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RESUMO:

As acOes da angiotensina Il (ANG I1) tanto renais quanto na inducdo da sede e do
apetite ao sddio sdo bem conhecidas, porém, apesar de suas acbes renais, pouco se sabe
sobre as agBes da angiotensina 1-7 (ANG 1-7) na regulacdo do equilibrio
hidroeletrolitico. Portanto, neste trabalho foi investigado um possivel envolvimento dos
receptores MAS da ANG 1-7 na regulacéo da sede e do apetite ao sédio (NaCl 1,8%).
Para tanto, ratos Wistar (280g a 320g) foram anestesiados (50 mg/ kg de cetamina e 0,5
mg/ kg de xilasina.) e submetidos a uma cirurgia encefalica para implante de uma
canula de ago inoxidavel no ventriculo lateral (VL). Ap6s 5 dias de recuperacdo, 0s
animais foram submetidos a um dos quatro protocolos descritos a seguir: privagao
hidrica de 24h; tratamento com furosemida 10 mg/kg /captopril 5 mg/kg (FURO/CAP);
gavagem (administracdo intragastrica de NaCl 12%); ou deplecdo de sodio por 24 h
(injecdo sc de FURO 10 mg/kg + retirada da racdo). Em todos os protocolos o rato
recebeu injecdo intracerebroventricular (icv) de diferentes concentragdes (1,5; 3; 6 e 12
nmol/3puL) do antagonista do receptor MAS da ANG 1-7 (A779) ou PBS e 15 min
depois, foram feitas as medidas de ingestdo (agua e/ou NaCl 1,8%) ao longo de 120 ou
240 min (teste da sede e/ou do apetite ao sodio) e 24 h. Os resultados foram expressos
com média % erro padrao da média. Para as analises estatisticas foi utilizada ANOVA de
uma via ou de duas vias de medidas repetidas seguida do pods-teste Newman Keuls,
sendo considerado significante para p < 0,05. O tratamento com A779 icv ndo afetou a
ingestdo de agua e sodio induzida pela privacao hidrica ou tratamento com FURO/CAP
(protocolos que induzem tanto ingestdo de dgua quanto de sodio), todavia A779 foi
capaz de reduzir a ingestdo de agua induzida pela gavagem de NaCl 12% (desidratacédo
intracelular: 3,1+1,4; 2,8+1,6; 3,3+1,0 vs. PBS: 9,3+2,3 ml/120 min, respectivamente
para A779 de 3, 6, 12 nmol/3uL) e a ingestdo de NaCl 1,8% induzida pela deplecéo de
sodio por 24 h (desidratacdo extracelular: 2+1,2 vs. PBS: 7,0+1,8 mL/120 min para
AT779 na concentracdo de 3 nmol). Uma vez que é sabido que a ANG Il tem um
importante papel na sede e no apetite ao sodio, para se certificar da especificidade do
AT779, foi investigado se 0 A779 (6nmol/3pL) poderia interferir no efeito dipsogénico
da ANG Il e os resultados mostraram que a prévia administracdo de A779 ndo foi capaz
de afetar a ingestdo de agua induzida pela ANG Il (PBS + ANG II: 11,8+1,8 vs A779 +
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ANG II: 10,7£1,7 mL/2h). Em relagdo a ingestdo de 24 h, considerando todos os
protocolos realizados, apenas no protocolo para se estudar a especificidade do A779, foi
observado um aumento da ingestdo de agua (24 h), sendo que todos os tratamentos
foram diferentes do grupo controle (PBS + salina). Considerando os resultados obtidos
foi observado que o bloqueio dos receptores MAS reduziu a ingestdo de agua induzida
por desidratacdo intracelular e a de sddio induzida pela desidratacdo extracelular,

sugerindo um possivel envolvimento da ANG 1-7 nestes comportamentos ingestivos.
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ABSTRACT:

The renal actions of angiotensin Il (ANG) Il and its involvement on thirst and
sodium appetite are well known, however, despite its renal effects, little is known about
the actions of angiotensin 1-7 (ANG 1-7), in the regulation of fluid and electrolyte
balance. Therefore, in this study it was investigated a possible involvement of the MAS
receptor of ANG 1-7- on thirst and sodium appetite (hypertonic solution of sodium
chloride - 1.8% NaCl) regulation. For this purpose, Wistar rats (280g to 320g) were
anesthetized (50 mg/kg ketamine and 0.5 mg/kg xylazine) and subjected to a brain
surgery for implanting a stainless steel cannula into the lateral ventricle (LV). After 5
days of recovery, animals were subjected to one of the four protocols as followed
described: 24h water deprivation; treatment with furosemide 10 mg/kg /captopril 5
mg/kg (FURO CAP); gavage (intragastric administration of 12% NaCl); or 24 h sodium
depletion (sc injection of FURO 10 mg/kg + food removed). In all protocols the rat
received intracerebroventricular  (icv) injection of different concentrations
concentracdes (1,5; 3; 6 e 12 nmol/3uL) of MAS receptor antagonist of ANG 1-7
(A779) or PBS and 15 min later, the intake measures (water and / or NaCl 1.8%) were
made during 120 or 240 min ( thirst and/or sodium appetite test) and 24 h. Results were
expressed as mean + standard error of the mean. For statistical analyzes it was used one-
way or two-way repeated measures ANOVA followed by Newman Keuls post-test. It
was considered statistically significant at p <0.05. Treatment with icv A779 did not
affect water and sodium intakes induced by water deprivation or treatment with FURO
/CAP (protocols that induce both water and sodium intake). On the other hand, A779
was able to reduce water intake induced by 12% NaCl gavage (intracellular
dehydration: 3.1 £ 1.4, 2.8 £ 1.6, 3.3 £ 1.0 vs. PBS: 9.3 + 2.3 ml/120 min, respectively,
to 3, 6, 12 nmol/3uL of A779 ) and sodium depletion-induced sodium intake
(extracellular dehydration: 2 + 1.2 vs PBS: 7.0 + 1.8 mL/120 min for 3 nmol of A779).
Since it is known that ANG Il plays an important role on thirst and sodium appetite, to
ensure the specificity of A779, it was investigated if A779 (6nmol/3uL) could interfere
on the dipsogenic effect of ANG Il. The results showed that previous administration of
AT779 was not able to affect water intake induced by Ang Il (PBS + ANG II: 11.8 + 1.8
vs. A779 + ANG II: 10.7 = 1.7 mL/2h). In relation to 24 h water and sodium intakes,



considering all the protocols tested, only in the protocol to study the specificity of A779
it was observed an increase on water intake (24 h) in all treatments when compared to
control group (PBS + saline). Considering the results, it was observed that the blockage
of MAS receptors reduced water intake induced by intracellular dehydration and sodium
intake induced by extracellular dehydration, suggesting a possible involvement of

ANG 1-7 on these ingestive behaviors.



INDICE ANALITICO:

1. INTRODUGAOD ..ottt n s asenenan s 1
1.1. Sistema Renina ANGIOTENSING. ........ccuiiieiiiieiii et 3
1.2. Angiotensina Il (ANG ) ...oooiiiiei e 4
1.3. ANQIOtensiNg 1-7 (ANG 1-7) ..oooiiieiiieiee et 5
1.4. Angiotensina Il (Ang Il) e Angiotensina 1-7 (Ang 1-7) na Regulagdo do
Comportamento INGESLIVO .....c.u.iieiieeiiier e e e e e 5
2. OBUIETIVO ..ottt ettt ettt ettt et ae e 8
2.1 ODJetivo ESPECITICO ...vviiiiieiiiiiie st 8
3. MATERIAIS € METODOS ....coooiiiiiiiiiieieseie st 9
3.1 ANIMALS ..vvieeiiie ettt e e et e e st e e st e e e ta e e e tee e e seeeennaeeennaeeeenreeeanes 9
3.2. Cirurgia Encefalica (Steriotaxia) .........cccccceeiieeeiiireiiiiesiieessireesireesneeesseee e 9
3.3. INJECOES AOS FAIMACOS ......vvveiiiieeiiie e ciiee et s et e et e s e e e e et eesnreeeanes 10
3.4. Drogas INJELATAS .......ccvveeiiiee ettt e e et e e e e e 10
3.5. Protocolos EXPEriMENtaS .......c..ccciveeiureeriieeiiieesitieessieeessieeessnreeesnaeeesneeesneee s 11

3.5.1. Estudo do efeito central do A779 na ingestéo de agua e NaCl 1,8% induzida
pela gavagem de solucéo hipertonica de NaCl (desidratacdo intracelular) ................... 12
3.5.2. Estudo do efeito central do A779 na ingestdo de agua e NaCl 1,8% induzida
pela deplecdo de sodio de 24 h (desidratacdo extracelular) ...........ccccovvvveviieeiiieennnn. 13
3.5.3. Estudo do efeito central do A779 na ingestéo de agua e NaCl 1,8% induzida
pelo tratamento com furosemida + captopril ..........cccoovveeiiie i, 14
3.5.4. Estudo do efeito central do A779 na ingestdo de agua e NaCl 1,8% induzida

por Privacdo hidrica de 24N .........cooe oo 15
3.2.5. Estudo do efeito central do A779 na ingestdo de agua e sodio apds injecédo

CENEFAl A8 ANG Tl ...t srae e nnee s 16
3.6. ANALISE ESTALISTICA ....e.vveieeieiiiieie ettt 17
4. RESULTADOS ..ottt ettt te e ne et ntaene e 18
4.1, ANAliSe HiStOIOGICA .......eeeivieeiiii e 18

Xl



4.2. Efeito central do A779 na ingestdo de 4gua e NaCl 1,8% em ratos submetidos a
desidratacéo intracelular (gavagem de NaCl 1290) ..........cccevieiiiiiieniienieee e 19
4.3. Efeito central do A779 na ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos submetidos a
desidratacdo extracelular (deplecao de sdio POr 24 h)........ccovevveiiieiiieie e 22
4.4. Efeito central do A779 na ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos tratados com
FURO/CAP ..ttt e et e e e et e e e s et e e e s et e e e e s anteaeeessaaneeeean 25

4.5. Efeito central do A779 na ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos privados de

AQUA POI 24 Nttt ettt b ettt ae e 28
4.6. Efeito da interagdo do A779 e ANGII na ingestdo de &gua e SOdio ...................... 33
5. DISCUSSAOD ..ottt ene et en e 37
B. CONCLUSAD ..ottt 41
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cocoiiieeeeeeeeeeee e 42

Xl



INDICE DE FIGURAS:

Figura 1: Mecanismo simplificado de formagéo de ANG Il e ANG 1-7 no sistema

renina-angiotensina e Seus reSPECtivoS rECEPLOTES ........cevvveiirerieerieeiiee e 4

Figura 2: Apareln0 StEriOtAXICO. .....ccuuiviiieiiieiieie e 10

Figura 3: Protocolo experimental para o estudo do efeito da injecdo de A779 no VL na
ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos tratados com gavagem de solucdo hipertnica de
NaCl (desidratagao INtraCelUlar) ...........ooouiiiiiiiie i 13

Figura 4: Protocolo experimental para o estudo do efeito da injecdo de A779 no VL na
ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos com deplecédo de sodio por 24 h (desidratacéo
EXEFACEIUIAN) ..t 14

Figura 5: Protocolo experimental para o estudo do efeito da injecdo de A779 no VL na

ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos tratados com furosemida e captopril .............. 15

Figura 6: Protocolo experimental para o estudo do efeito da injecdo de A779 no VL na

ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos com privacao hidricapor 24 h...........cccocc..... 16

Figura 7: Protocolo experimental para o estudo do efeito da injecdo de A779 no VL na

ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos apés injecdo central de ANG Il ..................... 17

Figura 8: Fotomicrografia de um corte histologico do cérebro de um animal, indicando

(seta) o local de injecdo no ventriculo lateral (VL) .......cccccovveiiieiiiieccee e 18

Xl



Figura 9: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 1,8% (mL) e B) 4gua (mL) ap6s a injecdo no
VL de PBS (3 uL) ou A779 (3, 6 e 12 nmol/3 pL) em ratos submetidos a desidratacéo

intracelular (gavagem). Os resultados foram expressos como média £ EPM; n =6 ..... 20

Figura 10: Ingestdo de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) ap0s a injecdo no VL de
PBS (3 pL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 pL) em ratos ratos submetidos a desidratacao
intracelular (gavagem). As medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos de 0-15(1),
15-30(2), 30-60(3) e 60-120(4) min. Os resultados foram expressos como médiat EPM;

Figura 11: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apos a injecao
no VL de PBS (3 uL) e A779 (1,5;3 e 6 nmol/3 uL) em ratos submetidos a deplecédo de

sodio. Os resultados foram expressos como média = EPM, N=6........c.cccccceeviveennnnnn, 23

Figura 12: Ingestdo de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apds a injecdo no VL de
PBS (3 uL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos submetidos a deplecdo de sédio.
As medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos de 0-15(1), 15-30(2), 30-60(3) e 60-

120(4) min. Os resultados foram expressos como médiaxz EPM; N=6..............c...c...... 24

Figura 13: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apds a injecéo
no VL de PBS (3 uL) ou A779 (3, 6 e 12 nmol/3 uL) em ratos submetidos ao

tratamento com furosemida e captopril. Os resultados foram expressos como média +

XV



Figura 14: Ingestdo de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apos a injecdo no VL de
PBS (3 uL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos submetidos ao tratamento com
furosemida e captopril. As medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos de 0-15(1),
15-30(2), 30 60(3) e 60-120(4) min. Os resultados foram expressos como médiat EPM;

Figura 15: Ingestdo cumulativa de agua (mL) ap6s a injecdo no VL de PBS (3 uL) ou
A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos privados de agua por 24 h (periodo de reidratacdo

— teste da sede). Os resultados foram expressos como média £ EPM; n=6................. 29

Figura 16: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apds a injecéo
no VL de PBS (3 uL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos privados de dgua por 24
h. Os resultados foram expressos como média = EPM; N =6 .........ccccovvveeviieeiiineecnnee. 30

Figura 17: Ingestdo de agua (mL) apos a injecdo no VL de PBS (3 uL) ou A779 (1,5; 3
e 6 nmol/3 uL) em ratos privados de agua por 24 h (periodo de reidratagdo — teste da
sede). As medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos de 0-15(1), 15-30(2), 30-60(3)

e 60-120(4) min. Os resultados foram expressos como média £ EPM; n=6 ................ 31

Figura 18: Ingestdo de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apos a injecdo no VL de
PBS (3 uL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos privados de agua por 24 h. As
medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos de 0-15(1), 15-30(2), 30-60(3) e 60-

120(4) min. Os resultados foram expressos como médiat EPM; n=6.............cceeeneee. 32

Figura 19: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) ap0s a injecao
no VL de PBS (3uL) + salina (1 uL); PBS (3uL) + ANGII (100 ng/1 uL); A779 (6
nmol/3uL) + ANGII (100 ng/l ulL); PBS (3uL) + ANG1-7 (400 ng/l uL). Os

resultados foram expressos como média £ EPM; N =6 .....ccceovveiiini e, 34

XV



Figura 20: Ingestdo de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) ap0s a injecdo no VL de
PBS (3uL) + salina (1 puL); PBS (3uL) + ANGII (100 ng/1 uL); A779 (6nmol/3uL) +
ANGII (100 ng/1 uL); PBS (3uL) + ANG1-7 (400 ng/1 uL). As medidas de ingestao
foram feitas nos intervalos de 0-15(1), 15-30(2), 30-60(3) e 60-120(4) min. Os

resultados foram expressos como médiat EPM; N= 6 ........cccvevvvevii e e, 35

XVI



INDICE DE TABELAS:

Tabela 1: Ingestdo de NaCl 1,8% (mL) e 4gua (mL) 24 h apos a inje¢do no VL de PBS
(3 uL) ou A779 (3, 6 e 12 nmol/3 uL) em ratos que haviam sido submetidos a gavagem
B NACT 1200 ... et e e et e e e s et e e e e st e e e e s araaeeeeanees 22

Tabela 2: Ingestdo de NaCl 1,8% (mL) e 4gua (mL) 24 h apos a inje¢do no VL de PBS
(3 puL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos que haviam sido previamente
depIetados dE SOUIO ....c.veeieeieie ettt et e et e e e anae e 25

Tabela 3: Ingestdo de NaCl 1,8% (mL) e &gua (mL) 24 h ap6s a injecdo no VL de PBS
(3 uL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 pL) em ratos que haviam sido previamente tratados
(010 0 L 0 (O 0 S USRS 28

Tabela 4 : Ingestdo de NaCl 1,8% (mL) e &gua (mL) 24 h apos a injecdo no VL de PBS
(3 uL) ou A779 (3; 6 e 12 nmol/3 uL) em ratos que haviam sido previamente privados
(0 [C: T - VOSSP 33

Tabela 5: Ingestdo de NaCl 1,8% (mL) e 4gua (mL) 24 h apos o tratamento icv com
ANG 11 (100 ng), ANG 1-7 (400 ng) ou A779 (6 nmol) + ANG I1 (100 ng)................ 36

XVII



LISTA DE ABREVIATURAS:

AGT = Angiotensinogénio

ANG | = Angiotensina 1

ANG Il = Angiotensina Il

ANG 1-7 = Angiotensina 1-7

ANG 1-9 = Angiotensina 1-9

AP = Area postrema

AT1 = Receptor tipo 1

AT?2 = Receptor tipo 2

AV3V = Regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V)
ECA = Enzima conversora de angiotensina |
ECA 11 = Enzima conversora de angiotensina Il
ICV = Intracerebroventricular

LEC = Liquido extracelular

LCE = Liquido cerebroespinal

MNPO = Nucleo pré-optico mediano

NPB = Nucleo parabraquial

NTS = Nucleo do trato solitario

NLET = Ndcleo leito da estria terminal

OSF = Orgdo subfornicial

OVLT= Orgéo vasculoso da laminna terminal

Xvil



PC = Peso corporal

SC = Subcuténeo

SNC = Sistema nervoso central
SRA = Sistema renina-angiotensina
Ul = Unidade Internacional

VL = Ventriculo lateral

XIX



1. INTRODUCAO:

Mecanismos neurais e hormonais sdo acionados diante da desidratacdo intra e
extracelulares e participam da restauracdo do equilibrio eletrolitico. O equilibrio
hidromineral € um dos sistemas que deve ser mantido dentro de estreitos valores de
variacdo o que é feito por mecanismos regulatérios do organismo. Quando ha alguma
alteracdo desses mecanismos regulatorios podem ser desencadeadas patologias e até

mesmo poderiam levar a um comprometimento da vida (Covian e cols., 1975).

A é&gua é um componente essencial ao organismo. Uma fracdo significante do corpo
humano é composta de agua constituindo aproximadamente 70% do peso corpdreo
humano, estando dois tercos dela no compartimento intracelular e um terco no
compartimento extracelular. A distribuicdo de agua corporal depende de varios fatores,
dos quais se destacam a idade, o sexo e a quantidade de gordura corporal. Na
composicao do liquido extracelular sdo encontrados diversos eletrélitos, como o sodio
(Na+). O sodio é o principal ion do liquido extracelular (LEC) e tem primordial
importancia para diversas funcdes fisioldgicas, mantida em niveis normais (145 Mm)
(Formenti S e cols., 2011). A importancia do sddio para manter o equilibrio de fluidos é
derivada de sua grande distribuicdo como uma particula osmoticamente ativa no LEC,
atuacdo integrada da funcdo renal e do sistema neuroenddcrino. Agua e Na+ sdo
normalmente adicionados ao liquido extracelular pelo comportamento de ingestdo,
compensando, assim, as perdas para 0 meio ambiente por perspiracdo, respiracado,
sudorese, fezes e, especialmente, pela excrecdo renal. Esta desempenha importante
papel tanto para eliminar eventuais excessos ingeridos como para reduzir as perdas
resultantes de causas clinicas, como diarréia e/ou vomitos intensos, que podem levar a
desidratacdo. Importante na manutencdo da osmolaridade e da vida, a quantia de sddio
nos liquidos corporais deve ser mantida dentro de estreitos limites de variacdo para

assegurar um funcionamento ideal de inGmeros processos fisiologicos.

A sede € a denominac¢do dada a sensacdo subjetiva da necessidade de agua iniciada
por estimulos originados dentro do proprio organismo que funciona como um

mecanismo de defesa para aumentar o consumo de dgua em resposta a percep¢do das



deficiéncias dos liquidos corporais (Fitzsimons, 1998), por meio de receptores que
detectam aumento da pressdo osmotica plasmatica assim como diminui¢do do volume
extracelular ou da pressdo sanguinea. A ingestdo de &gua é adequada para substituir
perdas de volume apenas quando a concentracdo de sédio esta elevada, devido a uma
perda de 4gua maior do que a perda de sddio. Em contraste, perdas de fluidos que
envolvem grandes quantidades de sodio (sudorese prolongada ou sangramento) ndo
podem ser corrigidas apenas com a ingestdo de agua (Stricker & Jalowiec, 1970). A
ingestdo de sal, também chamada de apetite ao sédio, € a motivacdo que leva o animal a
procura, obtencdo e consumo de sodio que contribui para repor as necessidades de Na+
do organismo. A osmolaridade extracelular é regulada principalmente pela ingestéo e
excrecao de agua, quando héa alteracdo tem ativacdo de barorreceptores. Ao passo que, 0
volume extracelular é diretamente proporcional ao conteudo total de sédio no corpo.
(Verbalis, 2003). Isto é, o volume extracelular no corpo depende em grande parte da
quantidade de sédio presente no espago extracelular, assim, a entrada e a saida de agua
sdo adaptadas para controlar a pressdo osmotica. Os osmorreceptores centrais
monitoram a concentracdo de sodio no liquido cerebroespinal (LCE). Esta regulacédo é a
razao para sodio ser eliminado para reduzir o volume plasmatico, e ser ingerido e retido
para aumentar do volume do plasmatico.

Diversas areas no sistema nervoso central (SNC) estdo envolvidas na regulacdo do
apetite ao sodio e sede dentre elas é possivel citar: a area postrema (AP), o nucleo do
trato solitario (NTS), o nucleo parabraquial (NPB), o nicleo do leito da estria terminal
(NLET), a amigdala e estruturas da lamina terminal: o 6rgdo subfornicial (OSF),
estruturas localizadas na regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V) que
compreendem o 0Orgao vasculoso da lamina terminal (OVLT) e o ndcleo pré-6ptico
mediano (MnPQO), entre outras (Fitzsimons, 1998). Assim tanto areas prosencefalicas
(predominantemente excitatorias) quanto posteriores (predominantemente inibitorias)
estdo envolvidas na regulacdo da ingestdo de agua e sodio.

Além dos componentes neurais envolvidos na regulacdo do apetite ao sddio ha
também os componentes hormonais que estimulam ou inibem esse comportamento.
Dentre os principais hormdnios relacionados ao estimulo da ingestdo esta a angiotensina
Il (ANG II). Estudos de Fitzsimons, (1998) mostraram que a renina e a ANG Il sdo

estimulos dipsogénicos efetivos. A ANG Il além de estimular a sede e o apetite ao sodio



apresenta outras fungdes fisioldégicas como diminuicdo da excrecdo de sodio, secrecao
de vasopressina e regulacéo da pressao arterial, podendo até participar do aprendizado e
memoria (Fitzsimons, 1998).

1.1. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

O sistema renina-angiotensina (SRA) tem um papel vital na regulacdo de processos
fisiologicos como: sistema cardiovascular, sistema enddcrino, bem como funces
paracrinas e autocrinas nos tecidos e 6rgdos (Mehta e cols., 2006). Centralmente
aumenta a pressao sanguinea , sede, apetite ao sodio e secrecdo de vasopressina. Dentre
0s peptideos ativos deste sistema, destacam-se a Ang Il e a angiotensina 1-7 (Angl1-7),
as quais exercem acOes, na maioria das vezes, antagbnicas (Machado e cols, 2000;
Kostenis e cols., 2005), porém podem ter também acgdes similares.

O SRA ¢é ativado durante situacbes de hipovolemia. A renina € uma enzima
proteolitica sintetizada a partir da pro-renina, a qual é armazenada e liberada pelos rins
nessa situacdo. Na circulagdo, essa enzima cliva o angiotensinogénio (AGT), formando
a angiotensina I (ANG 1), que sera clivada pela enzima conversora da angiotensina |
(ECA ) em ANG II. Dos varios receptores de acdo da ANG Il presente em diferentes
areas encefalicas os mais importantes para seu efeito dipsogénico séo os receptores AT1
(Fitzsimons, 1998). Alem disso, no SRA a ANG | também pode formar a angiotensina
1-9 (ANG 1-9), que por sua vez sera convertida em ANG 1-7, por meio da enzima
conversora de angiotensina Il (ECA 11) (Donoghue e cols., 2000; Rice e cols., 2004).
Juntamente, o substrato principal da ECA, a ANG Il, também podera ser convertida em
ANG 1-7 pela prépria acdo da ECA 1l (Vickers e cols., 2002; Chappell e cols., 1998;
Campbell e cols., 2004; Pinheiro e Silva, 2011). As ac¢des da Ang Il sdo mediadas pelos
receptores AT1 e AT2. J& a ANG 1-7 atua em um receptor especifico Mas (Santos e
cols., 2003) (Figura 1).
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Figura 1: Mecanismo simplificado de formagédo de ANG Il e ANG 1-7 no sistema

renina-angiotensina e seus respectivos receptores (Adaptatado De La Serna, 2006).

1.2. ANGIOTENSINA I

A Ang Il exerce um importante papel na regulacdo da pressdo arterial sistémica
através de sua agdo direta nos vasos sanguineos como um potente vasoconstritor. Por
meio da sua interacdo com os receptores AT1 (Santos e cols., 2008, Santos e cols,
2009). Esse peptideo esta envolvido em processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos
relacionados ao sistema renal e cardiovascular. Altera a pressdo arterial através de seus
efeitos em diferentes tecidos, incluindo alteracdes do tdnus vascular, aumento da
atividade do sistema nervoso simpatico, alteracdes na estrutura e funcéo de diferentes
leitos vasculares e regulacdo sobre o balango hidroeletrolitico (Weir e cols., 1999). No
SNC o receptor AT1 foi encontrado no diencéfalo, mesencéfalo, ponte e medula. A
distribuicdo de AT1 sugere que ANG Il atue como neurotransmissor, influenciando a
homeostase da agua e eletrolitos, a liberacdo de horménios pituitarios e o controle

autondmico (MacGregor e cols., 1995).



1.3. ANGIOTENSINA 1-7

A ANG 1-7 importante produto do SRA, € o principal derivado da ANG I, por uma
via que é independente da ECA (Santos e cols., 2008). A via de formacdo da Ang-(1-7)
tem sido explorada nos Gltimos anos e, apesar de vérias enzimas formarem a Ang-(1-7),
a ECA 2 parece ser a principal enzima formadora deste peptideo (Tipnis e cols., 2000;
Donoghue e cols., 2000). Estudos demonstraram que ANG 1-7 atuando no seu receptor
especifico Mas possui relevantes acBes centrais no controle cardiovascular
(Campagnole-Santos e cols., 1992; Fontes e cols., 1994), secrecdo de vasopressina
(Schiavone e cols., 1988) e suas agdes visam principalmente contrabalancar os efeitos
da Ang Il em diferentes tecidos nas varias condicdes fisiopatoldgicas.

Dentre as acOes cardiovasculares da Ang 1-7 podemos citar 0 aumento da
sensibilidade do barorreflexo (Campagnole-Santos e cols., 1992), potencializacdo do
efeito vasodilatador da bradicinina (Paula e cols.,1995; Abbas e cols., 1997; Fernandes e
cols., 2005) levando a liberacdo de 6xido nitrico NO (Porsti e cols., 1994; Brosnihan e
cols., 1996; Machado e cols.,2001; Heitsch e cols., 2001).

A angiotensina (1-7) esta presente no rim em concentracbes comparaveis a Ang Il e
produz efeitos renais complexos (Santos et al., 2005). A Enzima conversora de
angiotensina-2 esta presente em varias segmentos de nefronios (Ye et al. 2006), onde se
pensa ser a principal formadora de Ang (1-7) (Chappel & Ferrario, 2006). Delecdo do
gene de ECA 2 leva ao desenvolvimento de lesdo glomerular Ang Il dependente em
ratos machos, sugerindo que ECA 2 pode ser um terapéutico importante alvo no rim
(Oudit et al., 2006). No entanto, se este efeito resulta de degradacdo de Ang IlI, a

formacdo de Ang (1-7), ou ambos ndo se sabe.

1.4. ANGIOTENSINA Il E ANGIOTENSINA 1-7 NA REGULACAO DO
COMPORTAMENTO INGESTIVO

A ANG Il € importante para ingestdo de dgua e/ou sodio induzida por desidratacéo
intracelular ou extracelular. Na presenca de estimulo hipovolémico ocorre um aumento
da ANG Il resultante da queda de pressdo artéria e consequente liberacdo de renina.

Essa reducdo de volume também chega ao cérebro e promove a liberacdo de ANG Il



cerebral (Fitzsimons, 1998). A utilizacdo de antagonistas ndo peptidicos de receptores
da ANG Il permitiu estudar o papel deste peptideo na ingestdo, especialmente na que
ocorre durante a estimulacdo osmoética ou privacdo hidrica. A ingestdo de agua
produzida pela injecdo intracerebroventricular (icv) de solucdo hipertdnica de NacCl foi
reduzida ou abolida quando estudada em animais tratados com injecao icv de losartana
(antagonista do receptor AT1).

Vaérios tipos de protocolos experimentais tém sido empregados para se identificar
mecanismos que controlam a sede e a ingestdo de sddio, Ja se observou que ANG II
central teria funcdo importante no equilibrio hidroeletrolitico (Fitzsimons, 1980;
Fitzsimons, 1981; Blair-West e cols., 1994; Weisinger e cols., 1996; Fitzsimons, 1998).
Esses protocolos experimentais induzem a desidratacdo intracelular e/ou extracelular.
Os protocolos furosemida e captopril (FURO/CAP) e privacdo hidrica 24 induzem as
duas desidratacdes. Estimula a ingestdo de agua e ingestdo de solucdo hipertonica de
NaCl 1,8%. O FURO/CAP por meio da injecdo de furosemida (diurético e natriurético)
combinado com o captopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina induz
ingestdo hipertonica de NaCl 1,8% provavelmente devido a uma conversao macica de
ANG | em ANG Il no cérebro, ajudado por hipotensdo resultante da hipovolemia
(Fitzsimons, 1998; Schiffrin, 1982). A combinacao de baixa dose de captopril (5 mg/kg)
com furosemida (10 mg/kg) facilita o aumento da conversdo central da ANG I1, ja que
aumenta ainda mais a renina plasmatica devido a hipovolemia o que leva a producéo de
Ang | na circulagcdo. A privacdo hidrica de 24 h resulta em uma reducdo do volume
(hipovolemia) e aumento da osmolaridade dos liquidos corporais, alterando assim, tanto
o0 balanco hidrico, quanto o balanco de eletrolitos (McKinley e cols., 1983; Weisinger e
cols., 1985). A hipovolemia levaria a producdo de ANG Il que estaria envolvida no

aumento da ingestdo de sédio induzida por esse tratamento (Sato e cols., 1996).

Ja um protocolo especifico que induz apenas o apetite ao sodio (desidratacéo
extracelular) é a deplecdo de sddio de 24 h. Combina natriurese e diurese
farmacoldgicas com injecdo subcutdnea (sc) de furosemida, além de uma dieta
deficiente em sddio, tendo os animais livre acesso a agua (Sakai e cols., 1986; Weiss e
cols., 1986; Sakai e cols., 1987). A perda de sddio ocorre devido ao livre acesso a agua,

com reducdo do volume, osmolaridade e aumento de ANG Il e aldosterona (Fluharty &



Epstein, 1983; Sakai e cols., 1986). O aumento da ingestdo de sodio € em consequéncia
dos altos niveis plasmaticos tanto de ANG Il quanto da aldosterona e ndo pela
deficiéncia de sodio em si (Fluharty & Epstein, 1983; Sakai e cols., 1986).

Os protocolos experimentais que induzem a ingestdo de agua levam o animal a uma
situacdo de desidratacdo intracelular. O soluto mais efetivo para aumentar a
concentra¢do osmatica é o sodio e a desidratagdo intracelular pode ser produzida com
dietas de alto teor de sddio ou induzida experimentalmente ou clinicamente com infusdo
endovenosa de solucdes hiperténicas. O protocolo especifico para ingestdo de agua é o
da gavagem. Injecdo intragastrica de solucdo hipertdnica de cloreto de sédio (NaCl
12%) gera hiperosmolaridade e perda de agua das células para o espaco extracelular
causando a desidratacdo intracelular e consequentemente ativacdo dos osmorreceptores
centrais e periféricos que irdo desencadear a sede (Fitzsimons, 1985) com o intuito de

restaurar a osmolaridade.

Estudo realizado em nosso laboratdrio constatou que num protocolo de privacao de
alimentos a injecdo icv de ANG Il reduziu a ingestdo de alimento a0 mesmo tempo em
que aumentou a ingestdo de agua. Ja a injecdo icv de ANG 1-7 resultou em um efeito
hipofagico, assim como a ANG 11, porém com efeitos contrarios na ingestdo de agua
(De Marchi, 2014).

Contrastando com ANG 1I, a ANG 1-7 ndo estimula a ingestdo de dgua e ndo tem
um efeito pressor quando administrada perifericamente ou icv (Santos e cols., 1994;
Silva e cols., 1998). Um papel para ANG 1-7 no controle do balanco hidroeletrolitico
foi sugerido pela observacdo que, além das suas acdes de liberacdo de vasopressina in
vitro (Schiavone e cols., 1988), a ANG 1-7 apresenta um potente efeito antidiurético
em ratos (Santos e cols., 1992), influencia na reabsorcdo de fluidos e bicarbonato no
tubulo contorcido proximal (Garcia e cols., 1994), e sua concentracdo no plasma é

aumentada em ratos tratados cronicamente com sal (Botelho e cols., 1994).

Em relacdo a ANG 1-7, pouco se sabe sobre seu efeito no comportamento
ingestivo. Sabe-se que diferentemente da ANG 11, ela ndo é capaz de induzir nem a
ingestdo de agua, nem o apetite ao sdédio numa situacdo basal (Mahon e cols.,1995).

Portanto, neste trabalho foi investigado, por meio do bloqueio dos receptores MAS, o



possivel envolvimento da ANG-(1-7) central na ingestdo de &gua e sddio (solugdo
hipertdnica de cloreto de sddio — NaCl 1,8%) em situacdes na quais tanto a sede quanto
0 apetite ao sodio foram estimulados.

2. OBJETIVO:

O objetivo desse trabalho foi investigar a contribuicdo da ANG 1-7 enddgena na
regulacdo central da ingestdo de 4gua e no apetite ao sédio em modelos experimentais

de desidratagéo intra e/ou extracelular.

2.1. Objetivos especificos:

- Avaliar a agdo central do antagonista do receptor MAS, o A-779, injetado no
ventriculo lateral (VL) na ingestdo de agua e solucdo de NaCl 1,8% induzidas por
privacao hidrica de 24h e tratamento com furosemida + captopril;

- Avaliar a agdo central do antagonista do receptor MAS, o A-779, injetado no
ventriculo lateral (VL) na ingestdo de agua induzida por gavagem de solucdo de NaCl

1,8% (desidratacao intracelular);

- Avaliar a agdo central do antagonista do receptor MAS, o A-779, injetado no
ventriculo lateral (VL) na ingestdo de NaCl 1,8% induzida por deplecédo de sddio por 24

h (desidratacao extracelular);

- Avaliar a especificidade do A779 para o receptores MAS da ANG ANG-(1-7): A-779
vs ANG II central.



3. MATERIAIS E METODOS:
3.1. Animais:

Foram utilizados neste estudo ratos Wistar provenientes do Centro de Ciéncia
Animal da Universidade Federal de Ouro Preto, com pesos em torno de 280-320g. Os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA),
protocolo: 2013/12.

3.2. Cirurgia encefalica (estereotaxia):

Para o implante de canulas encefalicas, os ratos foram anestesiados (50 mg/ kg de
cetamina e 0,5 mg/ kg de xilasina) e adaptados a um aparelho estereotéxico (Figura 2).
O lambda e bregma foram utilizados como referéncias para nivelar os cranios dos ratos.
Utilizando-se o bregma foram determinados os pontos de introducgéo das canulas de aco
inoxidavel no créanio dos animais, assim foi realizada uma trepanagdo do 0sso do cranio
com uma broca esférica, abrindo um orificio de aproximadamente 1,5 mm de diametro.
Para o VL, canulas de 10 x 0,5 mm d.i. Foram posicionados de acordo com as seguintes
coordenadas: 0,4 mm caudal ao bregma, 1,4 mm lateral a linha mediana e 3,8 mm
abaixo da dura-mater. A canula fixada no cranio do animal com parafusos e resina
acrilica.

Apos a cirurgia encefalica, os ratos receberam uma injecdo intramuscular (0,2
ml/rato) de antibiético (0,2 ml 1.200.000 Ul por rato, i.m) e (0,1 ml/rato) de anti-
inflamatdrio cetoprofeno (1 mg/rato) permaneceram em recuperacdo em suas gaiolas
por, pelo menos, 5 dias antes de iniciar os experimentos. Tiveram livre acesso a agua,
NaCl 1,8% e racao.



Figura 2: Aparelho estereotéxico.

3.3. Injecdes dos farmacos:

Os farmacos foram dissolvidos em PBS e injetados no ventriculo lateral (VL) dos
ratos em volume de 3 uL ou 1 uL. Para tanto, foi utilizada seringa Hamilton (10 uL)
conectada com um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi introduzida
no encéfalo via a canula guia previamente fixada. A canula injetora (0,3 mm diametro)
foi 2 mm mais longa do que a canula guia.

3.4. Drogas injetadas:

Foram utilizadas as seguintes drogas:

- PBS - 0,1 M (veiculo):

- Furosemida: 10mg/kg de peso corporal

- Captopril: 5mg/kg de peso corporal

- A-779 (antagonista dos receptores MAS da ANG 1-7), utilizou-se, nas concentracdes
de 1,5; 3,6 ou 12 nmol/3puL.

- Angiotensina Il (100 ng/1 pl). (De Marchi, 2014)

- Angiotensina 1-7 (400 ng/1 ul). (De Marchi, 2014)
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3.5. Protocolos experimentais:

Apds 5 dias das cirurgias encefélicas no VL os animais foram submetidos a um dos
5 protocolos realizados sempre no periodo da manhd. Protocolo 1: GAVAGEM;
Protocolo 2: DEPLECAO SODIO ; Protocolo 3: FURO/CAP; Protocolo 4: PRIVACAO
HIDRICA,; Protocolo 5: INTERACAO ANG II e receptores MAS. Considerando o0s
protocolos de 1 a 4, nos quais a ingestdo de agua e/ou sdédio foi estimulada, para cada
protocolo experimental, os animais passaram por quatro tratamentos: injecdo icv de
veiculo (PBS, 3 uL) mais 3 concentracdes diferentes de A779. Em cada dia de
experimento, o grupo de animais foi dividido pela metade, sendo que metade recebeu
veiculo e a outra metade recebeu uma das concentracdes de A779 (1,5; 3, 6 ou 12
nmol/3 pL). A concentragdo de A779 utilizada foi aleatoria, sendo que no final dos 4

experimentos, todos os animais receberam todos 0s tratamentos.

No protocolo 5, 0s animais passaram também por 4 tratamentos: injecéo icv de PBS
+ salina; PBS + ANG |1 (100 ng/ uL); PBS + ANG 1-7 (400 ng/uL); A779 (6 nmol/ 3
uL) + ANG Il (100 ng/ uL). Em cada dia de experimento, o grupo de animais foi
dividido pela metade, sendo que metade recebeu um dos tratamentos. A ordem dos
tratamentos foi aleatdria e no final dos 4 experimentos, todos 0s animais receberam

todos os tratamentos.

Em todos os experimentos foram feitas medidas de ingestdo cumulativa nos
tempos de 15, 30, 60 e 120 min, iniciando no tempo 0. No protocolo de privacéo hidrica
foram feitas medidas também nos tempos de 135, 150, 180 e 240 min. E em todos o0s
protocolos foram feitas medidas de ingestdo de 24h apoOs experimentos e analise por
periodo de tempo (0 - 15, 15 - 30, 30 - 60, 60 - 120). Foi sempre aguardado no minimo

48 h entre um experimento e outro.

Ao final de cada grupo experimental, o rato foi anestesiado com mistura de
cetamina + Xilasina (0,125 mL/100g de ratos) e realizado perfusdo cardiaca. Sendo
assim, houve abertura do torax para exposicdo do coracdo. No ventriculo cardiaco
esquerdo, introduziu-se uma seringa e, concomitantemente, fez-se abertura do atrio
direito, para o sangue e as solu¢des serem eliminadas por esta abertura. Apos o bloqueio

da artéria aorta abdominal, com uma pinca hemostatica, procedeu-se a perfusdo. Para a

11



remocdo do sangue e manutencdo da integridade tecidual, injetou-se aproximadamente
40 ml de paraformoldeido a 4%. Apos a retirada do encéfalo, o mesmo foi colocado em
paraformoldeido a 4% até que encefalos fossem cortados. Em um dltimo momento
foram realizados os cortes histologicos, com 50 pum de espessura utilizando um
microtomo criostato e montados em laminas histologicas gelatinizadas para coloracéo.
Apb6s a montagem dos cortes, os mesmos foram analisados em microscopio 6tico

comum para visualizacdo do ponto de injecdo no VL.

3.5.1. Protocolo 1: Estudo do efeito central do A779 na ingestdo de dgua e NaCl
1,8% induzida pela gavagem de solucdo hipertonica de NaCl (desidratacéo

intracelular).

Os animais receberam administragdo intragastrica (GAVAGEM) de NaCl 12%,
apos serem retiradas as buretas de agua e NaCl 1,8% e racdo. 45 minutos depois,
receberam injecdo icv de PBS ou A779. 15 minutos depois foram disponibilizadas
buretas de vidro com agua e outra com NaCl 1,8% para medida da ingestao nos tempos
de 15, 30, 60 €120 minutos. Ao final de 120 minutos foram retiradas as buretas de vidro
e retornadas as buretas convencionais e racdo. 24h depois, foi feita nova medida da

ingestdo de agua e NaCl 1,8% (Figura 3).
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Figura 3: Protocolo experimental para o estudo do efeito da injecdo de A779 no VL na
ingestao de agua e NaCl 1,8% em ratos tratados com gavagem de solucéo hipertonica de

NaCl (desidratacdo intracelular).

3.5.2. Protocolo 2: Estudo do efeito central do A779 na ingestdo de agua e NacCl

1,8% induzida pela deplecéo de sodio de 24 h (desidratacéo extracelular).

Os animais receberam injecdo subcutanea de furosemida (10 mg/kg) apds serem
retiradas as buretas de agua e NaCl 1,8% e racdo. Em seguida foram lavadas as gaiolas
para retirar a urina e os farelos de ragcdo. Os ratos foram devolvidos as suas gaiolas e
tiveram livre acesso a agua, mas ndo a racdo ou ao NaCl 1,8% e assim permaneceram
por 24 h. 15 min antes das 24 h se completarem, a agua foi retirada e os animais
receberam injecdo icv de PBS ou A779. Apo6s 15 minutos foram disponibilizadas
buretas de vidro com agua e outra com NaCl 1,8% para medida da ingestdo nos tempos
de 15, 30, 60, 120 minutos. Ao final de 120 minutos foram retiradas as buretas de vidro
e retornadas as buretas convencionais e racdo. 24h depois, foi feita nova medida da

ingestdo de agua e NaCl 1,8% (Figura 4).
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Figura 4: Protocolo experimental para o estudo do efeito da injecdo de A779 no VL na

ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos com deplecdo de sdédio por 24 h

(desidratacéo extracelular).

3.5.3. Protocolo 3: Estudo do efeito central do A779 na ingestdo de agua e NaCl

1,8% induzida pelo tratamento com furosemida + captopril.

Os animais receberam injecdo subcutanea de FUROSEMIDA (10 mg/kg) e
CAPTOPRIL (5 mg/kg), apos a retirada das buretas de dgua e NaCl 1,8% e ragdo. 45

minutos depois, receberam injecdo (icv) de PBS ou A779. 15 minutos depois foram

disponibilizadas buretas de vidro com agua e outra com NaCl 1,8% para medida da

ingestdo nos tempos de 15, 30, 60 €120 minutos. Ao final de 120 minutos foram

retiradas as buretas de vidro e retornadas as buretas convencionais e racao. 24h depois,

foi feita nova medida da ingestdo de 4gua e NaCl 1,8% (Figura5).
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Figura 5: Protocolo experimental para o estudo do efeito da injecdo de A779 no VL na

ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos tratados com furosemida e captopril.

3.5.4. Protocolo 4: Estudo do efeito central do A779 na ingestdo de agua e NaCl
1,8% induzida por privacdo hidrica de 24 h.

Os animais tiveram as buretas de agua e NaCl 1,8% retiradas, porém permaneceram
com livre acesso a ragdo. 24 horas depois, antes da injecéo, a racdo foi removida. Os
animais receberam, entdo, injecao (icv) de PBS ou de A779. 15 minutos depois, foram
disponibilizados buretas de vidro apenas com agua e foram feitas as medidas de
ingestdo nos tempos de 15, 30, 60,120 minutos (teste da sede — periodo de reidratacéo).
Em seguida foram disponibilizadas também as buretas de NaCl 1,8% (teste de apetite ao
sodio) e realizadas medidas de ingestdo de agua e NaCl 1,8% por mais 2 horas (medidas
aos 135, 150, 180 e 240 min) . Ao final de 240 minutos foram retiradas as buretas de
vidro e retornadas as buretas convencionais de agua e sodo e racao. 24h depois, foi feita

nova medida da ingestdo de agua e NaCl 1,8% (Figura 6).
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Figura 6: Protocolo experimental para o estudo do efeito da injecdo de A779 no VL na

ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos com privacéo hidrica por 24 h.

3.5.5. Protocolo 5: Estudo do efeito central do A779 na ingestdo de agua e sédio

apos injecdo central de ANG 1.

Os animais receberam injecdo icv de PBS ou A779 (6 nmol/3 pl), apds serem
retiradas as buretas de agua, NaCl 1,8% e racdo. 15 minutos depois, receberam
novamente, injecdo icv de ANG Il (100 ng/1 ul) ou ANG1-7 (400 ng/1 ul) ou salina.
Apos 15 minutos foram disponibilizadas buretas de vidro com &gua e outra com NaCl
1,8% para medida da ingestdo nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos. Ao final de 120
minutos foram retiradas as buretas de vidro e retornadas as buretas convencionais e

racdo. 24h depois, foi feita nova medida da ingestdo de agua e NaCl 1,8% (Figura 7).
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Figura 7: Protocolo experimental para o estudo do efeito da injecdo de A779 no VL na

ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos apos injecdo central de ANG II.
3.6. Analise Estatistica:

Para a analise estatistica dos resultados foi utilizada analise de variancia de uma ou
duas vias de valores repetidos, seguida do teste Student Newman Keuls. As variaveis
analisadas foram tratamento e tempo. O software usado para a confeccdo dos graficos
foi o Sigma Plot 10.0 (Systat Software, Inc. Sigma Plot for Windows) e para as analises
estatisticas foi o Sigma Stat 3.5 (Systat Software, Inc. Sigma Stat for Windows). O nivel
de significancia foi fixado previamente em 5% (p < 0,05) e os resultados expressos

como média acompanhada do respectivo erro padrdao da média (M = EPM).
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4. RESULTADOS:

4.1. Histologia

A figura 8 apresenta corte histolégico mostrando o ponto de injecdo no
ventriculo lateral (VL).

Figura 8: Fotomicrografia de um corte histologico do cérebro de um animal, indicando

(seta) o local de injecdo no ventriculo lateral (VL).
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4.2. Efeito central do A779 na ingestao de agua e NaCl 1,8% em ratos submetidos a
desidratacgéo intracelular (gavagem de NaCl 12%).

A injecdo icv de A779 (3, 6 e 12 nmol/3ul) reduziu a ingestdo de agua cumulativa
induzida pela desidratagdo intracelular (teste da sede), sendo que ANOVA mostrou uma
diferenca significativa (p<0,05, 3,1+1,4; 2,8+1,6; 3,3+1,0 vs. PBS 9,3+2,3 ml/120 min,
respectivamente para 3, 6, 12 nmol/3uL de A779, Figura 9). Essa reducdo se confirmou
no periodo de tempo 1 (0-15) para 12nmol/3ul, 2 (15-30) para 3 e 12nmol/3ul e 3 (30-
60) para 3 e 6 nmol/3ul que mostrou comparado com o veiculo reducdo da ingestdo de

agua (Figura 10).

Embora no protocolo da desidratacdo intracelular o objetivo € estimular a sede e
ndo o apetite ao sddio, foi observada uma reduzida ingestdo de NaCl 1,8% nos animais
que receberam PBS (0,3£0,3 mL/120 min) a qual foi abolida pelo prévio tratamento
com o A779 em todas as concentracdes utilizadas (0£0 mL/120 min, Figura 9). Na
analise por periodos, ndo foram observadas diferencas significativas para a ingestdo de
sodio (Figura 10).

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos de A779 (3, 6

e 12 nmol/3uL) na ingestdo de 24h (Tabela 1).
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Figura 9: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) ap0s a injecdo no
VL de PBS (3 puL) ou A779 (3, 6 e 12 nmol/3 uL) em ratos submetidos a desidratacéo

intracelular (gavagem). Os resultados foram expressos como média = EPM; n = 6.

20



—8— PBS —&— A779 6 nmol
—&— A779 3 nmol —&— A779 12 nmol
* diferente de PBS

A) (n=6)

ingestdao NaCl 1,8%
(ml)

Tempo/periodos

B) 6

ingestdo agua
(ml)

Tempo/periodos

Figura 10: Ingestdo de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apds a injecdo no VL de
PBS(3 pL) ou A779 (3, 6 e 12 nmol/3 uL) em ratos ratos submetidos a desidratagdo
intracelular (gavagem). As medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos de 0-15(1),

15-30(2), 30-60(3) e 60-120(4) min. Os resultados foram expressos como médiat EPM;
n= 6.
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Tabela 1: Ingestdo de NaCl 1,8% (mL) e &gua (mL) 24 h apds a inje¢do no VL de PBS (3
uL) ou A779 (3, 6 e 12 nmol/3 uL) em ratos que haviam sido submetidos a gavagem de
NaCl 12%.

Tratamento PBS A779 A779 A779
3 nmol 6 nmol 12 nmol

NaCl 1,8% 0,8+0,7 616 11+6 2,5+1

Agua 35+12 8+4 11+3 1343

Os resultados foram expressos como média £ EPM, n = 6.

4.3. Efeito central do A779 na ingestao de agua e NaCl 1,8% em ratos submetidos a

desidratacdo extracelular (deplecdo de sédio por 24 h).

A injecdo icv de A779 3 nmol/3ul nos tempos de 60 e 120 min, reduziu a ingestdo
cumulativa de NaCl 1,8% induzida pela deplecéo de sodio (teste do apetite ao sddio),
sendo que ANOVA mostrou uma diferenca significativa para a interagdo tratamento X
tempo (p<0,05, 1,8+1,1 vs. PBS 6,6+£1,6 mL/60 min; 2+1,2 vs. PBS 7,0+1,7 mL/120
min, Figura 11). Considerando os dados de ingestdo de NaCl 1,8% por periodo de

tempo ndo foram observadas diferencas significativas (Figural?2).

ANOVA ndo mostrou uma diferenca significativa entre tratamentos para a ingestao
de agua que acompanha a ingestdo de sodio, nem para a ingestdo cumulativa (5,1£2,2;
5,542,5; 2+1,1 vs. PBS 4,5£1,6 ml/120 min, respectivamente para 1,5; 3 e 6 nmol/3uL
de A779, Figura 11), nem para analise de ingestdo por periodo (Figura 12).

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos de A779 (1,5;

3 e 6 nmol/3 L) na ingestdo de 24h (tabela 2).
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Figura 11: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apds a injecéo
no VL de PBS (3 puL) e A779 (1,5;3 e 6 nmol/3 pL) em ratos submetidos a deplecdo de

sodio. Os resultados foram expressos como média + EPM; n = 6.
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Figura 12: Ingestdo de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apos a injecdo no VL de

PBS (3 pL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos submetidos a deplegéo de sodio.
As medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos de 0-15(1), 15-30(2), 30-60(3) e

60-120(4) min. Os resultados foram expressos como média £ EPM; n= 6.
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Tabela 2: Ingestdo de NaCl 1,8% (mL) e &gua (mL) 24 h apos a injecdo no VL de PBS (3
uL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos que haviam sido previamente depletados de

sédio.
Tratamento PBS A779 A779 A779
1,5 nmol 3 nmol 6 nmol
NaCl 1,8% 14+7 8+5 11+7 8+7
Agua 2345 26+6 2846 2646

Os resultados foram expressos como média £ EPM, n = 6.

4.4, Efeito central do A779 na ingestao de agua e NaCl 1,8% em ratos tratados com
FURO/CAP.

A injecdo icv de A779 ndo modificou a ingestdo cumulativa de agua (3,25+1,2;
4,1+1,3; 9,84£2,8 vs. PBS 7,5£2,0 mL/120 min, respectivamente, para A779 3, 6 e 12
nmol/3 pL, Figura 13). No apetite ao sodio induzido por FURO/CAP o0 A779 (3,6 e 12
nmol/3 pL) também ndo interferiu na ingestdo de NaCl 1,8% (1,8+1,2; 2,5+1,5; 1,5+1,0
vs. PBS 0,5+0,4 mL/120 min, Figura 13). Na analise por periodos também ndo foram

observadas diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 14).

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos de A779 (3, 6
e 12 nmol/3 uL) na ingestdo de 24h (Tabela 3).
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Figura 13: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apos a injecao
no VL de PBS (3 pL) ou A779 (3, 6 e 12 nmol/3 uL) em ratos submetidos ao

tratamento com furosemida e captopril. Os resultados foram expressos como média +
EPM; n=8.
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Figura 14: Ingestdo de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apos a injecdo no VL de
PBS (3 uL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 pL) em ratos submetidos ao tratamento com
furosemida e captopril. As medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos de 0-15(1),

15-30(2), 30-60(3) e 60-120(4) min. Os resultados foram expressos como médiat EPM;
n=8.
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Tabela 3: Ingestdo de NaCl 1,8% (mL) e &gua (mL) 24 h apds a injecdo no VL de PBS (3
uL) ou A779 (3, 6 e 12 nmol/3 uL) em ratos que haviam sido previamente tratados com
FURO/CAP.

Tratamento PBS A779 A779 A779
3 nmol 6 nmol 12 nmol

NaCl 1,8% 1147 1149 3+2 2,542

Agua 3749 18+4 29+2 28+2

Os resultados foram expressos como média £ EPM, n = 8.

4.5. Efeito central do A779 na ingestdo de agua e NaCl 1,8% em ratos privados de

agua por 24 h.

A injecdo icv de A779 ndo reduziu a ingestdo cumulativa de agua (12,5+2,0;
13,1+4,9; 12,3+1,9 vs. PBS 12,8+2,4 mL/120 min, respectivamente para A779 1,5; 3 e
6 nmol/3 uL, Figura 15) na fase de reidratacdo (sede). No estudo do apetite ao sodio
induzido por privacdo hidrica, A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 pL) também néo interferiu na
ingestdo nem de agua (2,2+0,8; 3,3£1,6; 1,3+0,8 vs. PBS 1,7£1,2 mL/120 min) nem na
de NaCl 1,8%(5,3£3,0; 4,7+1,9; 1,7+1,1 vs. PBS 3,2+2,0 mL/120 min, Figura 16). Na
analise por periodos também ndo foram observadas diferencas significativas entre os

tratamentos (Figuras 17 e 18).

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos de A779 (1,5;
3 e 6 nmol/3 L) na ingestdo de 24h (Tabela 4).



—8— PBS —8— A779 3 nmol
—&— A77915nmol —@— A7796 nmol

(n=6)

ingestdo cumulativa de agua

0 15 30 60 120

Tempo (min)

Figura 15: Ingestdo cumulativa de agua (mL) apds a injecdo no VL de PBS (3 ulL) ou
AT779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos privados de agua por 24 h (periodo de reidratacédo

— teste da sede). Os resultados foram expressos como média + EPM; n = 6.
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Figura 16: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apds a injecéo
no VL de PBS (3 uL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos privados de &4gua por 24

h. Os resultados foram expressos como media + EPM; n = 6.
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Figura 17: Ingestdo cumulativa de agua (mL) apos a injecdo no VL de PBS (3 uL) ou
AT779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos privados de agua por 24 h (periodo de reidratacédo
— teste da sede). As medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos de 0-15(1), 15-
30(2), 30-60(3) e 60-120(4) min. Os resultados foram expressos como médiat EPM;
n=~6.
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Figura 18: Ingestdo de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apos a injecdo no VL de
PBS (3 uL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos privados de agua por 24 h. As

medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos de 0-15(1), 15-30(2), 30-60(3) e 60-
120(4) min. Os resultados foram expressos como médiat EPM; n= 6.
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Tabela 4: Ingestdo de NaCl 1,8% (mL) e &gua (mL) 24 h apos a injecdo no VL de PBS (3

uL) ou A779 (1,5; 3 e 6 nmol/3 uL) em ratos que haviam sido previamente privados de

agua.
Tratamento PBS AT79 AT79 A779
1,5 nmol 3 nmol 6 nmol
NaCl 1,8% 7,54 3,3+1 6,613 10+03
agua 3045 3043 2443 22+3

Os resultados foram expressos como média £ EPM, n = 6.

4.6. Efeito da interacédo do A779 e ANGII na ingestdo de agua e sodio.

Como esperado, a ANG 11 (100 ng/1 pL) aumentou a ingestdo cumulativa de agua
(11,9+1,8; vs. PBS 0+0 mL/120 min, Figura 19), sendo que o prévio tratamento com
A779 (6 nmol/3uL) ndo alterou este efeito (10,7£1,7 mL/120 min, Figura 19).
Diferentemente da ANG |1, a ANG 1-7 (400 ng/uL) ndo foi capaz de induzir ingestao
de agua (Figura 19). Na analise por periodos observou-se que o efeito dipsogénico da
ANG Il ocorreu nos primeiros 15 min apds sua administracdo (periodo de 0-15:
7,6+£2,1vs PBS 0+0 mL, Figura 20). Nem ANG Il nem ANG 1-7 foram capazes de
induzir ingestdo de NaCl 1,8% (Figuras 19 e 20).

Em relacdo a ingestdo de 24 h, os animais que receberam PBS + ANG I, A779 +
ANG Il ou PBS + ANG 1-7 apresentaram um ingestdo maior de agua (respectivamente,
15,742,8; 21,4+3,1; 18,6+3,1 mL/24 h) do que o grupo controle (PBS + salina: 11,4+2,2
mL/24h), sem diferencas em relacdo a ingestdo de NaCl 1,8% (Tabela 5).



—8— PBS + salina —0— A779 + Ang Il
—8— PBS +Angll —&— PBS + Ang 1-7

* diferente de PBS + salina
+ diferente de PBS + ANG 1-7

(n=86)
(=]
A) 2 5.
-
g 4
=
T 3
©
e
BE 2
S
1]
o
o}
i 0
N
)
: T T T 1
= 0 15 30 60 120
Tempo(min)
B)
. 16
S
(=] 14 -
Q
$ 124 _%* +
g 10 - x +
T =~
e
5 6 1
o
Q 4 -
g
i
o] 2 1
=]
= 0 ®
0 15 30 60 120

Tempo (min)

Figura 19: Ingestdo cumulativa de A) NaCl 1,8% (mL) e B) 4gua (mL) ap0s a injecao
no VL de PBS (3uL) + salina (1 puL); PBS (3uL) + ANGII (100 ng/1 uL); A779 (6
nmol/3uL) + ANGII (100 ng/1 uL); PBS (3uL) + ANG1-7 (400 ng/1 pL). Os resultados

foram expressos como média = EPM; n = 6.
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Figura 20: Ingestdo de A) NaCl 1,8% (mL) e B) agua (mL) apos a injecdo no VL de
PBS (3uL) + salina (1 pL); PBS (3pL) + ANGII (100 ng/1 pL); A779 (6 nmol/3uL) +
ANGII (100 ng/1 uL); PBS (3uL) + ANG1-7 (400 ng/1 uL). As medidas de ingestao
foram feitas nos intervalos de 0-15(1), 15-30(2), 30-60(3) e 60-120(4) min. Os
resultados foram expressos como médiat EPM; n= 6.
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Tabela 5: Ingestdo de NaCl 1,8% (mL) e agua (mL) 24 h ap6s o tratamento icv com ANG
I1 (100 ng), ANG 1-7 (400 ng) ou A779 (6 nmol) + ANG Il (100 ng).

Tratamento PBS + PBS + AT79 PBS +
salina ANGII ANGII ANG1-7

NaCl 1,8% 13+4 0+0 1,4+0,8 0+0

Agua 1142 15+2* 21+3* 18+3*

Os resultados foram expressos como media + EPM, (*) = diferente de PBS + salina, n = 6.
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5. DISCUSSAO:

Os resultados mostraram que a administracao intracerebroventricular do antagonista
de receptor MAS, o A779, ndo alterou nem a ingestdo de dgua nem de NaCl 1,8%
induzidas pela privacdo hidrica e tratamento com FURO/CAP, protocolos que
estimulam tanto a sede quanto o apetite ao sodio. Todavia, quando foram utilizados
protocolos especificos, o bloqueio dos receptores MAS pelo A779 reduziu a ingestao de
agua induzida pela desidratacdo intracelular (administracdo intragastrica de NaCl
hipertonico — 12%) e a de NaCl 1,8% induzida pela desidratacdo extracelular (deplecao
de sdédio por 24 h). Em relacdo a ingestdo de 24 h, foi observado apenas um pequeno
aumento na ingestdo de agua 24 h apés o tratamento com ANG II, A779 + ANG Il e
ANG 1-7 em relacdo ao grupo controle, talvez um efeito residual da acdo dipsogénica
da ANG Il e um efeito tardio da ANG 1-7, porém mais estudo seria necessario para se

confirmar este resultado.

Um papel da ANG 1-7 na regulagdo do equilibrio hidroeletrolitico ja foi
anteriormente sugerido. A Ang-(1-7) exerce um efeito antinatriurético e antidiurético
em ratos submetidos a sobrecarga hidrica (DiLauro e Burns, 2009; Pinheiro e Simdes,
2012), e esse efeito parece se mediado pelo receptor MAS, ja que a injecdo de A779
blogueou o efeito antidiurético da ANG 1-7 (Santos e cols., 1996; Simoes e Silva e
cols.,1998). Além disso, infusdo crénica (8 a 11 dias) do antagonista dos receptores
MAS, o A779, promoveu um aumento da diurese associada a um aumento no clearance
da creatinina, reducdo da reabsorcdo de agua e aumento na excrec¢do urinaria de sodio,
porém sem alterar a excrecéo fracionada de sddio (Simdes e Silva e cols, 1998; Santos e
cols, 1996). Estes dados sugerem um papel da ANG 1-7 na excrecao renal de agua e de
sodio, podendo, desta forma, contribuir para a manutencdo do equilibrio

hidroeletrolitico.

Como ¢é sabido o equilibrio hidroeletrolitico é mantido por um balanco entre a
entrada e a saida de agua e eletrolitos, ou seja, a regulacdo da osmolaridade e volume
dos liquidos corporais envolve a acdo integrada dos rins (excrecdo) com oS
comportamentos ingestivos da sede e do apetite ao sédio (Aires, 2008). Como foi

mencionado anteriormente, a ANG 1-7 apresenta uma acdo antidiurética e
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antinatriurética (Simdes e Silva e cols, 1998; Santos e cols, 1996; Santos e Baracho,
1992; DiLauro e Burns., 2009; Pinheiro e Simdes.,2012), todavia serd que ela também

participaria dos mecanismos centrais envolvidos na sede e no apetite ao sodio?

Estudo de Becker e cols (2007) mostraram a presenca de receptores MAS em
diversas areas encefalicas envolvidas na ingestdo de agua e de sodio, como, amigdala,
ndcleos hipotalamicos (paraventricular e supradptico) e nicleo do trato solitario
(Contreras e Stetson, 1981; Kosten e cols., 1983; Hyde e Mirelis, 1984; Watson, 1985;
Edwards e cols., 1993; Covian e cols., 1975; Stumpf e Sar, 1979; Sakai e cols., 1990;
Galaverna e cols., 1991; Schulkin e cols., 1989; Blackburn e cols. 1992). Considerando
a localizagdo dos receptores MAS seria possivel que 0s mesmos estivessem envolvidos
na regulacdo da sede e do apetite ao sodio. Todavia, embora estudo de Mahon e cols
(1995) tenha mostrado que injecdo icv de ANG 1-7 induz expressdo da proteina c-fos
(marcador de atividade neuronal) no nicleo predptico mediano e o 6rgéo vasculoso da
lamina terminal (&reas envolvidas na regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico), ela ndo
foi capaz de induzir nem ingestdo de agua nem de sodio em ratos saciados e
normohidratados, diferentemente, do efeito da ANG Il que além de induzir sede e
apetite ao sodio, induziu expressdo de fos nas mesmas areas que a ANG 1-7 e também
no orgdo subfornicial, nicleos paraventricular e supraoptico do hipotalamo. O dado de
Mahon e cols (1995) condiz com o resultado apresentado apds a injecéo icv de ANG 1-
7 (400 ng) em ratos saciados, a qual ndo foi capaz de induzir nem sede nem apetite ao
sodio, embora seja uma concentracdo capaz de reduzir a ingestdo de alimento induzida

por privacdo de racao (De Marchi, 2014).

Assim, parece que numa situacdo de saciedade (sem necessidade fisiologica de
ingerir 4gua ou sodio), a ANG 1-7 ndo seria capaz de sozinha desencadear o
comportamento da sede e do apetite ao s6dio. Todavia, 0s resultados apresentados neste
trabalho sugerem um envolvimento da ANG 1-7 quando a sede ou apetite ao sodio séo
estimulados separadamente, mas ndo em conjunto. A injecdo icv de A779 reduziu a
ingestdo de &gua induzida pela desidratacdo intracelular e de sdédio induzida pela
desidratacdo extracelular, sugerindo um envolvimento da ANG 1-7 nestes
comportamentos ingestivos, sendo que seu efeito seria facilitatério para a ingestao,
assim como o da ANG Il (Sakai e cols, 1986; Weiss e cols, 1986).

38



Associando estes resultados, com os efeitos renais da ANG 1-7 (Simdes e Silva e
cols, 1998; Santos e cols, 1996; Santos e Baracho, 1992; DiLauro e Burns., 2009;
Pinheiro e Simdes.,2012), seria possivel que o objetivo da ANG 1-7 numa situacdo de
desidratacdo intracelular seria ativar os mecanismos da sede e aumentar a reabsorgao
renal de agua no intuito de normalizar a osmolaridade, talvez por meio da estimulacao
da secrecdo de vasopressina (Schiavone e cols, 1988). Em relacdo a desidratacdo
extracelular, os efeitos de ingestdo e excrecao de sddio também se somariam, sendo que
ela participaria da estimulacdo do apetite ao s6dio ao mesmo tempo que teria um efeito
em diminuir a natriurese (Pinheiro e Simdes, 2012), colaborando para a restauracédo do
volume extracelular. Todavia, os efeitos renais da ANG 1-7 foram observados apés a
administracdo periférica, ndo central, sendo necessarios mais experimentos para se

comprovar qual seria o efeito da injecdo central da ANG 1-7 na excrecgéo renal.

Curiosamente nos protocolos em que tanto a sede quanto o apetite ao sodio foram
estimulados, o A779 ndo interferiu nos comportamentos ingestivos, diferentemente, do
que acontece para a ANG II, sendo que a administracdo central de antagonistas de
receptores de ANG Il ou bloqueadores da enzima conversora de angiotensina aplicados
perifericamente reduzem a ingestdo de agua induzida por FURO / CAP (Menani e cols.,
1998; Mecawi e cols., 2008) e inibem a ingestdo de sodio hipertdnico e de agua durante
a reidratacdo parcial ap6s privacdo hidrica de 24h (Sato e cols., 1996), Além disso,
injecOes icv repetidas de ANG Il aumenta a ingestdo de solucao hiperténica de NaCl no
protocolo de FURO/CAP (Bryant e cols., 1980).

Uma vez que a ANG Il tem um importante papel na sede e no apetite ao sodio, e a
administracao icv do A779 foi capaz de reduzir tanto sede quanto o apetite ao sodio, foi
estudado se o A779 poderia interferir no efeito dipsogénico da ANG Il em ratos
saciados/normohidratados. Como esperado a ANG Il induziu ingestdo de agua, a qual
ndo foi afetada pelo prévio tratamento com A779, assim os resultados confirmam
evidéncias anteriores que mostraram que as acdes do A779 € por meio da ligacdo em
um receptor distinto dos receptores AT1 e AT2 (Ambuhl e cols., 1994; Santos e cols.,
1994), o receptor MAS. Portanto, a reducdo da ingestdo de agua e de NaCl 1,8%

observada apds a administracdo de A779 ndo foi devida a uma acgdo inespecifica do
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mesmo em receptores da ANG I, sugerindo, um possivel papel do receptor MAS da

ANG 1-7 na regulagdo da ingestdo de &gua e sodio.

Os resultados apresentados mostram um envolvimento do receptor MAS, e
consequentemente sugerem a participacdo da ANG 1-7, nos mecanismos centrais que
norteiam a sede e o apetite ao sodio, todavia, mais estudos serdo necessarios para se
esclarecer quais s@o estes mecanismos e se eles seriam similares ou ndo aos da ANG IlI.

40



6. CONCLUSAO:

Os resultados sugerem um possivel papel facilitatério da ANG 1-7 enddgena na
sede induzida por desidratacdo intracelular e no apetite ao sodio induzido por
desidratacéo extracelular.
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