo se relacionar com a sede, uma vez que
estimulos como a hiperosmolaridade e a hipovolemia na fase precoce ndo os
ativam. Somente a hipovolemia prolongada foi capaz de ativar os neurénios HSD2

ao mesmo tempo em que este tratamento estimulou a ingestao de sédio (Geerling e
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Loewy, 2007a). Esses resultados confirmaram que a fungédo dos neurbnios HSD2 é
estritamente relacionada ao apetite ao sédio.

Aparentemente, 0s neurbnios HSD2 também ndo estdo diretamente
envolvidos no controle das funcbes cardiovasculares, pois eles ndo se conectam
com areas envolvidas no controle autonémico (Geerling e Loewy, 2006b) e nem séo
ativados pela queda na pressao arterial produzida por hidralazina (Geerling e Loewy,
2009).

Estudos com tracadores neuronais evidenciaram que os neurdnios HSD2 se
conectam por meio de projecbes diretas ou indiretas com diferentes areas
envolvidas na regulacado do apetite ao sddio (revisado por Formenti e cols., 2008).
Eles enviam importantes projecdes eferentes para a porcdo ventrolateral do nucleo
leito da estria terminal (BSTvI), pré-locus ceruleus (pre-LC) e para diviséo interna do
nucleo parabraquial externo-lateral (PBNel). Sendo que o BSTvl recebe projecbes
eferentes dos neurbnios HSD2 tanto direta, quanto indiretamente por meio do pre-
LC e do PBNel (Geerling e Loewy, 2006b). Outro estudo demonstrou que o0s
neurbnios HSD2 apresentam conexdes bidirecionais com o nucleo central da
amigdala (CeA) (Geerling e Loewy, 2006a). Além disso, também se projetam para o
nacleo accumbens (NAc), por meio de uma via multissinaptica envolvendo nucleos
pontinos e hipotalamicos (Shekhtman e cols., 2007). O NAc estd envolvido nos
mecanismos de recompensa, motivacao e aprendizado, e é ativado durante varios
comportamentos ingestivos, incluindo a ingestdao de sédio (Voorhies e Bernstein,
2006). Assim como a maioria dos neurdnios do NTS, os neurdnios HSD2 também
sdo inervados pelo nucleo paraventricular (PVN) (Geerling e Loewy, 2008). E

localmente, sdo inervados por um grupo de neurdnios do NTS dorsomedial que
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expressam neurotensina e, também, recebem impulsos de neurbnios da AP
(Sequeira e cols., 2006).

Possivelmente, o neurotransmissor liberado pelos axdnios dos neurbnios
HSD2 seja excitatdrio, provavelmente o glutamato, pois estes neurbnios expressam
o fator de transcricdo Phox2b que é marcador de neurdnios glutamatérgicos no NTS
(Geerling e cols., 2008). Outra evidéncia para a trasmissao sinaptica excitatéria
desses neurdnios, é a concomitantemente ativacdo dos neurdnios que recebem
suas projecdes eferentes (pre-LC e PBNel) durante o protocolo de privacdo de sédio
(Geerling e Loewy, 2007b).

Em resumo, os neurbnios HSD2 sao as Unicas células do SNC sensiveis e
seletivos a aldosterona, ativados em associacdo com o apetite ao sédio, inibidos
pela ingestdo de sédio, que se conectam por meio de projecdes diretas ou indiretas
com areas envolvidas na regulacdo do apetite ao sédio e estdo em regido de facil
acesso a aldosterona circulante. Todas essas caracteristicas tornam os neurbnios
HSD2 do NTS fortes candidatos ao local preferencial de acdo da aldosterona no
SNC para a regulacdo do apetite ao sédio e 0os caracterizam como parte integrante

do circuito neuro-humoral relacionado ao controle deste comportamento.



15

+B0MmM ™| FAODL M
4 / '
Aol T
. rmed \ T
f g ,
( x SR
= 1 E 4 ¥ \“- - } Il_,.d'_'hﬁl T x"\.
‘\ _ e TS . e NTS
o N N A

[‘ II'I ."{ 0Bjam

Figura 2: Localizagdo dos neurdnios imunorreativos para a enzima HSD2 no bulbo
dorsomedial (A-C). Esses neurdnios (verde) estdo no NTS rostral a AP (A) e se
estendem ~ 1 mm caudal (C). As distancias rostrocaudais (no topo a direita, em
micrometros) sao relativas ao nivel do calamus scriptorium (C). D. imunorreatividade
para MR (vermelho) no citoplasma nuclear e perinuclear de neurdnios
imunorreativos a HSD2 (verde) no NTS de um animal com alta concentracao
plasmatica de aldosterona. Abreviacdes: AP: area postrema; 4V: quarto ventriculo;
med: subndcleo medial do NTS; com: subnucleo comissural do NTS; SubPD: zona
subpostremal dorsal; T: trato solitario; X: ndcleo dorsal do vago; Xll: ndcleo

hipoglosso. Extraido de Geerling e colaboradores (2006a).
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OBJETIVOS

Diante do que foi apresentado na introducdo, sabemos que o0s
mineralocorticéides estimulam o apetite ao sodio e que este efeito provavelmente
seja resultado da acdo central destes hormonios. Porém, ainda pouco se sabe sobre
qual regido do SNC o0s mineralocorticoides atuam para desencadear este
comportamento. Os neuronios HSD2 do NTS estdo estritamente relacionados ao
apetite ao sodio e sdo os Unicos neurdnios identificados até o momento que sdo
sensiveis e seletivos a aldosterona, as concentracfes mais densas desses

neurdonios se localizam no NTS medial na borda do 4V.

Dessa forma, os objetivos principais desse estudo foram investigar:

Se a infuséo crbnica de aldosterona no 4V é capaz de induzir o apetite ao
sodio.

Se a infuséo crbnica de aldosterona no VL é capaz de induzir o apetite ao
sodio.

Se a injecdo de antagonista especifico de MR (RU 28318) no 4V é capaz de
reduzir ou bloquear a resposta de ingestdo de sodio desencadeada pela
diurese induzida por furosemida ou tratamento crbnico com agonista
mineralocorticéide ou privacao de sadio.

Se a injecdo de antagonista especifico de MR (RU 28318) no VL é capaz de
reduzir ou bloquear a resposta de ingestdo de sodio desencadeada pela

diurese induzida por furosemida.
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MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Os estudos foram realizados em ratos Wistar Hannover com peso entre 280 —
350 g, obtidos do biotério central da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP-
EPM). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais sob condi¢cbes controladas
de temperatura (22 = 2 °C), umidade (40 a 60%) e com ciclo claro/escuro de 12
horas. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Sdo Paulo (processo 1805/07). Todo o esforgo foi feito
para evitar qualquer sofrimento aos animais e para minimizar o nimero de animais
utilizados. Somente animais que apresentaram comportamento semelhante aos dos
animais que nédo sofreram intervencdes cirurgicas foram utilizados neste trabalho, do

contrario foram prontamente sacrificados.

2. Dieta

Antes do periodo experimental os animais foram mantidos constantemente
com racao padrao (Nuvilab CR-1; Colombo, PR, Brasil) e agua ad libitum. Animais
que receberam infusdo i.c.v. ou injecdes periféricas de furosemida foram mantidos
na dieta descrita acima e tiveram acesso também a NaCl (cloreto de sédio) 0,3 M ad
libitum antes, durante e ap6s os experimentos (exceto os animais que foram tratados
com furosemida, no qual a comida e o NaCl 0,3 M foram removidos desde o
momento das injecdes até 0 momento do experimento no dia seguinte). Nos animais
gue receberam tratamento cronico com DOCA, o acesso a NaCl 0,3 M foi restrito a 2
horas por dia. O NaCl 0,3 M foi oferecido aos animais antes dos experimentos com 0

objetivo de adapta-los e medir sua ingestdo basal diaria. Para o protocolo de
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privacdo de sodio a dieta supracitada foi substituida por agua destilada (dH20) e

ragao hipossadica (0,005% de Na*; Prag Solucdes Biociéncias, Jad, SP, Brasil).

3. Implante de canula guia em dire¢cao ao 4V

Depois de anestesiados (quetamina 100 mg/kg, i.p.; Dopalen, Vetbrands,
Jacarei, SP, Brasil e xilazina 2% 10 mg/kg, i.p.; Sedafarm, Farmabase Saude
animal, Jaguariuna, SP, Brasil), os animais foram colocados em um aparelho
estereotaxico para pequenos animais modelo 960 (David Kopf Instruments, Tujunga,
CA, EUA). Apés fixagdo da cabecga do animal por meio de duas barras auriculares,
foi feita uma injec@o subcuténea de 0,2 mL do anestésico local lidocaina contendo
adrenalina (vasoconstritor) (Xylestesin 2%, Cristalia, Itapira, SP, Brasil), a fim de
reduzir o sangramento no campo cirargico. Apés a assepsia da pele com solugéo
PVPI (polivinilpirrolidona-iodo), a calota craniana foi exposta por meio de uma
incisdo longitudinal na pele e no tecido subcutaneo da cabeca. Em seguida, os
pontos bregma e lambda foram localizados e tomados como referéncia para
horizontalizacdo da cabeca do animal no estereotaxico e dos parametros de
implante. Trés parafusos de ac¢o inoxidavel foram fixados na calota craniana. Entao,
uma canula guia (20 mm ou 12 mm) de aco inoxidavel foi introduzida no cerebelo
através de um pequeno orificio aberto no cranio por trepanacao (com fresa esférica
acoplada a micromotor de baixa rotacéo) e dirigida ao 4V segundo as coordenadas:
-12,8 mm no sentido anteroposterior, 0 mm lateral-lateral e -6,1 mm no sentido
dorsoventral, todas em relacdo ao bregma (Paxinos e Watson, 1986). As canulas
foram fixadas ao cranio dos animais com resina acrilica autopolimerizante utilizando-
se os parafusos previamente implantados como pontos de fixacao. Apdés a completa

fixacdo da canula guia, a mesma foi fechada com um mandril (oclusor) de aco
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inoxidavel de 20 mm ou 12 mm até o momento da realizacao do experimento. Como
medida profilatica ap6s a cirurgia todos os animais receberam uma dose de 0,2 mL
(i.m.) de pentabidtico veterinario (1.200.000 Ul; Fort- Dodge, Campinas, SP, Brasil)
na pata posterior. Ao final da cirurgia, os animais foram engaiolados individualmente
e foram mantidos por 8 a 10 dias em recuperacéo para inicio do protocolo. Durante o
periodo de recuperacao foram registrados diariamente os valores basais de ingestéao

de comida, agua e NaCl 0,3 M.

4. Implante de canula guia em direcdo ao VL

O mesmo procedimento acima descrito foi seguido para implantar a canula
guia em direcdo ao ventriculo lateral (VL) cerebral esquerdo. Foi implantada uma
canula guia de aco inoxidavel de 17 mm, utilizando-se as seguintes coordenadas
esterotaxicas: - 0,3 mm no sentido anteroposterior, - 1,5 mm lateral a linha média, -
3,1 mm no sentido dorsoventral, todas em relagdo ao bregma e com a cabeca do
animal horizontalizada (Paxinos e Watson, 1986). E a cénula guia foi mantida
ocluida por um oclusor de aco inoxidavel de 17 mm até o momento da realizac&o do
experimento. Ao final da cirurgia, os animais foram engaiolados individualmente e
foram mantidos por 8 a 10 dias em recuperacado para inicio do protocolo. Durante o
periodo de recuperacao foram registrados diariamente os valores basais de ingestao
de comida, agua e NaCl 0,3 M. Um dia antes do inicio do protocolo de infuséo i.c.v.,
0 posicionamento correto da canula guia em direcdo ao VL foi avaliado pela medida
de ingestdo de agua do animal estimulada por uma injecéo i.c.v. de 10 ng de All no
volume de 1 pL. A ingestdo minima de agua esperada apds a injecéo i.c.v. de All foi
estabelecida em 5 mL em até 15 minutos (Omouessi e cols., 2007). Animais que

exibissem ingestéo inferior a este limite seriam excluidos do experimento.
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5. Infuséo intracerebroventricular de aldosterona

Apbs o periodo de recuperacdo os animais foram colocados individualmente
em gaiolas de acrilico (30 cm x 22 cm x 23 cm; Insight Equipamentos, Ribeirao
Preto, SP, Brasil) para realizacdo da infusao i.c.v. de aldosterona. As infusdes foram
realizadas por meio de um sistema de tubos de Teflon (0, 254 mm x 0, 508 mm,;
Scientific Commodities, Inc., Lake Havazu City, AZ, EUA) para infusdo continua que
permite livre movimentacdo ao rato, como descrito anteriormente (Sakai e cols.,
1986). Uma mola de aco inoxidavel foi utilizada para proteger o tubo de Teflon de
possiveis danos. Este sistema continha em uma de suas extremidades uma injetora
de 22 mm (para infusdes no 4V) ou 18,5 mm (para infusbes no VL) que foi
conectada a canula guia previamente implantada no animal. A outra extremidade do
sistema foi conectada a uma seringa de 100 pL (Hamilton, Reno, Nevada, EUA) que
estava conectada a bomba de infusdo (modelo YA-12; Braintree Scientific, Inc.,
Braintree, MA). A cada bomba de infusdo foram conectadas duas seringas, o0 que
permitiu a infusdo de dois animas por bomba simultaneamente. Os animais foram
mantidos na infusdo por 6 dias consecutivos, nos quais diariamente mediu-se sua
ingestdo de comida, agua e NaCl 0,3 M. O estado geral dos animais também foi
avaliado diariamente e somente animais que se encontravam em perfeito estado
geral foram mantidos na infusdo, do contrario foram prontamente excluidos. E ao
final do periodo de infusdo os animais retornaram para gaiolas convencionais e sua

ingestdo continuou sendo registrada por mais 3 dias antes de serem sacrificados.

6. Injecdes periféricas
As injecbes periféricas foram administradas por via subcutanea (s.c.) na

regido lateral do dorso do animal utilizando-se de agulha hipodérmica de 23 gauge
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acoplada a seringa de 1 mL. O volume injetado variou de acordo com a droga

utilizada e esta descrito nos protocolos especificos.

7. Microinjecao intracerebroventricular

As microinjecbes i.c.v. foram realizadas com agulha injetora (30 gauge)
conectada a um tubo PE-10 (Becton Dickinson and Company, 7 Loveton Circle
Sparks, MD, EUA) de aproximadamente 15 cm e este a uma seringa Hamilton de 10
nL, ambos preenchidos com agua destilada. A agulha injetora foi construida de
forma a ser facilmente inserida dentro da canula guia e transpassa-la exatamente 2
mm (para 4V) ou 1,5 mm (para VL) para atingir o sitio de microinjecdo. O volume de

cada microinjecao i.c.v. foi de 2 L.

8. Teste de ingestdo de 2 horas

Para a realizacao do teste de ingestdo de 2 horas os animais foram mantidos
em gaiolas individuais, tiveram sua racdo e agua removidas e foram acopladas a
gaiola duas buretas graduadas contendo agua ou agua destilada e NaCl 0,3 M de
acordo com protocolos especificos descritos abaixo. O inicio do teste foi considerado
a partir do momento em que o animal localizou as buretas. E durante 2 horas ap6s o
inicio do teste a ingestdo dos animais foi registrada nos seguintes intervalos de

tempos: 15, 30, 60, 90 e 120 minutos.

9. Drogas utilizadas
Acetato de desoxicorticosterona — DOCA (Sigma, St. Loius, MO, EUA):
agonista de receptor mineralocorticéide; 2 mg/dia, injetado por via subcutanea

(volume de 0,4 mL). Veiculo: 6leo vegetal.
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Aldosterona (Sigma, St. Loius, MO, EUA): hormdnio esterdide; 1, 10 ou 100
ng/h infundida no 4V ou no VL, em uma taxa de infusdo de 2 pL/h. Veiculo:
1% etanol-salina.

Angiotensina Il (Sigma, St. Loius, MO, EUA): hormdnio peptidico; 10 ng
injetado no VL (volume de 1 pL). Veiculo: solugéo salina (NaCl 0,9%).
Furosemida (Hipolabor, Sabara. MG, Brasil): diurético; 10 mg/kg (volume de
0,1 mL/100 g), injetado por via subcutanea.

RU 28318 (Tocris Bioscience, Ellisville, MO, EUA): antagonista seletivo de
receptor mineralocorticéide; 100 ng ou 500 ng, injetado no 4V ou no VL

(volume de 2 pL). Veiculo: 1% etanol-salina.

10. Protocolos experimentais

10.1. Infuséo crbénica de aldosterona no 4V

Apds o periodo de recuperacdo da cirurgia cerebral (cerca de 8 dias), os
animais com canula guia implantada em direcdo ao 4V foram colocados
individualmente em gaiolas de acrilico e submetidos a infuséo i.c.v. de aldosterona
ou veiculo, como descrito acima. Para a construcdo da curva dose-resposta, 0S
animais receberam a infusdo de aldosterona nas doses de 1 ng/h, 10 ng/h ou 100
ng/h (n= 5/dose), e os animais controle receberam a infusdo do veiculo (1% etanol-
salina; n= 5), por 6 dias consecutivos. A taxa de infusdo foi de 2 pL/h. Durante o
periodo de infusdo a ingestdo diaria de comida, 4gua e NaCl 0,3 M dos animais
foram registradas. E ao final do sexto dia de infusdo os animais foram

desconectados do sistema de infusdo, pesados e retornaram as gaiolas
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convencionais, e por mais 3 dias sua ingestdo diaria continuou sendo registrada a
fim de avaliar o comportamento ingestivo com o término da infusao (figura 3).

As doses de aldosterona utilizadas neste protocolo foram baseadas no estudo
prévio de Gomez-Sanchez (1986). Além disso, essas doses encontram-se proximas
da escala dos valores de concentracbes plasmaticas de aldosterona estimulados

pela dieta com privacao de sddio (297 + 104 ng/dL) em ratos (Douglas e Catt, 1976).

10.2. Infuséo cronica de aldosterona no VL

O protocolo de infusdo i.c.v. nos animais com canula guia implantada em
direcdo ao VL foi realizado da mesma maneira como descrito no protocolo 10.1. As
doses de aldosterona infundidas no VL foram 10 ng/h ou 100 ng/h (n= 4/ dose) em

uma taxa de infusdo de 2 pL/h por 6 dias consecutivos (figura 3).

Implante no Inicio da infusao Término da
4V ou VL i.c.v. infusao
Medidas basais | | I
- 8 dias 0 6 dias +3 dias

Figura 3: Representacdo esquematica do protocolo de infusdo crénica de

aldosterona no 4V ou no VL.

10.3. Deplecéo de sadio com furosemida e microinjecao
intracerebroventricular de RU 28318

Os animais implantados previamente com canula guia em direcdo ao 4V (n=
6) ou ao VL (n= 6) receberam duas injecdes s.c. de furosemida, separadas por 30

minutos, na dose de 10 mg/kg no volume de 0,1 mL/100 gramas, aproximadamente
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24 horas antes do protocolo especifico. Apés as injecfes os animais foram mantidos
em gaiolas individuais limpas, com agua e privados de comida até o inicio do
experimento. Na manha seguinte apos a deplecdo de sodio por furosemida, os
animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos, um grupo que recebeu uma
microinjecao i.c.v. do antagonista de MR, RU 28318 (n= 6), e outro que recebeu
veiculo (1% etanol-salina; volume de 2 pL) (n= 6). A dose de RU 28318 utilizada foi
de 100 ng no volume de 2 pL. Apds 2 horas da realizagdo da microinjecéo i.c.v. 0s
animais foram submetidos ao teste de ingestéo de 2 horas (figura 4).

Os animais foram depletados de sodio por mais de uma vez, com intervalo de
uma semana entre as deplecdes, sendo que a primeira deplecdo/experimento nao
foi considerada a fim de evitar possiveis erros de interpretacdo dos resultados, pois
como ja evidenciado na literatura, ha aumento significante no valor da ingestao de
sédio conforme ocorrem deplecBes repetidas com furosemida, e a maior diferenca
ocorre entre a primeira e a segunda deplecéao (Sakai e cols., 1987; 1989). Todos os
animais utilizados receberam tanto injecdo de veiculo como de antagonista em
ordem aleatéria, intercalando-as a cada semana, para compararmos as diferentes
respostas obtidas em cada tratamento no mesmo animal.

As doses de RU 28318 utilizadas neste protocolo e nos protocolos
subsequentes foram basedas no estudo prévio de Rahmouni e colaboradores

(2002h).
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Injecdes de
Implante
no‘fw ou furosemida (10  Microinjegao Teste de
VL mg/kg) i.c.v. ingestéo de 2h
| | —+2h
- 8 dias 0 +24h 15° 30" 60° 90 120°

Figura 4: Representacdo esquematica do protocolo de deplecdo de sodio com

furosemida e microinjecéo i.c.v. de RU 28318.

10.4. Tratamento cronico com DOCA e microinjecédo de RU 28318 no 4V

Os animais implantados previamente com céanula guia em direcdo ao 4V
receberam diariamente uma injecéo s.c. de DOCA na dose de 2 mg (volume de 0,4
mL) durante 7 dias consecutivos. Durante este periodo os animas foram mantidos
com racao padrdo, agua e diariamente tinham acesso a uma bureta graduada
contendo NaCl 0,3 M por um periodo de 2 horas, sempre no mesmo horario, em
torno de 13:00 h. O objetivo foi condicionar os animais a presenca dessa solu¢édo na
gaiola por apenas este periodo de tempo e também para avaliarmos o
desenvolvimento do apetite ao sédio ao longo dos dias. No dia seguinte apds o
término do periodo de 7 dias de tratamento com DOCA os animais foram
aleatoriamente divididos em dois grupos, um grupo que recebeu uma microinjecao
i.c.v. de RU 28318 (n= 7) e outro que recebeu veiculo (1% etanol-salina) (n= 4). A
dose de RU 28318 utilizada foi de 500 ng no volume de 2 uL. ApGs 2 horas da
realizacdo da microinjecédo i.c.v. os animais foram submetidos ao teste de ingestéo

de 2 horas, préximo ao horario em que se realizou o condicionamento (figura 5).
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Implante Injecdes de Microinjegéo _ Teste de
no4v DOCA (2 eV, ingestao de
mg/idia) 2h
| Treino de ingestio 2h I —+*2h
- 8 dias 0 7 dias +24h 15' 300 607 90° 1200

Figura 5: Representacdo esquematica do protocolo de tratamento crénico com

DOCA e microinjecédo de RU 28318 no 4V.

10.5. Privacao de sédio crbénica e microinjecao de RU 28318 no 4V

Os animais implantados previamente com céanula guia em direcdo ao 4V
foram mantidos durante 9 dias no protocolo de privacdo de sodio, recebendo racéo
hipossodica (0,005% de Na’) e agua destilada. Na manh& seguinte apdés o término
de 9 dias de privacdo de sédio os animais foram aleatoriamente divididos em dois
grupos, um grupo que recebeu uma microinjecado i.c.v. de RU 28318 (n= 5) e outro
que recebeu veiculo (1% etanol-salina) (n= 4). A dose de RU 28318 utilizada foi de
100 ng no volume de 2 pL. Apds 2 horas da realizacdo da microinjecao i.c.v. 0s

animais foram submetidos ao teste de ingestédo de 2 horas (figura 6).

Dieta
icroinieca Teste de
Implante no hipossédica+ Mlcr_ulnjegau ingestio de
- dH,0 i.c.v. e
I I — +2h

Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo de privacdo de sddio crénica e

microinjecao de RU 28318 no 4V.



27

11. Perfuséao e histologia

Ao final de cada experimento, os animais foram profundamente anestesiados
com dose letal de uretana (400 mg/mL, i.p.; Sigma, St. Loius, MO, EUA) e
receberam uma nanoinjecdo de azul de Evans (2%; volume de 100 nL) no 4V ou no
VL e, entdo, foram submetidos a abertura da caixa toracica para exposi¢cdo do
coracdo e na sequéncia foi inserida uma agulha (18 gauge) para realizacdo da
perfusdo transcardiaca, sendo infundida uma de solucdo de formalina 10%. Ao final
da perfuséo o encéfalo foi removido e posteriormente seccionado em micrétomo de
congelamento. Os cortes histolégicos (50 um) foram corados com coloracédo de
Giemsa e a seguir analisados em microscopia Optica de campo claro. Somente os
animais com confirmacéo histolégica dos sitios de infusdo ou microinje¢do foram

considerados neste estudo (figuras 7 e 8).

12. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa SigmaStat 2.0
(Jandel Corporation, Point Richmond, CA, EUA). Os resultados foram expressos
como média = erro padrdo da média (EPM) e submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias para medidas repetidas, quando se tratou de comparar dois
tratamentos diferentes em um mesmo animal ou ANOVA de duas vias sem
repeticdo, quando se tratou de comparar dois tratamentos diferentes em animais
diferentes, ambas foram seguidas pelo pés-teste de Tukey. Dados provenientes de
ensaios pareados foram comparados entre si pelo teste t pareado. As diferencas

estatisticas foram aceitas como sendo significantes para p< 0,05.
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Figura 7: Fotomicrografia de uma secgdo transversal do cerebelo e do bulbo
mostrando o sitio de infusdo ou microinjecdo no 4V. A seta indica o local da infuséo.

Abreviagdo: 4V: quarto ventriculo.
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Figura 8: Fotomicrografia de uma seccao transversal do prosencéfalo mostrando o
sitio de infusdo ou micorinjecdo no VL. A seta indica o local da infusdo. Abreviacao:

VL: ventriculo lateral.
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RESULTADOS

1. Efeitos da infusdo crénica de aldosterona no 4V sobre o apetite ao sédio de
ratos

Os ratos implantados com cénula guia em direcdo ao 4V foram mantidos
durante 6 dias em infusdo continua de aldosterona (1, 10 ou 100 ng/h) ou de seu
veiculo (1% etanol-salina; controle) (n= 5 /grupo) e diariamente tiveram sua ingestéo
de comida, 4gua e NaCl 0,3 M medidas a fim de avaliar possivel efeito mediado pela
aldosterona sobre o comportamento ingestivo desses animais. A figura 9 mostra o
efeito da infus&o de diferentes doses de aldosterona ou de seu veiculo no 4V sobre
a ingestao de sodio. A infusdo cronica de veiculo ndo alterou a ingestdo de sodio
dos ratos quando comparada ao seu valor basal (veiculo vs. basal, [F(1,4)= 3,771,
p> 0,05]). No entanto, a infusdo de aldosterona 1, 10 ou 100 ng/h alterou
significamente a ingestédo basal de sddio (1 ng/h vs. basal, [F(1,4)= 7,762; p< 0,05];
10 ng/h vs. basal, [F(1,4)= 8,969; p< 0,05]; 100 ng/h vs. basal, [F(1,4)= 158,36; p<
0,001]). A infuséo crénica de 10 ou 100 ng/h de aldosterona promoveu substancial
aumento na ingestao de sodio (chegando até 45,8 + 14,9 e 129,8 + 5,5 mL/24 h,
respectivamente) (figura 9), que foi estatisticamente significante quando comparado
ao veiculo [F(3,96)= 126,731; 10 ng/h vs. veiculo, p< 0,001; 100 ng/h vs. veiculo, p<
0,001] e a dose de 1 ng/h [F(3,96)= 126,731; 10 ng/h vs. 1 ng/h, p< 0,001; 100 ng/h
vs. 1 ng/h, p< 0,001]. Essa robusta ingestdo de sédio desenvolvida em animais que
receberam a infusdo de 10 ou 100 ng/h, mostrou ser dependente de dose, pois a
ingestdo de sddio apresentada pelo grupo de animais que recebeu a infusdo de 100
ng/h foi estatisticamente superior a ingestdao do grupo que recebeu a dose de 10

ng/h [F(3,96)= 126,731; p< 0, 001]. Essa diferenca na ingestdo de sédio entre os
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dois grupos (10 ou 100 ng/h) se tornou estatisticamente significante a partir do
terceiro dia de infusdo e se manteve assim até o término (sexto dia). Além disso, a
laténcia para o aparecimento dessa resposta também foi menor conforme o aumento
da dose (figura 9), ou seja, ratos que receberam a infusdo de 100 ng/h apresentaram
aumento precoce na ingestdo de sddio em relacdo ao grupo que recebeu a infusao
da dose de 10 ng/h. Ambas as doses mostraram tendéncia em elevar a ingestéo de
sédio apOs as primeiras 24 horas do inicio da infusdo (figura 9). Porém, no grupo
que recebeu a dose de 100 ng/h esse aumento se tornou estatisticamente
significante em relagéo ao grupo controle [F(15,96)= 10,905; p< 0, 001] e ao grupo
infundido com a dose de 1 ng/h [F(15,96)= 10,905; p< 0,001] a partir de terceiro dia
de infusdo, mantendo-se assim até o término (sexto dia). E o grupo infundido com a
dose de 10 ng/h a ingestdo de sodio se tornou estatisticamente significante em
relacdo ao grupo controle [F(15,96)= 10,905; p< 0,001] e ao grupo que recebeu a
dose de 1 ng/h [F(15,96)= 10,905; p= 0,001] a partir do quarto dia de infuséo e
também se manteve assim até o término. A ingestdo de sédio promovida pela dose
de 100 ng/h apresentou padrdao de aumento progressivo do volume ingerido ao
longo do tempo a partir do segundo dia de infusdo, e esse aumento foi
estatisticamente significante até o quinto dia de infuséo [F(5,96)= 24,827; dia 6 vs.
dia 2, p< 0, 001; dia 6 vs. dia 3, p< 0, 001; dia 6 vs. dia 4, p< 0,05; dia 6 vs. dia 5, p>
0,05] (figura 9). A dose de 10 ng/h ndo provocou aumento progressivo ao longo do
tempo no volume ingerido, ao contrario, ap6s 0 aumento significante na ingestao de
sédio a partir do quarto dia de infusdo, a quantidade ingerida diariamente se
manteve estavel até o término da infusédo [F(5,96)= 24,827; dia 6 vs. dia 4, p> 0,05;
dia 6 vs. dia 5, p> 0,05; dia 5 vs. dia 4, p> 0,05] (figura 9). Outro achado muito

interessante apareceu apds o término da infusdo, pois 0 aumento dependente de
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dose na ingestdo de sodio estimulado pela infusdo de aldosterona no 4V foi
bruscamente reduzido para préximo dos valores basais logo apés o término da
infuséo (dias 7, 8 e 9, figura 9). Com relacdo a dose de 1 ng/h, esta ndo se mostrou
estatisticamente diferente do veiculo [F(3,96)= 126,731; p> 0,05] quando comparou-
se simultaneamente os quatro grupos (veiculo, 1 ng/h, 10 ng/h e 100 ng/h) (figura 9).

Com relacéo a ingestdo de agua, houve reducédo nos grupos de animais que
receberam as doses mais altas de aldosterona (figura 10). Os animais dos grupos
que receberam a infusdo de 10 ou 100 ng/h apresentaram reduc&o na ingestao de
agua que foi estatisticamente significante em comparacdo ao grupo controle
[F(3,96)= 12,254; 10 ng/h vs. veiculo, p< 0, 001; 100 ng/h vs. veiculo, p< 0,05] e ao
grupo que recebeu a dose de 1 ng/h [F(3,96)= 12,254; 10 ng/h vs. 1 ng/h, p < 0,001,
100 ng/h vs. 1 ng/h, p= 0,001]. Porém, esta resposta ndo mostrou ser dependente de
dose, pois ndo houve diferenca significante na ingestdo de agua entre 0os grupos que
receberam as doses de 10 ou 100 ng/h [F(3,96)= 12,254; p> 0, 05]. No entanto,
como pode ser observado na figura 10, o pés-teste de Tukey nao foi capaz de
indicar precisamente em qual (is) dia (s) de infusdo a dose de 100 ng/h reduziu
significantemente a ingestdo de agua em relacdo ao grupo infundido com 1 ng/h e
veiculo.

A ingestao de comida néo foi alterada pela infusdo de aldosterona (1, 10 ou
100 ng/h) no 4V em relacao ao grupo controle [F(3,96)= 0,139; p> 0,05] (figura 11).

A tabela 1 mostra as diferencas entre os valores médios do peso corporal dos
animais no dia do inicio da infuséo de aldosterona ou veiculo no 4V e imediatamente
apos o término da infusdo. O teste t pareado nao mostrou diferenca estatisticamente

significante entre os pesos antes (basal) e apds as infusdes, tanto para as trés



33

doses de aldosterona (1 ng/h vs. basal, p> 0,05; 10 ng/h vs. basal, p> 0,05; 100 ng/h

vs. basal, p> 0,05) quanto para o veiculo (vs. basal, p> 0,05).

160 - Basal . Infuséao i.c.v. . Recuperacgao
—@— 100 ng/h :
_ 140 - . O Tongh *3.
- « —Y— 1ngh :
. eiculo e
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™
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S
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Figura 9: Ingestdo de NaCl 0,3 M antes (basal), durante (infusédo i.c.v.) e apos

(recuperacao) a infusdo de aldosterona (1, 10 ou 100 ng/h; n= 5/dose) ou veiculo
(1% etanol-salina; n= 5) no 4V. * Diferente de veiculo e de 1 ng/h (p< 0,001). d

Diferente de 10 ng/h (p< 0,001); ANOVA de duas vias seguida pelo pés-teste de

Tukey. Os dados séo apresentados como média + EPM.
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60 1 Basal Infusio i.c.v. Recuperagio
—&— 100 ngh
—— 10 ng/h

50 - —¥— 1ngh
=/~ Veiculo

Ingestdao de agua (mL)

Dias
Figura 10: Ingestdo de &gua antes (basal), durante (infusdo i.c.v.) e apos
(recuperacao) a infusdo de aldosterona (1, 10 ou 100 ng/h; n= 5/dose) ou veiculo
(1% etanol-salina; n= 5) no 4V. * Diferente de 1 ng/h (p< 0,001). d Diferente de

veiculo (p< 0,001); ANOVA de duas vias seguida pelo pés-teste de Tukey. Os dados

sdo apresentados como média + EPM.
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Figura 11: Ingestdo de comida antes (basal), durante (infusdo i.c.v.) e ap0s
(recuperacao) a infusdo de aldosterona (1, 10 ou 100 ng/h; n= 5/dose) ou veiculo
(1% etanol-salina; n= 5) no 4V. ANOVA de duas vias ndo encontrou diferencas

significantes (p> 0,05). Os dados séo apresentados como média £ EPM.
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2. Efeitos dainfuséo cronica de aldosterona no VL sobre o apetite ao sdédio de
ratos

Ratos implantados previamente com cénula guia em dire¢ao ao VL receberam
a infusdo por 6 dias das doses de aldosterona que foram capazes de estimular a
ingestdo de sddio quando infundidas no 4V, ou seja, 10 ng/h (n=4) ou 100 ng/h (n=
4). Surpreendentemente, a infusdo cronica de aldosterona (10 ou 100 ng/h) no VL
nao foi capaz de modificar a ingestao basal de NaCl 0,3 M dos ratos (10 ng/h vs.
basal, [F(1,3)= 0,371; p> 0,05]; 100 ng/h vs. basal, [F(1,3)= 0,519; p> 0,05]) (figura
12). Ademais, ndo houve diferenca significante no valor da ingestdo de sodio entre
as duas doses infundidas no VL (10 ng/h vs. 100 ng/h, [F(1,36)= 0,546; p> 0,05])
(figura 12).

A infusdo de aldosterona no VL também néo foi capaz de modificar as
ingestdes basais de agua (10 ng/h vs. basal, [F(1,3)=2,72; p> 0,05]; 100 ng/h vs.
basal, [F(1,3)= 2,172; p> 0,05]) ou comida (10 ng/h vs. basal, [F(1,3)= 2,249; p>
0,05]; 100 ng/h vs. basal, [F(1,3)= 5,678; p> 0,05]) (figuras 13 e 14).

A tabela 1 mostra as diferencas entre os valores médios do peso corporal dos
animais no dia do inicio da infusdo de aldosterona no VL e imediatamente ap6s o
término da infusdo. O teste t pareado ndo mostrou diferenca significante entre os
pesos antes (basal) e apés as infusdes de aldosterona (10 ng/h vs. basal, p> 0,05;

100 ng/h vs. basal, p> 0,05).
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Tabela 1. Comparacdo entre 0s pesos corporais antes e apos a infusdo i.c.v. de

aldosterona

4V Peso inicial (g) Peso final () p*
Veiculo (5) 347 + 11 346 + 10 > 0,05
Aldo 1 ng/h (5) 343 + 11 356 + 9 > 0,05
Aldo 10 ng/h (5) 330 + 15 325 + 16 > 0,05
Aldo 100 ng/h (5) 320+ 9 313 + 12 > 0,05
VL

Aldo 10 ng/h (4) 296 + 6 310+ 6 > 0,05
Aldo 100 ng/h (4) 290 + 4 298 + 8 > 0,05

Os resultados estdo expressos como média + EPM. Os valores entre parénteses
representam o numero de animais em cada grupo. Aldo: aldosterona. Peso inicial:

indica o peso do animal no dia de inicio da infuséo i.c.v. Peso final: indica o peso do

animal no dia do término da infusdo i.c.v. * Teste t pareado.
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Figura 12: Ingestdo de NaCl 0,3 M antes (basal), durante (infusédo i.c.v.) e apos
(recuperacao) a infusdo de aldosterona (10 ou 100 ng/h; n= 4/dose) no VL. ANOVA
de duas vias nado encontrou diferencas significantes (p> 0,05). Os dados séo

apresentados como média + EPM.
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Figura 13: Comparacao entre os valores de ingestdo de agua (grafico superior) e
comida (gréafico inferior) antes (basal) e durante a infusdo de 10 ng/h de aldosterona
no VL. ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo encontrou diferencas

significantes (p> 0,05). Os dados sdo apresentados como média = EPM.
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Figura 14: Comparacao entre os valores de ingestdo de agua (grafico superior) e
comida (grafico inferior) antes (basal) e durante a infusdo de 100 ng/h de
aldosterona no VL. ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo encontrou

diferencas significantes (p> 0,05). Os dados séo apresentados como média + EPM.
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3. Efeitos da microinjecao intracerebroventricular de RU 28318 sobre o apetite
ao sodio induzido por furosemida

Os animais foram depletados de s6dio com o uso do diurético furosemida de
acordo com o método descrito anteriormente e apds cerca de 24 horas receberam
uma microinjecdo de 100 ng/2 pL do antagonista de MR RU 28318 ou de seu veiculo
(1% etanol-salina). Apds o periodo de 2 horas da administracdo da droga a ingestéao
de sodio foi avaliada por meio do teste de ingestdo de 2 horas. Os mesmos animais
foram testados em ambos 0s grupos (controle e antagonista) de maneira aleatéria,
com intervalo de uma semana entre os testes.

Ao inicio do teste de ingestdo todos 0s animais estavam alertas e responsivos

a estimulos.

3.1. Efeitos da microinjecdo de RU 28318 no 4V sobre o apetite ao sédio
induzido por furosemida

A microinjecdo do antagonista de MR no 4V (n= 6) foi capaz de reduzir
significantemente a ingestdo total de NaCl 0,3 M em relacdo aos animais que
receberam a injecdo de veiculo (n= 6) (5,6 £+ 0,8 vs. 12,2 + 1,7 mL/2 h,
respectivamente; [F(1,5)=22,539; p< 0,05]) (figura 15). Ao dividirmos o teste de
ingestdo em cinco tempos (15, 30, 60, 90 e 120 minutos), observamos que a
ingestdo acumulativa dos animais do grupo controle foi estatisticamente superior ao
grupo que recebeu o antagonista de MR em todos os tempos (figura 15). A ingestao
de agua nao foi diferente entre os dois grupos (antagonista: 0,2 + 0,1 vs. veiculo: 1,9

+1,3mL/2 h; [F(1,5)=1,715; p> 0,05]) (figural6).
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A ingestdo de sodio foi medida apdés 24 horas da realizacdo do teste de
ingestdo e 4 dos 6 animais tratados com RU 28318 apresentaram apetite ao sédio

(ver tabela 59 no apéndice).

3.2. Efeitos da microinjecdo de RU 28318 no VL sobre o apetite ao sédio
induzido por furosemida

A microinjecdo do antagonista de MR ou de seu veiculo no VL de ratos (n= 6
/grupo) ndo foi capaz de modificar a ingestdo de NaCl 0,3 M promovida pela
deplecdo de sddio com furosemida (antagonista: 14,8 + 2,8 vs. veiculo: 15,1 =+ 3
mL/2 h; [F(1,5)= 0,186; p> 0,05]) (figura 17). A ingestao de agua também nao foi
diferente entre os dois grupos (antagonista: 2,8 + 1,6 vs. veiculo: 1,4 £ 0,6 mL/2 h;

[F(1,5)= 0,562; p> 0,05]) (figura 18).
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Figura 15: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M induzida por furosemida apés 2

horas da microinjecdo de 100 ng/2 pL de RU 28318 (n= 6) ou veiculo (1% etanol-
salina; n= 6) no 4V. * Diferente de veiculo (p< 0,05); ANOVA de duas vias para

medidas repetidas seguida pelo pos-teste de Tukey. Os dados sdo apresentados

como média + EPM.
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Figura 16: Ingestdo acumulativa de agua apos 2 horas da microinjecao de 100 ng/2
pL de RU 28318 (n= 6) ou veiculo (1% etanol-salina; n= 6) no 4V. ANOVA de duas
vias para medidas repetidas ndo mostrou diferencas significantes (p> 0,05). Os

dados séo apresentados como média + EPM.
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Figura 17: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M induzida por furosemida apds 2
horas da microinjecdo de 100 ng/2 uL de RU 28318 (n= 6) ou veiculo (1% etanol-
salina; n= 6) no VL. ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo mostrou

diferencas significantes (p> 0,05). Os dados séo apresentados como média + EPM.
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Figura 18: Ingestdo acumulativa de agua apos 2 horas da microinjecao de 100 ng/2
pL de RU 28318 (n= 6) ou veiculo (1% etanol-salina; n= 6) no VL. ANOVA de duas
vias para medidas repetidas ndo mostrou diferencas significantes (p> 0,05). Os

dados séo apresentados como média + EPM.
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4. Efeitos da microinjegao intracerebroventricular de RU 28318 sobre o apetite
ao sodio induzido por DOCA

Ratos implantados com canula guia em direcdo ao 4V foram tratados por 7
dias consecutivos com injecdes s.c. de 2 mg/dia de DOCA, na manha do oitavo dia
receberam uma microinjecdo i.c.v. de 500 ng/2 yuL de RU 28318 (n= 7) ou veiculo
(n= 4). ApGs o periodo de 2 horas da microinjecdo i.c.v. a ingestdo de soédio foi
avaliada por meio do teste de ingestdo de 2 horas. Surpreendentemente, a
microinjecdo de antagonista de MR no 4V de ratos tratados com DOCA né&o alterou
a ingestdo de NaCl 0,3 M nesses animais (antagonista: 13,6 + 2,7 vs. veiculo: 11,1 +
2,3 mL/2 h; [F(1,45)= 2,866; p> 0,05]) (figura 19). A ingestdo de &gua foi
estatisticamente superior no grupo tratado com o antagonista (antagonista: 1,6 + 0,8

vs. veiculo: 0,4 £ 0,1 mL/2 h; [F(1,45)= 4,245; p< 0,05]) (figura 20).
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Figura 19: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M induzida por DOCA ap6s 2 horas da
microinjecao de 500 ng/2 pL de RU 28318 (n= 7) ou veiculo (1% etanol-salina; n= 4)
no 4V. ANOVA de duas vias ndo mostrou diferencas significantes (p> 0,05). Os

dados sdo apresentados como média + EPM.
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Figura 20: Ingestdo acumulativa de 4gua nos ratos tratados com DOCA apos 2

horas da microinjecdo de 500 ng/2 uL de RU 28318 (n= 7) ou veiculo (1% etanol-
salina; n= 4) no 4V. * Diferente de veiculo (p< 0,05); ANOVA de duas vias seguida

pelo pos-teste de Tukey. Os dados sdo apresentados como média + EPM.
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5. Efeitos da microinjecéo intracerebroventricular de RU 28318 sobre o apetite
ao sodio induzido por privacao de sédio

Apéds 9 dias de dieta hipossodica, animais implantados com canula guia em
direcdo ao 4V receberam uma microinje¢do de 100 ng/2 yuL de RU 28318 (n=5) ou
de seu veiculo (n=4). ApG6s o periodo de 2 horas da microinjecao i.c.v. a ingestao de
sédio foi avaliada por meio do teste de ingestdo de 2 horas. Os animais privados de
sédio que receberam a microinjecdo de RU 28318 apresentaram reducédo
estatisticamente significante na ingestéo total de NaCl 0,3 M em relac&o ao controle
(1,2 0,6 vs. 9,5 = 2,6 mL/2 h, respectivamente; [F(1,35)= 47,689; p< 0,001]) (figura
21). Ao dividirmos o teste de ingestdo em cinco tempos (15, 30, 60, 90 e 120
minutos), observamos que a ingestdo acumulativa dos animais do grupo controle foi
estatisticamente superior ao grupo que recebeu o antagonista de MR em todos os
tempos (figura 21). A ingestdo total de dH,O foi ligeiramente superior no grupo
controle (antagonista: 0,1 + 0,1 vs. veiculo: 0,5 + 0,1 mL/2 h; [F(1,35)= 20,861; p<
0,001)) (figura 22).

Ao inicio do teste de ingestdo todos os animais estavam alertas e responsivos

a estimulos.
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Figura 21: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M induzida por privacao de sédio ap6s
2 horas da microinjecéo de 100 ng/2 pL de RU 28318 (n= 5) ou veiculo (1% etanol-

salina; n=4) no 4V. * Diferente de veiculo (p< 0,001); ANOVA de duas vias seguida

pelo pos-teste de Tukey. Os dados sdo apresentados como média + EPM.
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Figura 22: Ingestdo acumulativa de agua destilada (dH,O) nos ratos privados de
sédio ap6s 2 horas da microinjecdo de 100 ng/2 pL de RU 28318 (n= 5) ou veiculo
(1% etanol-salina; n= 4) no 4V. * Diferente de veiculo (p< 0,001); ANOVA de duas

vias seguida pelo pés-teste de Tukey. Os dados sdo apresentados como média +

EPM.
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DISCUSSAO

Nossos resultados sdo os primeiros a mostrar que a infusdo crbnica de
aldosterona no SNC e especificamente no 4V de ratos é capaz de estimular robusta
ingestdo de NaCl 0,3 M de maneira dependente de dose. A laténcia para o inicio da
ingestdo de sodio também se relacionou com a dose utilizada. Essa resposta
mostrou ser totalmente dependente da presenca do hormdnio, pois ao término da
infusdo a ingestao de sddio prontamente retornou a valores préximos do basal e ndo
mais se modificou. A ingestdo de agua também foi influenciada pela infusdo de
aldosterona, ou, mais provavelmente, pela alta ingestdo de sodio por ela
desencadeada. Surpreendentemente, a infusdo cronica de aldosterona no VL em
doses que foram capazes de estimular robusto apetite ao sodio quando infundidas
no 4V, nao foi capaz de alterar os valores basais de ingestdo de NaCl 0,3 M.
Destacando, portanto, que os efeitos observados pela infusdo de aldosterona no 4V
foram dependentes da acdo em areas proximas ao local de infusdo, e ndo devido ao
espalhamento para areas suprabulbares. Em concordancia com estes resultados, a
microinjecao do antagonista de MR (RU 28318) no 4V, mas nao no VL, foi capaz de
reduzir significantemente a ingestao de sodio estimulada pelo tratamento prévio com
o diurético furosemida. A importancia dos MRs localizados em &reas bulbares
proximas ao 4V também pode ser comprovada pela reducao significante na ingestéao
de sédio estimulada pela privacao de sodio apds a microinjecdo de RU 28318 no 4V.
Porém, a microinjecdo de RU 28318 no 4V nao foi capaz de alterar a resposta de
ingestdo de sobdio desencadeada pelo tratamento crbnico com agonista

mineralocorticéide (DOCA).
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Ha muitas décadas a aldosterona vem sendo considerada importante
hormonio envolvido na regulacdo do apetite ao sddio (Rice e Richter, 1943; Wolf,
1965; Wolf e Handal, 1966; Weisinger e Woods, 1971). Porém, para que 0s
mineralocorticéides consigam estimular o apetite ao sédio, sdo necessarias
administracdes repetidas em doses suprafisiolégicas por diversos dias (Rice e
Richter, 1943; Wolf e Handal, 1966; Geerling e cols., 2006a, Geerling e Loewy,
2006¢c; Stricker e cols., 2007). No entanto, todos esses estudos administraram
aldosterona ou seu analogo sintético DOCA por via periférica, mantendo
desconhecido o (os) local (is) do SNC onde a aldosterona atua para estimular o
apetite ao sédio. Ha muitas especulacfes a cerca dessa questdo, mas 0 mecanismo
e o local por meio dos quais os mineralocorticéides atuam no SNC ainda nao foram
claramente elucidados. Alguns estudos demonstraram que a infusdo de antagonista
especifico de MR em areas prosencefalicas foi capaz de reduzir a ingestdo de sddio
em situacdes nas quais havia aumento da aldosterona plasmatica (Sakai e cols.,
1986; Francis e cols., 2001; Sullivan e cols., 2004). Sakai e colaboradores (2000)
mostraram que 0s mineralocorticéides por meio de seus MRs localizados na
amigdala podem estimular modesta ingestdo de salina hipertbnica por meio de
mecanismos gendmicos e nao-gendmicos. Nossos resultados veem acrescentar
novas informacdes a respeito dos possiveis locais de acédo da aldosterona no SNC.
Sendo que, nossos dados indicam que a aldosterona infundida cronicamente em
baixas doses no 4V é capaz de estimular robusto apetite ao sédio em curto intervalo
de tempo (apés as primeiras 24 h) por meio de seus MRs provavelmente localizados
ao redor do 4V. Além disso, a microinjecdo do antagonista de MR no 4V foi capaz de
reduzir significantemente a ingestdo de sédio estimulada pelo tratamento com

furosemida ou pelo protocolo de privacédo de sédio.
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Importante ressaltar que a aldosterona apesar de ser horménio esterdide
apresenta maior dificuldade em atravessar a BHE em comparacdo aos outros
esterdides, como a corticosterona (Pardrigde e Mietus, 1979; Funder e Myles, 1996;
Uhr e cols., 2002; revisado por Geerling e Loewy, 2009). Essa caracteristica da
aldosterona faz com que as estruturas proximas a area postrema (AP), como as
areas bulbares, se tornem local facil acesso aos mineralocorticoides circulantes, uma
vez que a AP é um 0rgdo circunventricular desprovido de BHE e altamente
vascularizado (Gross e cols., 1990). Além disso, torna areas como a amigdala local
de dificil acesso a aldosterona circulante, sugerindo que este talvez ndo seja o
principal local de agao deste hormonio.

Como discutido na introdugéo, segundo a teoria do sinergismo a aldosterona
atua conjuntamente com outro hormonio envolvido no controle do apetite ao sédio, a
All (Epstein, 1982). Essa a¢ao conjunta produz importante apetite ao sédio, que ndo
pode ser reproduzido quando ambos o0s horménios sdo administrados
individualmente (Fluharty e Epstein, 1983; Shade e cols., 2002). No entando, o0s
trabalhos que mostram essa interacdo sinergistica, administraram aldosterona por
via periférica e All diretamente no SNC (i.c.v.). Nossos resultados mostraram que
somente a aldosterona administrada no 4V foi capaz de estimular apetite ao sodio
de grande magnitude e baixa laténcia, comparavel ao apetite ao soédio promovido
pelo duplo tratamento com All (i.c.v.) e aldosterona (periférica). No entanto,
corroboramos com a teoria do sinergismo uma vez que a microinjecdo de
antagonista de MR RU 28318 no 4V reduziu, mas nao aboliu, a ingestdo de sédio
estimulada pelo tratamento com furosemida ou pela privacdo de sédio, situacdes
nas quais ha um aumento concomitante nos niveis plasmaticos de aldosterona e de

All (Douglas e Catt, 1976; Fregly e Rowland, 1985; Rowland e Morian, 1999).
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O quarto ventriculo cerebral esta localizado no romboencéfalo e ao seu redor
localizam-se importantes estruturas, tais como, a AP (Johnson e Loewy, 1990;
Geerling e cols., 2006b) e parte da subdivisdo medial dos nucleos do trato solitario
(Ciriello e cols., 1994; Geerling e cols., 2006b). A AP esta envolvida na regulacéo do
apetite ao soédio e sua principal funcdo esta relacionada a inibicdo deste
comportamento. Lesdes centradas na AP de ratos produzem aumento significante
na ingestdo espontanea de salina hipertonica (Contreras e Stetson, 1981; Kosten e
cols., 1983; Hide e Miselis, 1984; Edwards e cols., 1993; Wang e Edwards, 1997;
Curtis e cols., 1999). Porém, quando ha o envolvimento do NTS imediatamente
adjacente a AP, diferentes respostas de ingestdo sdo vistas dependendo do
tamanho da lesdo que acomete este ndcleo (Contreras e Stetson, 1981; Wang e
Edwards, 1997; Curtis e cols., 1999). Esses resultados ja sugeriam o envolvimento
de areas bulbares, préximas a AP, na regulacao da ingestao de sddio e mostraram
possivel funcdo excitatéria para o NTS sobre este comportamento. Pois, quanto
maior era a area do NTS acometida, menor era a ingestdo espontanea de soédio
(Contreras e Stetson, 1981; Wang e Edwards, 1997; Curtis e cols., 1999). Nossos
resultados contribuem com novas informacgdes a respeito da funcdo estimulatoria de
regides localizadas proximas ao 4V, e, portanto préximas a AP, no controle do
apetite ao sédio dependente de aldosterona.

Recentemente, estudos neuroanatdmicos mostraram evidéncias adicionais
sobre a funcdo do NTS no controle do apetite ao sédio: os neurbnios HSD2
sensiveis a aldosterona (Geerling e cols., 2006a; 2006b). Esses neurbnios
receberam este nome porque além de expressarem o MR, expressam também a
enzima 11 R-hidroxiesterdide desidrogenase do tipo 2 (HSD2) (Geerling e cols.,

2006a; 2006b), a qual inativa os glicocorticéides enddégenos em seus metabolitos
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inativos 11-ceto, permitindo assim livre acesso a aldosterona no MR (Naray-Fejes-
To6th e Fejes-Toth, 1996; Odermatt e cols., 1999; 2001). Geerling e colaboradores
(2006b) consideraram os neurbnios HSD2 como a Unica populacdo de neurdnios
sensiveis e seletivos a acdo da aldosterona no SNC, ja que ndo encontraram em
outro local neurbnios que co-expressassem HSD2 e MR. As concentracfes mais
densas de neurénios HSD2 localizam-se no NTS medial que est4 na borda do 4V,
abaixo da AP (Geerling e cols., 2006a; 2006b). A funcdo destes neurbnios esta
especificamente associada a sinalizagdo da necessidade de sédio (Geerling e
Loewy, 2008), pois sdo seletivamente ativados por situagbes relacionadas a
prolongada deficiéncia de sodio (Geerling e cols., 2006a; Geerling e Loewy, 2006c,
Geerling e Loewy, 2007b). E uma vez ativados, os neurénios HSD2 séo rapidamente
inibidos apds a ingestao de salina hipertbnica (Geerling e cols., 2006a; Geerling e
Loewy, 2006¢c, Geerling e Loewy, 2007b).

Nossos resultados mostraram que a infusdo crbnica de aldosterona no 4V
estimula importante apetite ao sédio e que apenas uma microinjecdo de antagonista
de MR no mesmo local é capaz de reduzir significantemente a ingestdo de sédio
induzida por furosemida e por privacao de sodio. Esses achados sé veem corroborar
e complementar os dados anteriores provenientes dos estudos de lesédo de AP e
NTS (Contreras e Stetson, 1981; Wang e Edwards, 1997; Curtis e cols., 1999) e com
os estudos neuroanatdomicos de Geerling e colaboradores (2006a, 2006b). Todos
esses dados juntos mostram a importancia de areas bulbares como parte essencial
do circuito responséavel por controlar o apetite ao sédio de ratos.

A participacdo de areas prosencefalicas na estimulacdo do apetite ao sodio
induzido por All é bastante estudada (Buggy e Fisher, 1974; Bryant e cols., 1980;

Avrith e Fitzsimons, 1980), no entanto, a acdo da All em estimular o apetite ao sodio
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ainda é questdo muito controversa na literatura (Daniels e Fluharty, 2004; Krause e
Sakai, 2007; Geerling e Loewy, 2008). Ja a acdo da aldosterona no SNC tem sido
mais bem estabelecida em estudos relacionados a sua influéncia sobre o sistema
cardiovascular, sugerindo areas prosencefalicas como o seu provavel local de
atuacao. A infuséo i.c.v. (VL) crénica de aldosterona causa hipertensdo (Gomez-
Sanchez, 1986), hiperreatividade simpética e prejuizo do baroreflexo (Huang e cols.,
2005; Huang e cols., 2008; revisado por Formenti e cols., 2008). Com relacdo a
ingestdo de sédio, alguns estudos também sugeriram a importancia da atuacédo da
aldosterona nestas areas, mostrando que o uso de antagonistas especificos de MR
foi capaz de reduzir a ingestdo de sédio em situagdes nas quais havia aumento da
aldosterona plasmaética (Sakai e cols., 1986; Francis e cols., 2001; Sullivan e cols.,
2004). Essas evidéncias sugerem que areas prosencefalicas sejam importante local
de atuacédo da aldosterona no SNC, por isso realizamos a infusado de aldosterona no
VL por 6 dias nas doses de 10 ou 100 ng/h, doses estas que foram capazes de
estimular aumento significante na ingestdo de salina hipertdnica quando infundidas
no 4V. Surpreendentemente, a aldosterona infundida cronicamente no VL nao foi
capaz de modificar a ingestdo basal de NaCl 0,3 M dos ratos e nem a microinjecao
de antagonista de MR no mesmo local foi capaz de reduzir a ingestdo de sédio
desencadeada pelo pré-tratamento com furosemida. Com isso, nossos resultados
falharam em mostrar possivel funcdo dos MRs prosencefalicos no controle da
ingestdo de sodio como foi previamente demonstrado por trabalhos usando
antagonistas para esse tipo de receptor (Sakai e cols., 1986; Francis e cols., 2001,
Sullivan e cols., 2004). Obviamente ndo podemos excluir a hipétese de que a
aldosterona possa agir em areas prosencefélicas para estimular o apetite ao sédio,

talvez haja a necessidade de maiores doses ou maior tempo de infusdo. Porém,



59

podemos dizer que em baixas doses a aldosterona infundida no 4V é capaz de
estimular substancial ingestdo de NaCl 0,3 M que nao pode ser replicada pela
mesma infus@o no VL, o que pode indicar que areas bulbares possam ser o principal
local de acdo da aldosterona no SNC como parte do circuito que desencadeia a
ingestdo de sbdio. No entanto, o que mais chama a atencdo € que Sakai e
colaboradores (1986) obtiveram importante redugéo na ingestdo de sédio estimulada
pelo tratamento com furosemida ao infundir no VL 0 mesmo antagonista de MR que
utilizamos em nossos experimentos. Porém, apenas uma microinjecdo de RU 28318
no 4V reduziu de maneira significante a ingestdo de sodio estimulada por
furosemida, o que ndo ocorreu quando repetimos o protocolo no VL. Esses
resultados, mais uma vez nao excluem possivel funcédo dos MRs prosencefalicos no
controle da ingestdo de sédio, porém eles enaltecem a importancia dos MRs
préoximos ao 4V no controle da ingestdo de sédio em ratos. Pois, em nosso trabalho
uma microinjecdo de 100 ng de RU 28318 no 4V foi capaz de reduzir em
aproximadamente 50% a ingestdo de sédio quando comparada ao controle, sendo
gue para resposta semelhante Sakai e colaboradores (1986) realizaram a infuséo de
5 pg/h por cerca de 24 horas.

O NTS é uma importante estrutura localizada na regido dorsal do bulbo que é
responsavel por integrar diversos tipos de informacfes, tais como aferéncias
cardiovasculares, respiratérias (Colombari e cols., 2001), gastrointestinais (Carlson e
cols., 1997), gustatérias (Hamilton e Norgren, 1984) e hormonais (Geerling e cols.,
2006a). Muitas dessas informacgdes contribuem para o funcionamento do circuito
neural que controla os comportamentos ingestivos, incluindo a ingestao de sédio.
Além de integrar todas essas informacdes, o NTS possui a Unica populacdo de

neurdnios sensiveis a acdo da aldosterona e que sao ativados durante situacdes de
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deficiéncia de sodio (Geerling e cols., 2006a; 2006b). Ademais, 0 NTS se conecta,
por meio de projecdes, com diversos locais do SNC relacionados a inibicdo ou a
estimulacdo do apetite ao sédio. Dentre tantos podemos citar o ndcleo leito da estria
terminal (BST), que é uma regido prosencefalica envolvida no controle da ingestédo
de sdédio, pois lesdes desta regido reduzem a ingestdo de sédio em resposta a
deplecdo de sodio ou a administracdo de mineralocorticéides (Zardetto-Smith e
cols., 1994; Reilly e cols., 1994). O BST recebe projecdes diretas do NTS caudal
(Ricardo e Koh, 1978) e importante projecOes diretas e indiretas dos neurdnios
HSD2 do NTS (Geerling e Loewy, 2006b). As projecdes indiretas dos neurdnios
HSD2 para o BST ocorrem por meio de duas regides pontinas, o pré- locus ceruleus
(pre-LC) e a regido externo-lateral do nucleo parabraquial (PBNel), ambas estruturas
que recebem projecOes diretas dos neurdnios HSD2 (Geerling e Loewy, 2006b). O
NTS apresenta importantes conexfes com o PBN (Loewy, 1990; Ter Horst e
Streefland, 1994), que € um nucleo pontino. O ndcleo parabraquial lateral (LPBN)
apresenta importante funcdo inibitéria dentro do circuito neural que controla a
ingestdo de sédio (Menani e cols., 1995; 1996). O ndcleo central da amigdala (CeA)
€ outro local envolvido no controle do apetite ao sédio e modula a ingestdo de sddio
principalmente em resposta ao tratamento mineralocorticéide (Schulkin e cols.,
1989). O NTS também se projeta e recebe projecbes do CeA (Ter Horst e
Streefland, 1994), bem como os neurbnios HSD2, que apresentam uma conexao
bidirecional tanto direta quanto indiretamente (via PBNel) (Geerling e Loewy, 2006a).

Além dessas conexdes com varias estruturas encefélicas, os neurénios HSD2
também recebem informacfes de microcircuitos locais que envolvem a AP e os
neurbnios neurotensinérgicos no NTS (Sequeira e cols.,, 2006). Todas essas

evidéncias funcionais e anatbmicas tornam o NTS importante estrutura dentro dos
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circuitos neurais envolvidos no controle da ingestao de sédio. Nossos resultados nao
demonstraram diretamente que a aldosterona infundida no 4V ou que a microinjecao
de RU 28318 no mesmo local atuaram nos MRs do NTS ou dos neurbnios HSD2,
porém diante de diversos dados apresentados pela literatura é licito dizer que o
NTS, e principalmente os neurbnios HSD2 foram os possiveis alvos de acdo da
aldosterona e de seu antagonista neste estudo. A funcdo do NTS em modular a
participacdo das demais areas envolvidas no apetite ao s6dio com as quais ele se
conecta direta ou indiretamente ainda precisa ser esclarecido.

A infusdo crbnica de aldosterona no 4V em doses que causaram importante
aumento na ingestao de NaCl 0,3 M, também levou a reducado na ingestédo de agua.
Porém, esse efeito ndo foi dependente de dose, uma vez que ndo houve diferenca
significante entre a reducdo na ingestdo de agua ocasionada pelas doses de 10 ou
100 ng/h. Ao contrario da All, que exerce efeitos tanto sobre a ingestdo de agua
quanto de sodio (Buggy e Fisher, 1974; Avrith e Fitzsimons, 1980; Bryant e cols.,
1980), os mineralocorticéides teem funcdo especifica em estimular apenas a
ingestao de sodio (Geerling e Loewy, 2008). Por isso, acreditamos que a reducéo na
ingestdo de agua nao tenha relacdo com a acao direta da aldosterona sobre este
comportamento. Aumento na ingestdo de agua apés a ingestédo de salina hiperténica
€ esperado (Rice e Richter, 1943; Stellar e cols., 1954; Ma e cols., 1993; Stricker e
cols., 2007), porém isto ndo ocorreu em nosso estudo. Talvez a alta ingestdo de
NaCl 0,3 M possa ter ocasionado importante distensdo gastrica que foi capaz de
manter a ingestdo de agua reduzida (Stricker e Hoffmann, 2006). Mas como a
ingestao de comida nao foi alterada, acreditamos que a distensao gastrica ndo tenha
sido o fator determinante neste caso. Acreditamos que algum sinal hormonal

relacionado a inibicdo da ingestdo de sédio e agua possa ter reduzido a ingestao de
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agua nos animais com alta ingestdo de soédio. Possivelmente, 0 aumento na
ingestdo de sodio tenha causado expansdo de volume hipertbnica ativando
receptores de estiramento no atrio direito resultando em libera¢éo do peptideo atrial
natriurético (ANP) dos midcitos cardiacos, bem como do ANP central, via impulsos
aferentes dos barorreceptores para o SNC (Antunes-Rodrigues e cols., 2004). O
ANP apresenta importante acdo natriurética, inibe a ingestdo de agua e sodio e
reduz a liberacdo de vasopressina (hormonio relacionado a conservacao de agua)
(revisado por Antunes-Rodrigues e cols., 2004). Portanto, ainda que nosso estudo
ndo contemple modificacbes da volemia, a provavel expansdo de volume
ocasionada pela exarcebada ingestao de NaCl 0,3 M pode ter aumentado os niveis
plasmaticos de ANP, o que resultou em reducdo da sede, mas que nao foi capaz de
inibir o apetite ao sédio, uma vez que o estimulo para ingestdo de sédio (infusdo de
aldosterona) ainda persistia. Porém, provavelmente devido a sua agéo natriurética e
diurética (por reducéo da liberacdo de vasopressina) houve compensacéao renal para
este aumento de volume circulante. Uma vez que os ratos com alta ingestdo de
sédio apresentavam grande volume urinario (sendo necesséria a limpeza das
gaiolas até duas vezes ao dia) e ao final do periodo de infusdo esses animais nao
apresentaram alteracdo significante do peso corporal em relacdo ao seu peso no
inicio da infuséo.

Inesperadamente, a microinjecdo de RU 28318 no 4V nao foi capaz de alterar
a ingestao de NaCl 0,3 M nos animais tratados com DOCA, mesmo utilizando-se
uma dose cinco vezes maior do que a utilizada para reduzir a ingestdao em ratos
tratados com furosemida ou privados de sodio. Porém, a literatura traz muitos dados
gue mostram que DOCA apresenta algumas diferencas em relacdo a aldosterona.

Primeiro, ao contrario da aldosterona, DOCA atravessa livremente a BHE (Kraulis e
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cols, 1975), o que facilitaria a sua agdo em locais de dificil acesso para a
aldosterona circulante, como por exemplo, a amigdala. Segundo, DOCA é capaz de
se ligar ndo s6 no MR como também no GR (Vallee e cols., 1995), além disso, é
precursor tanto de aldosterona como de corticosterona e sua administracdo pode
elevar as concentracbes de ambos os hormdnios (Gomez-Sanchez e cols., 1997).
Terceiro, a aldosterona (Wolf e Handal, 1966; Weisinger e Woods, 1971) é menos
efetiva para estimular o apetite ao sédio do que a DOCA (Rice e Richter, 1943;
Geerling e cols., 2006a, Geerling e Loewy, 2006c; Stricker e cols., 2007), apesar de
sua maior potencia como agonista no MR (Geerling e Loewy, 2009). E por ultimo,
mostrou-se que DOCA é capaz de atuar em diversos locais do SNC, como a
amigdala medial (Sakai e cols., 1996; 2000), o CeA (Schulkin e cols., 1989) e 0 BST
(Reilly e cols., 1994), além de ser capaz de ativar também os neur6énios HSD2 do
NTS (Geerling e cols., 2006a; Geerling e Loewy, 2006c), apesar desta ativacao ser
menos potente que a vista em situacdes de aumento dos niveis de aldosterona
circulante com o uso do protocolo de privacdo de sodio (Geerling e cols., 2006a).
Portanto, muitos desses fatores podem ter contribuido para a auséncia de efeito do
antagonista em nosso protocolo, principalmente a possivel acdo da DOCA em
muitas outras regides do SNC. Ou talvez, porque haja a necessidade de maior
tempo de tratamento com o antagonista de MR ou maiores doses de RU 28318 no
4V para que aconteca a reducao ou o bloqueio dessa resposta, pois outros trabalhos
conseguiram retardar ou reduzir a ingestdo de sédio estimulada por DOCA com o
uso de antagonista ou de antisense de MR, admistrados periféricamente (Vallee e
cols., 1995) ou diretamente no SNC (3V ou amigdala medial) (Sakai e cols., 1996;
2000). No entanto, trabalhos anteriores que utilizaram infusdo (3 pg/h durante 4

semanas) (Janiak e cols., 1990); ou injecéo (10 ng/2 pL) (Rahmouni e cols., 2002a)
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de RU 28318 no VL de ratos, conseguiram reduzir significantemente a hipertensao
desencadeada pelo tratamento com DOCA-sal, porém em ambos os trabalhos ha o
relato de que a ingestdo de sédio ndo foi alterada pelo tratamento com o antagonista
de MR. Somado aos demais resultados deste trabalho envolvendo o uso de
microinjecdo de RU 28318 no 4V, podemos sugerir que DOCA se comporta de
maneira diferente da aldosterona para estimular a ingestédo de sédio em ratos.

Em conclusdo, nossos resultados sado as primeiras evidéncias funcionais a
mostrarem que a infusdo cronica de aldosterona no 4V, mas ndo no VL, é capaz de
estimular importante ingestdo de NaCl 0,3 M de maneira dependente de dose. E que
apenas uma microinjecdo de antagonista de MR no 4V é capaz de reduzir
significantemente a ingestdo de sddio induzida por furosemida ou por privacdo de
sédio, mas nédo pelo tratamento crénico com DOCA. Sugerindo que areas bulbares,
proximas ao 4V, sao importantes alvos de acdo da aldosterona no SNC para
estimular o apetite ao sodio (figura 23). Nossos resultados sdo compativeis com
dados recentes provenientes de estudos neuroanatdmicos que identificaram a
presenca de um pequeno grupamento de neurdnios localizados exclusivamente no
NTS, que sdo ativados pela aldosterona e estdo estritamente relacionados a
estimulacdo do apetite ao sodio (figura 23). No entanto, mais estudos sao
necessarios para confirmar o local sobre o qual a aldosterona infundida no 4V atua
para estimular a ingestao de sédio e qual é a funcdo das areas bulbares dentro do

complexo circuito que controla o apetite ao sédio em ratos.
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Figura 23: Representacdo esquematica sugerindo provaveis vias envolvidas na
ativacdo do apetite ao sédio promovido pela infusdo de aldosterona no quarto
ventriculo (4V). (1) Projecbes eferentes dos neurbnios HSD2 (setas verde) para
nacleo parabraquial externo-lateral (PBel), pré-locus ceruleus (pre-LC) e porcao
ventrolateral do nucelo leito da estria terminal (BSTvl). (2) Projecéo inibitéria
GABAérgica do BSTvl (seta vermelha) para o nucleo paraventricular (PVH) do
hipotalamo. (3) ProjecBes excitatorias do PVH (setas pretas) para a subdivisdo
medial dos ndcleos do trato solitario (NTS), PB e para o nucleo central da amigdala

(CeA). Extraido e adaptado de Geerling e Loewy (2008).
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ABSTRACT

Aldosterone is a mineralocorticoid hormone that acts within the central
nervous system (CNS) to induce sodium appetite; however the central mechanism
involved in this effect is poorly understood. More recently, neuroanatomical studies
identified a unique group of aldosterone-sensitive neurons in the nucleus of the
solitary tract (NTS) near to the fourth cerebral ventricle (4V), which are activated in
association with sodium appetite. In the present study we sought to investigate if (1)
chronic infusion of aldosterone into the 4V or lateral ventricle (LV) may induce the
sodium appetite, and if (2) a single microinjection of a selective mineralocorticoid
receptor (MR) antagonist, RU 28318, into the 4V or LV would be able to affect the
sodium intake induced by different protocols. Male Wistar Hannover rats were
implanted with a guide cannula into the 4V and were infused with vehicle (1%
ethanol-saline; n= 5) or aldosterone (1, 10 or 100 ng/h; n= 5) and those rats
implanted with cannula into the LV were infused with aldosterone (10 or 100 ng/h; n=
4), during 6 days. The infusion of aldosterone (1, 10 or 100 ng/h) into the 4V
significantly increased the 0.3 M NaCl intake compared with baseline levels. In
addition, aldosterone (10 or 100 ng/h) induced a robust dose-dependent daily 0.3 M
NaCl intake (up to 45.8 £ 14.9 and 129.8 + 5.5 mL/24 h, respectively), that returned
to the baseline levels few hours after stopping the infusion. However, the infusion of
aldosterone (10 or 100 ng/h) into the LV failure to induce any significant 0.3 M NaCl
intake. The water intake was reduced by the infusion of aldosterone (10 or 100 ng/h)
into the 4V when compared with vehicle and 1 ng/h, but the food intake was not
affected. In the next experiment, rats implanted with a guide cannula into the 4V or

LV were treated according to following protocols: depletion with furosemide (20
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mg/kg, s.c.; n= 6) 24 h before the experiment, or sodium deprivation for 9 days (n= 4-
5), or treatment with DOCA (2 mg/dia, s.c.; n= 4-7) for 7 days. At the end of the
treatment rats received a single microinjection of RU 28318 (100 or 500 ng/2 pL) or
vehicle (1% ethanol-saline, 2 yL) and after 2 h the intake test started. The single
microinjection of RU 28318 (100 ng/2 uL) into the 4V significantly reduced the 0.3 M
NaCl intake induced by previous treatment of furosemide (5.6 + 0.8 vs. vehicle 12.2 +
1.7 mL/2 h, p< 0.05) or sodium deprivation protocol (1.2 + 0.6 vs. vehicle 9.5 + 2.6
mL/2 h, p< 0.001). However, the same dose of RU 28318 injected into the LV was
not able to affect the furosemide induced-0.3 M NaCl intake (14.8 + 2.8 vs. vehicle
15.1 £ 3 mL/2 h, p> 0.05). Surprisingly, the microinjection of RU 28318 (500 ng/2 pL)
into the 4V failure to reduce the 0.3 M NaCl intake induced by chronic treatment with
DOCA (13.6 = 2.7 vs. vehicle 11.1 £ 2.3 mL/2 h, p> 0.05). Our results are the first
functional evidence to show that chronic infusion of aldosterone into the 4V, but not
into the LV, induce a robust dose-dependent sodium appetite. These results are
reinforced by our studies using MR antagonist, which a single microinjection of RU
28318 into the 4V significantly reduced the sodium intake induced by furosemide or
sodium deprivation. These data confirm the central action of aldosterone in the
sodium appetite control, and together with previous neuroanatomical studies suggest
that hindbrain areas around of 4V are the preferential site of action for aldosterone to

induce sodium appetite.
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APENDICE
1. Tabelas de valores individuais
Tabela 2: Ingestdo basal de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos que posteriormente

receberam a infusdo de veiculo (1% etanol-salina) no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 2,1 1,2 11 1,4 0 0
2 3 2,5 1,5 2 2,1 2
3 0,6 0 3,5 2,1 1,2 3,4
4 0,7 0 0 0 0 0
5 1,3 0 1,4 0,6 0,8 0

Média+tEPM 15+05 0,7+05 15+06 12+04 08+04 1,1+0,7

Tabela 3: Ingestao de NaCl 0,3 M (mL) durante a infusdo de veiculo (1% etanol-

salina) no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 0 0 1 0 0 0
2 0 0,9 0,8 11 0 3,3
3 0 0 0,8 0 1,3 1
4 0,8 1,7 0 0 0 0,7
5 0 0 0 19 0 0,8

Média+EPM 0,2+0,2 05+03 05%*02 06+04 03+03 1,2x0,6




78

Tabela 4: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) apés a infusao de veiculo (1% etanol-salina)

no 4V.
Dias

Rato 1 2 3
1 0 2 0
2 1,5 8,9 4.8
3 11 2,3 1,2
4 0,9 1,6 0,7
5 1 0,8 0,6

Média + EPM 0,9+0,2 3,1+15 1,5+0,9
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Tabela 5: Ingestdo basal de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos que posteriormente

receberam a infusdo de 1 ng/h de aldosterona no 4V .

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 0,8 1,2 0 1,3 1,1 1,1
2 4,2 0 11 0 0,6 0
3 4,2 0 3,4 1,9 3,1 1,1
4 2,1 1,2 11 14 0 0
5 3 2,5 15 2 2,1 2
Média+t EPM 29+06 1+05 14+06 13+04 14+06 08+04

Tabela 6: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) promovida pela infusdo de 1 ng/h de

aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 0,6 2,3 2,4 11,8 17,8 11,2
2 7,1 1,2 1 1,5 5,7 9,2
3 1,4 1,8 1,8 4,7 0,9 14,2
4 0 0 0 0,6 4,7 1
5 1,8 4.8 11,8 9,1 10,9 17,4
Média+EPM 22+13 2+08 34%+21 55%+22 g8+29* 106+28*

* Indica um aumento significante em relacio ao valor basal (tabela 5), ANOVA de duas vias

para medidas repetidas seguida pelo pds-teste de Tukey (p< 0,05).
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Tabela 7: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) ap6s a infusdo de 1 ng/h de aldosterona no

4V.
Dias
Rato 1 2 3
1 1,2 1,7 0
2 1,7 0 1,5
3 4.4 1,7 3.1
4 0 0,9 0
5 3,2 3,9 51
Média + EPM 2,1+0,8 1,6 +£0,6 19=+1
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Tabela 8: Ingestdo basal de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos que posteriormente

receberam a infusdo de 10 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 0 19 0,8 2,1 2,9 1,3
2 0,8 1,2 0 1,3 11 11
3 0,6 0 3,5 2,1 1,2 3,4
4 0 0 0 0 0 11
5 0,7 0 0 0 0 0

Média+ EPM 04+0,2 06+04 09%0,7 1,1+0,5 1+0,5 1,4+0,6

Tabela 9: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) promovida pela infusdo de 10 ng/h de

aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 1,7 3,8 9,3 27,2 26,1 26,3
2 3,8 35,7 40,5 54,3 85,3 84,9
3 0 1,9 5,2 8,5 14,9 14,9
4 19 27,1 53 103,1 78,5 49,3
5 0 30,9 16,1 28,9 24,1 21,4

Média+ EPM 15+0,7 19971 248+93 444+16,4 458+149 394+128

*d *d *d

* Indica um aumento significante em relac&o ao valor basal (tabela 8), ANOVA de duas vias
para medidas repetidas seguida pelo pés-teste de Tukey (p< 0,05).

d Indica um aumento significante em relacdo ao veiculo (tabela 3) e 1 ng/h (tabela 6),
ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey (p< 0,001).
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Tabela 10: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) ap6s a infusao de 10 ng/h de aldosterona

no 4V.
Dias

Rato 1 2 3
1 5,7 0 1
2 6,1 0 0,9
3 7,2 3.8 0,6
4 0,9 0 0
5 2,6 0,8 0

Média + EPM 45+172 0,9+0,7 0,5+0,2
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Tabela 11: Ingestdo basal de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos que posteriormente

receberam a infusdo de 100 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 3,9 2,7 1,6 0,7 1,7 2,3
2 0,8 0 1,5 11 0 2
3 1 0,9 5,6 1 0,8 0
4 1,2 1,3 4,2 4,9 4,1 5
5 4.4 1,7 0 0,7 0 0

Média+ EPM 2,3+08 13+04 26+1 17+0,8 1,3+0,8 1,9+0,9

Tabela 12: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) promovida pela infusdo de 100 ng/h de

aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 5 14,9 29 91,8 78,9 129,4
2 7,2 31,7 81,5 123,7 121,2 130,8
3 2,5 20,9 48,9 104,1 118,5 112,6
4 9,2 29,4 73 108,9 143,5 147,6
5 3,4 22,2 50,3 68 88,6 128,8

Média + EPM 55+1,2 23,8+ 3 56,5+9,4 99,3+9,3 110,1+11,7 129,8+5,5

* * d *d *d *d

* Indica um aumento significante em relagdo ao valor basal (tabela 11), ANOVA de duas
vias para medidas repetidas seguida pelo pés-teste de Tukey (p< 0,001).

d Indica um aumento significante em relacdo ao veiculo (tabela 3) , a 1 ng/h (tabela 6) e a
10 ng/h (tabela 9), ANOVA de duas vias seguida pelo pés-teste de Tukey (p< 0,001).



84

Tabela 13: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) apos a infusdo de 100 ng/h de aldosterona

no 4V.
Dias
Rato 1 2 3
1 11,7 0,9 0,8
2 5,5 19 0
3 3.8 0,7 0
4 2,5 1,1 1,5
5 8,6 3,3 0,4
Média + EPM 6,4+1,7 1,6 +0,5 0,5+0,3
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Tabela 14: Ingestao basal de agua (mL) nos ratos que posteriormente receberam a

infuséo de veiculo (1% etanol-salina) no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 34,4 35,2 34,2 36,5 39,8 31,7
2 34,3 35 32,4 33,2 28,9 31,4
3 29,7 29,9 35,2 32,1 37,5 26,4
4 40,7 21,2 24,6 24,3 26 26
5 36 40,1 34,8 37,8 41,5 36,6

Média £ EPM 35+1,8 323+32 322+x2 328%*24 347+31 3042

Tabela 15: Ingestdo de agua (mL) durante a infusdo de veiculo (1% etanol-salina)

no 4V.
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 24,5 29,5 24 31,2 29,4 31,4
2 12,2 21 22 241 29,4 27,8
3 19,5 29,9 25,2 31,2 31,4 28
4 12,3 22,2 23,8 26,7 22,8 25,3
5 24,8 33,9 36,6 33,1 35,1 34,5

Média+ EPM 18,7+28 27,325 263+26 29317 29,6 £2 29,4+16

* * *

* Indica uma reducéo significante em relagéo ao valor basal (tabela 14), ANOVA de duas
vias para medidas repetidas seguida pelo pés-teste de Tukey (p< 0,05).
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Tabela 16: Ingestdo de agua (mL) apés a infusdo de veiculo (1% etanol-salina) no

4V,
Dias
Rato 1 2 3
1 33,2 447 30,2
2 29,5 33 27
3 24,4 37,8 25,1
4 15,8 30,5 22
5 25,9 36,2 31,2

Média + EPM 258+29 36,4+24 27,1+1,7




87

Tabela 17: Ingestdo basal de agua (mL) nos ratos que posteriormente receberam a

infusdo de 1 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 38,2 38,3 46,8 47,3 53,6 32
2 44,9 31,1 32 37,3 24,7 31
3 33,1 33,7 35,4 37,3 29,8 40,4
4 34,4 35,2 34,2 36,5 39,8 31,7
5 34,3 35 32,4 33,2 28,9 31,4
Média + EPM 37+22 347+12 36,2+2,7 383%+24 354+52 333+18

Tabela 18: Ingestédo de 4gua (mL) durante a infusdo de 1 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 35,1 27,2 29,4 28,4 22,5 21,7
2 18,2 22,1 34,8 31,9 26,7 26,1
3 20,4 32,6 31,8 31,7 30,8 43,6
4 20,1 31,7 32,3 27,5 27,6 27,2
5 25,3 26 29,5 32,5 29,2 27,5
Média + EPM 238+3,1 27919 3161 304+1 274+14 29,2 + 3,7

*

*

*

* Indica uma reducéo significante em relagdo ao valor basal (tabela 17), ANOVA de duas
vias para medidas repetidas seguida pelo pés-teste de Tukey (p< 0,05).




Tabela 19: Ingestdo de agua (mL) ap6s a infusdo de 1 ng/h de aldosterona no 4V.
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Dias

Rato 1 2 3
1 32,3 37,3 33
2 22,8 36,5 35,9
3 40,2 38,7 38,2
4 24 36,7 33,6
5 30,6 31 33,8

Média + EPM 30+ 3,1 36+1,3 349+1
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Tabela 20: Ingestao basal de agua (mL) nos ratos que posteriormente receberam a

infusdo de 10 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 32,1 31,4 28,6 32,1 31,7 28,9
2 38,3 38,3 46,8 47,3 53,6 32
3 29,7 29,9 35,2 32,1 37,5 26,4
4 23,2 28,8 22,8 28,7 22 25,7
5 40,7 21,2 24,6 24,3 26 26

Média+ EPM 32,8+3,1 299+27 316+44 329+39 342+55 278+1.2

Tabela 21: Ingestdo de agua (mL) durante a infusdo de 10 ng/h de aldosterona no

4V.
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 20,2 13 22,8 25 22,8 18,2
2 25,6 13,9 21,8 11,4 16,8 16,7
3 18,4 26,6 27 29,1 22,9 22,9
4 16,3 18,6 14,8 17,1 20,2 16,1
5 18,5 16,2 15 15,9 14,3 15,7

Média+ EPM 198+16 17,7+24 20,3+24 19,7+ 3,2 194+1,7 179+1,3

* * *a * * *da

* Indica uma reducédo significante em relacdo ao valor basal (tabela 20), ANOVA de duas vias para
medidas repetidas seguida pelo pds-teste de Tukey (p< 0,05).

d Indica uma reducdo significante em relacdo ao veiculo (tabela 15) e a indica uma reducéo
significante em relacdo a 1 ng/h (tabela 18), ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey
(p< 0,001).
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Tabela 22: Ingestdo de dgua (mL) ap6s a infusdo de 10 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias

Rato 1 2 3
1 21,4 30,6 30,4
2 27,9 33,5 37,3
3 24,9 35 32
4 27 27,3 26,3
5 21,2 26,8 27,1

Média + EPM 245+14 30,6 +£1,6 30,6 +£2
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Tabela 23: Ingestao basal de agua (mL) nos ratos que posteriormente receberam a

infusdo de 100 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 33,7 19,6 23,2 23,5 29,6 22,6
2 34,5 33,7 31 42,9 34,4 31,2
3 33,2 43,1 36,4 30,4 34,5 28,4
4 38,8 32,5 29,3 33,2 39 47,6
5 35 40,3 44,7 40,5 39 42

Média £ EPM 35+1 33,8+4,1 329+36 341+35 353+18 344%46

Tabela 24: Ingestdo de agua (mL) durante a infusdo de 100 ng/h de aldosterona no

4V.
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 19,3 20 14,9 5,4 2,2 5,4
2 28,8 24,1 28,9 29,6 36,9 40,5
3 23,9 13,7 15,7 17,6 16 13,5
4 22,9 28 25,6 29,2 42,1 30,1
5 16,8 23,6 20,2 14,3 14,2 22

Média+ EPM 223+21 21924 211%27 192+ 4,6 223+75 223+6,1

* * * * * *

* Indica uma reducéo significante em relagéo ao valor basal (tabela 23), ANOVA de duas
vias para medidas repetidas seguida pelo pés-teste de Tukey (p< 0,05).
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Tabela 25: Ingestdo de 4gua (mL) ap6s a infusdo de 100 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3
1 23,9 23,5 26,8
2 33 38,9 32
3 41,1 28,6 27,5
4 20,6 39,2 29,9
5 37,9 36,6 42,1

Média + EPM 31,3+3,9 33,4+3,1 31,7+2.8
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Tabela 26: Ingestéo basal de comida (g) nos ratos que posteriormente receberam a

infuséo de veiculo (1% etanol-salina) no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 26,2 26,3 25,6 28,2 26 26,8
2 25,4 24,8 24,5 23,6 25,8 25,7
3 24,7 24,2 25,8 24,1 26,9 23,3
4 28,9 19,5 22,6 23,9 22,6 22,6
5 25,4 30,3 27,5 29,7 29,2 32,5
Média+ EPM 26,1+0,7 25%+1,7 252+08 259+13 261+11 26,2+1,8

Tabela 27: Ingestao de comida (g) durante a infusdo de veiculo (1% etanol-salina)

no 4V.
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6

1 22,2 27,3 24,8 29,6 24,9 26,6

2 19,1 17 21,4 25,3 27 244

3 22,8 24 27,4 26,8 30,3 29,2

4 21,2 22,4 22,1 30,9 24,2 26,8

5 27 25,7 29,2 32,9 33,2 28,7
Média+ EPM 225+13 233+18 2515 29,1+14 279+17 27,1+0,9
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Tabela 28: Ingestdo de comida (g) apés a infusao de veiculo (1% etanol-salina) no

4V,
Dias
Rato 1 2 3
1 22,7 29,1 22,3
2 23,6 28 24,9
3 19,4 33,3 24,1
4 13,7 31,1 21,7
5 18,9 29,1 28

Média £ EPM 19,7+1,7 30,1+0,9 242+11
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Tabela 29: Ingestédo basal de comida (g) nos ratos que posteriormente receberam a

infusdo de 1 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 24,8 18,8 23,6 22,4 26,2 24,6
2 25,6 27,3 23,5 26,6 21,9 28
3 26,8 22,8 26,5 26,6 23,5 28,7
4 26,2 26,3 25,6 28,2 26 26,8
5 25,4 24,8 24,5 23,6 25,8 25,7
Média+ EPM 258+03 24+15 247x06 255+11 247+08 268+0,7

Tabela 30: Ingestdo de comida (g) durante a infusdo de 1 ng/h de aldosterona no

4V,
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6

1 30,3 23,6 31,8 31,6 26,5 25,2

2 20,5 23,2 27,6 30,8 27,2 29,6

3 12,3 18,9 19,6 22,1 15,6 24,6

4 22,5 25,9 29,2 27,7 25,5 28

5 30,1 26,8 32,8 30,4 30,3 30,7
Média + EPM 23,1+34 23,7+14 282+23 285+1,7 2525 276 +12
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Tabela 31: Ingestdo de comida (g) ap6s a infusdo de 1 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3
1 25,3 25,7 22,4
2 9,6 28,4 26,5
3 23,6 25 27,9
4 18,6 27,9 26,6
5 26,2 25,4 28,8

Média £ EPM 20,7+ 3,1 26,5+0,7 264+11
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Tabela 32: Ingestédo basal de comida (g) nos ratos que posteriormente receberam a

infusdo de 10 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 21,1 17,5 20,8 21,9 20,2 18,7
2 24,8 18,8 23,6 22,4 26,2 24,6
3 24,7 24,2 25,8 24,1 26,9 23,3
4 21,3 25,3 22,7 23,9 22,1 22,9
5 28,9 19,5 22,6 23,9 22,6 22,6

Média+ EPM 242+14 21,1+16 23,1+08 232+05 236+1.3 224+1

Tabela 33: Ingestdo de comida (g) durante a infusdo de 10 ng/h de aldosterona no

4V,
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 22 18,4 20,3 21,8 20,4 24,1
2 27,6 31,5 26,3 24,2 26,3 25,4
3 24,7 245 28,6 27,8 30,2 28,5
4 23 25,9 27,8 29,7 28,1 25,5
5 22,5 27,8 28,3 32,4 28 22,6

Média £ EPM 24+1 256+22 263x15 272+19 26617 252+1

* *

* Indica um aumento significante em relacdo ao valor basal (tabela 32), ANOVA de duas
vias para medidas repetidas seguida pelo pés-teste de Tukey (p< 0,05).
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Tabela 34: Ingestdo de comida (g) apos a infusdo de 10 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3
1 19,3 27,7 20,1
2 26,5 31,5 33,3
3 25,2 27,6 29,7
4 23,3 23,4 24,1
5 25 22,4 23,9

Média + EPM 239+1,.2 26,5+1,6 26,2+2,3
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Tabela 35: Ingestédo basal de comida (g) nos ratos que posteriormente receberam a

infusdo de 100 ng/h de aldosterona no 4V.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 27,6 21,7 21,2 23,2 27 21,2
2 23,1 20,7 19,2 25,6 23,9 22,5
3 171 28,3 23,1 25,3 26,2 24,3
4 27,5 26 24,2 25,3 26 27,6
5 23,7 27,6 31,3 30,7 28,5 32,7
Média+ EPM 238+19 249+15 238+21 26+12 263%+0,7 25721

Tabela 36: Ingestdo de comida (g) durante a infusdo de 100 ng/h de aldosterona no

4V,
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6

1 17,2 24,1 23,3 23,6 22,7 23,5

2 25,1 20,2 26,4 27,6 26,4 23,3

3 24,5 23,4 25,7 24,8 24,7 26,3

4 18,5 28,4 24,2 22,2 19,3 22,3

5 27,3 51 48 36,4 28,1 37
Média + EPM 225+2 294+56 295+4,7 269%+25 242+15 265+27




100

Tabela 37: Ingestdo de comida (g) ap6s a infusdo de 100 ng/h de aldosterona no

4V.
Dias
Rato 1 2 3
1 20,6 21,3 24,1
2 19,5 27,1 24,3
3 25,7 27,6 25,7
4 24,5 19,9 27,1
5 33 31,7 40
Média + EPM 24,7+ 2,4 25,5+2,2 28,2 +3
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Tabela 38: Ingestdo basal de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos que posteriormente

receberam a infusdo de 10 ng/h de aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 4.4 1,6 1 4,2 2,3 2,5
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 1,6 2,9 1,3
4 0 0 0 0,6 19 0

Média + EPM 1,1+11 04+04 03+03 16+09 18+0,6 1+0,6

Tabela 39: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) durante a infusdo de 10 ng/h de

aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 0 0,9 2,1 2,9 2,6 0
2 0 0,7 0 0,7 0 0
3 0,6 1,2 2,3 6,5 7,6 12,8
4 0 0 0 0 0,9 0

Média+ EPM 0,2+x0,2 0,7+03 11+06 2515 28=%+17 3,2+3,2
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Tabela 40: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) apés a infusdo de 10 ng/h de aldosterona

no VL.
Dias
Rato 1 2 3
1 5,6 7,5 2,6
2 0 0,9 19
3 2,5 0,9 0
4 0 0,6 0
Média + EPM 2+1,.3 25+17 1,1+0,7
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Tabela 41: Ingestdo basal de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos que posteriormente

receberam a infusdo de 100 ng/h de aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 14 11 0 1,6 1,3 1,7
2 3,7 11 0 0,6 0 11
3 0,8 1,4 0,6 6,7 3 2,6
4 0 0,7 0 0,6 0 0
Média+tEPM 15+08 1,1+0,1 02+0,2 24+15 11+0,7 14+05

Tabela 42: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) durante a infusdo de 100 ng/h de

aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 1,3 0 3,5 0,7 0 0
2 0 1,7 1 2,3 0,9 0
3 2,1 0,7 11 1,3 5,4 5,1
4 0 0 0,7 0 0,8 0
Média+t EPM 09+05 06+04 16+06 1,1+05 18+1,2 1,3+1,3
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Tabela 43: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) apos a infusdo de 100 ng/h de aldosterona

no VL.
Dias
Rato 1 2 3
1 0,7 0,7 0
2 3 0 0
3 5,5 0 0,7
4 0 0,6 0

Média + EPM 23+1,2 0,3+0,2 0,2+0,2
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Tabela 44: Ingestao basal de agua (mL) nos ratos que posteriormente receberam a

infusdo de 10 ng/h de aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 32,7 30 33,1 31 32,1 27,7
2 35,1 31,6 41 28,5 30,1 29,1
3 38,7 34,5 36,6 32,1 31,2 30,3
4 27,6 24,9 31,2 27,1 35 29
Média+ EPM 335+23 303+2 355%+22 29,7+11 321%1 29+0,5

Tabela 45: Ingestdo de 4gua (mL) durante a infusdo de 10 ng/h de aldosterona no

VL.
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6

1 22,8 21,6 24,1 24,2 32,5 39,1

2 25,6 23,6 27,3 22,6 23,4 47,5

3 30,3 30,5 30,3 29,9 29,5 24,8

4 32,4 26,3 33,1 31,6 34,8 29,3
Média+ EPM 27,8+22 255+19 287+19 271+22 30,1+25 352+51
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Tabela 46: Ingestdo de agua (mL) ap6s a infusdo de 10 ng/h de aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3
1 29 36,8 27,8
2 24,1 27 29
3 30,9 28,7 28,6
4 36,6 29,2 34,8
Média + EPM 30,2+2,6 30,4+£2.2 30,1+1,6
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Tabela 47: Ingestao basal de agua (mL) nos ratos que posteriormente receberam a

infusdo de 100 ng/h de aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 32,8 35 29,1 26,6 33,5 33,9
2 31,2 34,5 29,2 33,1 29,2 20,7
3 26,2 20,2 22,5 16,7 17,1 17,9
4 30,7 30,8 26 28,2 21,9 31,6

Média+ EPM 302+14 30,1+34 26, 7+16 26,2+34 25437 26+4

Tabela 48: Ingestdo de agua (mL) durante a infusdo de 100 ng/h de aldosterona no

VL.
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 33,2 26,6 24,6 23,8 20,2 20,8
2 23,2 32,5 31,7 32,4 34,1 31,6
3 16,4 16,2 20 18,5 18,6 17,1
4 25,6 29,4 28,5 27 24,7 22,1

Média + EPM 24,6 +35 26,2+35 262%+25 254+29 244+35 229+31

*

* Indica um reducdo significante em relagdo a 10 ng/h (tabela 45), ANOVA de duas vias
seguida pelo pos-teste de Tukey (p< 0,05).
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Tabela 49: Ingestdo de agua (mL) ap6s a infusdo de 100 ng/h de aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3
1 20,9 34,7 31,1
2 31,8 31,7 35,6
3 20,1 15,8 21,5
4 17,8 45,6 38,7

Média + EPM 22,7+3,1 32+6,2 31,7+3,7




109

Tabela 50: Ingestédo basal de comida (g) nos ratos que posteriormente receberam a

infusdo de 10 ng/h de aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 22,8 23 24,3 22 23,1 25
2 24,9 26,1 33,3 23,1 25,2 22,7
3 19,2 21 22,4 22,2 16,7 23,9
4 21,1 22,3 30,6 23,1 25,8 27
Média + EPM 22+12 231+11 27, 7+26 226+03 22,7+21 247+0,9

Tabela 51: Ingestdo de comida (g) durante a infusdo de 10 ng/h de aldosterona no

VL.
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6

1 19,3 18,9 20,2 22,1 25,7 22,9

2 28,6 27,5 27,7 26,7 27,2 24,9

3 28,6 26,4 26,6 28,4 28,6 26,4

4 31,3 24,5 34 32,8 37 29,4
Média £+ EPM 27+26 243+19 271+28 275+272 29,6+25 25914
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Tabela 52: Ingestdo de comida (g) apos a infusdo de 10 ng/h de aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3
1 16,3 31,8 27,6
2 26,6 22,8 26,3
3 22,6 22,3 20,3
4 24,5 23,1 25,8

Média + EPM 225+22 25+23 25+1,6
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Tabela 53: Ingestédo basal de comida (g) nos ratos que posteriormente receberam a

infusdo de 100 ng/h de aldosterona no VL.

Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 20,1 26,2 22,5 23,6 25,1 26,6
2 24,7 30,2 24,7 26,5 25,5 22,3
3 20,1 14,2 16,5 14,3 15,7 17,8
4 20,1 23,3 20,4 211 19,2 20,7

Média+ EPM 213+12 235+34 21+17 21426 214+24 21918

Tabela 54: Ingestado de comida (g) durante a infusdo de 100 ng/h de aldosterona no

VL.
Dias
Rato 1 2 3 4 5 6
1 30,3 26,9 22,7 25,2 24,3 19,5
2 23,6 28,7 32 31 26,6 27,3
3 16,8 13,9 16,9 19,9 20 19,2
4 17,7 22,4 14,1 23,6 24,5 23,4

Média+ EPM 22,1+3,1 23+3,3 21,4+4 249+23 239+14 224+19
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Tabela 55: Ingestdo de comida (g) ap6s a infusdo de 100 ng/h de aldosterona no

VL.
Dias
Rato 1 2 3
1 26,2 26,4 28,6
2 27 30 30,2
3 19,8 13,8 19,3
4 22 23,1 23,4
Média + EPM 23,817 23,3+3,5 254 +25

Tabela 56: Ingestdo de agua (mL) ap6s a microinjecao de 10 ng/2 pL de All no VL
durante o teste de ingestdo de 15 minutos nos ratos que posteriormente receberam

a infusdo i.c.v. de 10 ou 100 ng/h de aldosterona.

Rato Grupo 10 ng/h Grupo 100 ng/h
1 17,9 12,1
2 13,9 9,7
3 5 8,6

4 10,4 5,2
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Tabela 57: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos depletados com

furosemida apds 2 horas da microinjecéo de veiculo (1% etanol-salina) no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 16,6 18,1 18,5 18,9 19,8
2 10,2 10,2 12 12,1 12,6
3 7,7 10 10 10 10
4 6,3 7 8 8 8
5 4,8 7 8,2 10 10
6 6,2 9 12,8 12,8 12,8
Média+EPM 86+18 102+1,7 116+16 1216 12217

Tabela 58: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos depletados com

furosemida apdés 2 horas da microinjecdo de 100 ng/2 uL de RU 28318 no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120

1 8 8 8,2 8,4 8,4

2 3,5 3,8 4,2 4,4 4,4

3 3.4 3,4 3,4 3,4 3.4

4 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8

5 4 4 5,9 5,9 5,9

6 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
Média+EPM 5+09* 51+08* 55+08* 56+0,8* 56+08*

* Indica uma reducéo significante em relacdo ao veiculo (tabela 57), ANOVA de duas vias
para medidas repetidas seguida pelo pés-teste de Tukey (p< 0,05).
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Tabela 59: Ingestdo de NaCl 0,3 M (mL) ap6s 24 horas da microinjecdo de 100 ng/2

puL de RU 28318 no 4V dos ratos depletados com furosemida.

Rato

NacCl

1

1
13,4
7,1
11
6,9

15,3

Média £ EPM

75124




115

Tabela 60: Ingestdo acumulativa de &agua (mL) nos ratos depletados com

furosemida apds 2 horas da microinjecdo de veiculo (1% etanol-salina) no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 2,4 2,4 7,1 7,3 7,3
2 0,9 0,9 3,3 4,1 4,2
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
Média+EPM 06+04 06+x04 1,712 19%13 19%13

Tabela 61: Ingestdo acumulativa de agua (mL) nos ratos depletados com

furosemida apés 2 horas da microinjecao de 100 ng/2 pL de RU 28318 no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 0 0 0 0 0
2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
4 0 0 0 0 0
5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
6 0 0 0,3 0,3 0,3
Média+tEPM 0,1+01 0,1+01 0,2%x0,1 0,2%x01 0,2%0,1
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Tabela 62: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos depletados com

furosemida ap6s 2 horas da microinjecdo de veiculo (1% etanol-salina) no VL.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 18,5 249 26,9 26,9 26,9
2 8 13,3 16,3 16,5 16,5
3 8,1 11,2 13,4 14,7 18,7
4 5,6 6,5 7,6 7,6 7,6
5 4 2 7,8 8,2 8,2
6 9,6 12,7 12,8 12,8 12,8
Média+ EPM 921 118+32 141+29 145+29 151+3

Tabela 63: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos depletados com

furosemida apdés 2 horas da microinjecdo de 100 ng/2 uL de RU 28318 no VL.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 18,3 23,1 23,1 25,2 25,2
2 12,1 20,5 20,6 20,8 20,8
3 9,9 12,3 14,7 14,7 14,7
4 6,9 10,5 10,5 10,5 11,3
5 7,5 7,9 7,9 7,9 7,9
6 6,6 6,6 8,3 8,9 8,9
Média+ EPM 10,2+18 135+28 142+26 147+29 148+28
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Tabela 64: Ingestdo acumulativa de &agua (mL) nos ratos depletados com

furosemida apds 2 horas da microinjecéo de veiculo (1% etanol-salina) no VL.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 0,3 0,3 0,3 0,3 0,9
2 0,1 2,6 2,6 2,7 2,7
3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
4 0 0,6 0,7 0,7 0,7
5 0 0 0 0 0
6 0,1 0,1 4 4 4
Média+EPM 0,1+01 07+x04 13+0,7 13%x0,7 14+0,6

Tabela 65: Ingestdo acumulativa de &agua (mL) nos ratos depletados com

furosemida apdés 2 horas da microinjecdo de 100 ng/2 uL de RU 28318 no VL.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
2 0 2 7,1 9,6 10,1
3 0 0 1,7 1,7 1,7
4 0,1 0,1 3,3 4 4,2
5 0 0 0 0 0
6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Média+ EPM 0,10 04+03 21+x11 26+15 27%16
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Tabela 66: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos tratados com DOCA

apos 2 horas da microinjecao de veiculo (1% etanol-salina) no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120

1 6,6 6,6 6,6 7,7 7,7

2 11 13,3 13,3 15,2 17,2

3 6,1 6,1 6,1 7,3 7,3

4 9,4 9,4 9,4 12,1 12,1
Média+EPM 83+12 89+17 89+17 106+19 11,1+23

Tabela 67: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos tratados com DOCA

apos 2 horas da microinjecao de 500 ng/2 uL de RU 28318 no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120

1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1

2 11,4 14,7 14,7 18,2 19,6

3 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4

4 4,2 8,4 8,4 8,4 8,4

5 12,2 14,3 15,3 15,3 15,3

6 10,1 11,3 12,7 12,7 12,7

7 12,3 14,5 22,6 25 25,6
Média+ EPM 9,1+1,2 11+14 12522 133+2,6 136£27
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Tabela 68: Ingestao acumulativa de agua (mL) nos ratos tratados com DOCA apos 2

horas da microinjecéo de veiculo (1% etanol-salina) no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120

1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

2 0,3 0,4 0,6 0,6 0,6

3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

4 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3
Média+ EPM 03+01 03%01 03+x01 04%x01 04x01

Tabela 69: Ingestao acumulativa de agua (mL) nos ratos tratados com DOCA apoés 2

horas da microinjecéo de 500 ng/2 puL de RU 28318 no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
2 0,5 1,3 1,3 1,5 1,5
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0,2 0,2 1,7 1,7 1,7
6 0,4 0,4 1,7 2,3 2,3
7 0,3 0,3 3,3 5,9 5,9
Média+ EPM 0,2+0,1 03%+0,2 12+05 16+08 16+0,8
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Tabela 70: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos privados de sodio

apos 2 horas da microinjecao de veiculo (1% etanol-salina) no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 14,4 15,8 16,6 16,8 16,8
2 5,3 5,3 6,6 8 9,6
3 4,2 4,2 5,2 5,2 5,2
4 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4

Média+t EPM 76+23 7927 8727 91+26 95+26

Tabela 71: Ingestdo acumulativa de NaCl 0,3 M (mL) nos ratos privados de sodio

apos 2 horas da microinjecao de 100 ng/2 uL de RU 28318 no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
2 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7
3 11 1,1 1,1 1,1 11
4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4
5 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6

Média+EPM 12+06* 12+06* 12+06* 12+06* 1,2+0,6*

* Indica uma reducéo significante em relacdo ao veiculo (tabela 70), ANOVA de duas vias
seguida pelo pos-teste de Tukey (p< 0,001).
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Tabela 72: Ingestao acumulativa de agua destilada (mL) nos ratos privados de sodio

apos 2 horas da microinjecao de veiculo (1% etanol-salina) no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,6
3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
4 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

Média+t EPM 04+01 04+01 04%+01 04+01 05%0,1

Tabela 73: Ingestdo acumulativa de agua destilada (mL) nos ratos privados de sédio

apos 2 horas da microinjecao de 100 ng/2 uL de RU 28318 no 4V.

Tempo (min)

Rato 15 30 60 90 120
1 0 0 0 0 0
2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4
5 0 0 0 0 0

Média+EPM 0,1+0,1 01+01 01+01 0101 0,1+0,1*

* Indica uma reducéo significante em relacdo ao veiculo (tabela 72), ANOVA de duas vias
seguida pelo pos-teste de Tukey (p< 0,001).
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