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Para as abreviaturas das areas cerebrais, foram utilizadas as
denominag¢des adotadas no Atlas estereotaxico de Paxinos e Watson

(1998).
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Nucleo supradptico
Bulbo ventrolateral
Area predptica ventrolateral
Area predptica ventromedial

Area predptica ventral



RESUMO

EFEITO DO ESTRESSE TERMICO AGUDO NA EXPRESSAO DE C-FOS EM CEREBRO
DE RATOS REJANE CONCEICAO SANTANA. Diferentes grupos de pesquisa tém se
dedicado a investigagdo dos mecanismos cerebrais de controle cardiovascular, do balango
hidrossalino e da termorregulagdo. Entretanto, informac¢des detalhadas sobre aspectos
anatOmicos, funcionais e neuroquimicos da rede neuronal responsavel pela termorregulago
sdo escassas. Objetivos desse trabalho foram: 1. Verificar a ativagdo de diferentes areas
cerebrais durante o estresse térmico agudo em ratos sob diferentes condi¢gdes de hidratagdo
(animais normoidratados, desidratados e hiperosmoéticos); 2. Mensurar a concentragdo
plasmatica de Na', K" e da osmolaridade plasmatica, assim como a temperatura corporal de
animais normoidratados, desidratados e hiperosmoéticos. No estudo da expressdo de c-Fos,
foram utilizados trés grupos experimentais com 16 ratos cada (Wistar, machos, 250-320g),
sendo um grupo de normoidratados, um grupo de desidratados e um grupo de animais
hiperosméticos. Cada grupo foi subdividido em dois grupos com 8 ratos em cada, sendo o
grupo controle mantido em condigdes normais de Ta (23 + 2°C) e outro grupo exposto a Ta
elevada (maximo 34 °C) durante 45min. Em outro grupo experimental, as mesmas condigdes
foram repetidas e foram feitas as determinagdes da temperatura corporal, das concentragGes
plasmaticas de Na'e K' e, da osmolaridade plasmatica. Os resultados do presente estudo
demonstraram que, ratos submetidos ao estresse térmico agudo durante 45 minutos, sob
diferentes condi¢des de hidratagdo (normoidratado, desidratado e hiperosmotico), apresentam
mudangas nas concentragdes plasmaticas de Na® e K', osmolaridade plasmatica, da
temperatura corporal, assim como apresentaram aumento na expressdo de c-Fos no nucleo
neuronal de diferentes estruturas hipotaldmicas e extrahipotalamicas conhecidas por estarem
envolvidas no controle da temperatura corporal e do balango hidrossalino. O aumento da
expressdo de c-Fos nas areas: septal lateral (LSV) e area predptica, em resposta ao estresse
térmico e a desidratag@o sugere um papel integrador destas areas para o controle homeostatico

e termorregulatério.

Palavras chaves: Sistema nervoso central. Temperatura corporal. Genes c-fos.



ABSTRACT

ACUTE HEAT STRESS INDUCES C-FOS EXPRESSION IN THE RAT
FOREBRAIN. REJANE CONCEICAO SANTANA. The body temperature is
maintained within a narrow homeostatic range. Fever represents a variety of brain-
induced autonomic responses designed to increase body temperature, while
hyperthermia is an enhancement in body temperature due to an increase in
environmental temperature. The brain activates heat-loss processes to achieve a
reduction in body temperature during heating. The distinction among brain areas
controlling fever and heat-loss responses during heating is not clear. In the present
work, we investigated which brain areas are activated during acute (45 min) heat
exposure in conscious Wistar male rats (250 + 320g) under different hydration condition
(normohydrated, dehydrated, and hyperosmotic). In experimental animals, infrared
lamps were used to increase cage temperature (34 °C max). Control animals were
maintained under the same conditions, except that cage temperature was kept at 23+2°C.
Immediately after the experiments, the rats were anesthetized, and their brains removed
and processed for c-Fos protein immunostaining using the avidin-biotin peroxidase
method. A separated group of animals was submitted to the same experimental protocol
and had trunk blood samples withdraw before and after the heating period for plasma
osmolarity measurement and plasma sodium and potassium determination. Dehydrated
and hyperosmotic rats showed plasma osmolarity and sodium concentration higher than
normohydrated rats in both , control (thermoneutral) and experimental (heat) condition.
Normohydrated rats exposed to heat showed a significant increase in c-Fos expression
in the lateroventral septal nucleus (LSV), median preoptic nucleus (MnPO) when
compared to controls. This response was more intense in dehydrated and hyperosmotic
rats. Heat exposure induces an increase of body temperature as a consequence of an
imbalance between the heat load and dissipation. The areas activated by heating,
especially the MnPO and LSV, have been implicated in body fluid and
thermoregulation. The current findings suggest that these areas may play an integrative
role for multiple homeostatic activity.

Key words: Central nervous system, body temperature, c-fos genes.



1 INTRODUGAO

A hipertermia ocorre quando ha uma exposicio a temperatura ambiental elevada (Ta) que
pode resultar em céibras, exaustdo e intermagfo. A intermagdo esta associada a Ta elevada ¢ a alta
umidade que podem superar a capacidade termorregulatoria, levando a elevagdo anormal da
temperatura corporal, e ocorre sobretudo em criangas e idosos durante os meses quentes de verfo,
sendo também comum em atletas e militares expostos a ambientes quentes e imidos.

Dados da literatura mostram que em casos graves de hipertermia, foram registradas
temperaturas corporais de 44°C a 45°C. Clinicamente, uma temperatura retal de 41°C ou mais é
considerada como prognéstico grave e, nesses pacientes, a taxa de mortalidade ultrapassa 50%. Os
mecanismos subjacentes da termorregulagdo consistem em acentuada vasodilatagdo cutdnea
generalizada, com acumulo periférico de sangue e diminuigio do volume circulante efetivo,
podendo levar & necrose de musculos esqueléticos e do miocardio. A ocorréncia de arritmias,
coagulagdo intravascular disseminada também sdo comuns (FOX et al., 1991).

A hipertermia por exposicdo a Ta elevada e a febre s3o as principais e mais comuns
formas de disturbios da temperatura corporal (Tc). A febre pode ser definida como um estado
de Tc aumentada devido a liberagdo de fatores pirogénicos endogenos, tais como citocinas e
prostaglandinas, o qual faz parte da resposta defensiva aguda a infec¢do, a inflamacgéio e ao
trauma. O aumento da Tc que ocorre na febre é um processo ativo que promove elevagdo do
“set-point” hipotaldmico (termostato) de controle térmico. A hipertermia, por outro lado, pode
ser definida como o aumento passivo da Tc acima do termostato devido & exposigdo ao calor,
e € resultante da incapacidade, temporéaria ou permanente, de manter o balango entre a carga e
a dissipagéo de calor (IRIKI, 1988; SIMON, 1987).

Os primeiros estudos direcionados para a compreensio dos mecanismos termorregulatorios
foram realizados no fim do século XIX, através de experimentos que utilizaram técnicas de lesio

e/ou estimulagdo do tronco cerebral, levando ao estabelecimento desta regiio como o centro
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termorregulatorio. As observagdes de Barbour, em 1912, de que mudangas da temperatura da
porgdo rostral do tronco cerebral levavam a alteragdo em sentido oposto da temperatura corporal,
representaram o0 marco no conhecimento dos mecanismos termorregulatérios (BARBOUR, 1912).
Posteriormente, foi identificado que outras areas mostraram atividade termorregulatéria e
desenvolveu-se o conceito monocéntrico de controle da Tc, onde o hipotalamo foi considerado o
centro regulador. Em 1960, a descoberta de locais extrahipotalamicos para gera¢do de sinais da
regulacdo da Tc levou ao conceito do controle multiplo da temperatura (HAMMEL et al., 1960).
Em relagdo a termorrecepgdo, os primeiros achados foram feitos na década de 70 com a
descri¢do dos termorreceptores periféricos bimodais e dos neurdnios hipotaldmicos sensiveis ao frio
e calor. Hoje, este quadro apresenta-se complexo incluindo a monomodalidade dos termorreceptores
periféricos para frio e calor e a multimodalidade de termossensores corporais profundos,
principalmente os neurdnios sensiveis ao calor que s3o caracterizados como interneurdnios.
(MERCER, 2001). Por outro lado, informagdes detalhadas sobre aspectos anatomicos, funcionais e

neuroquimicos da rede neuronal responsavel pela termorregulago ainda ndo sio claras.

1.1 CONTROLE CENTRAL DA TERMORREGULACAO
1.1.1 Areas envolvidas na regulagdo da temperatura corporal

Respostas comportamentais e autondmicas a exposigdo a ambientes quentes e frios variam
de espécie a espécie, sugerindo a possibilidade que diferentes vias centrais sejam responsaveis pela
geracdo de diferentes respostas termorregulatorias.

Diversos estudos tém mostrado a participagdo do hipotalamo no controle da Tc, sendo que
algumas areas especificas sdo envolvidas na participagdo de diferentes formas de ajustes da
temperatura corporal, tais como: termogénese por nio-tremor, que envolvem mudangas no

metabolismo do tecido adiposo marrom ou na termogénese induzida por dieta (FREEMAN et al.,
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1987; HOLT et al., 1987; PERKINS et al., 1981; THORNHILL et al., 1994), na termogénese por
tremor (THORNHILL et al., 1994) e nas mudangas circadianas da Tc (DERAMBURE et al., 1994).

Entre as areas e nicleos que estdo envolvidos na termorregulaggo estdio: a regifio preoptica, a
area hipotalamica lateral, a regido supradptica, a regidio septal e estruturas circunventriculares como
0 6rgdo vasculoso da ldmina terminal (OVLT), o érgdo subfornical (SFO) e a area postrema (AP).
A regidio predptica constitui a substéncia cinzenta periventricular da parte mais rostral do terceiro
ventriculo, e que estd subdividida em areas como a area preoptica ventromedial (VMPQO), area
predptica ventrolateral (VLPO), area preoptica medial (MPA) e nucleo predptico mediano (MnPO)
(CARPENTER, 1991). As areas VLPO e MPA estdo envolvidas na percepcdo e integracdo de
sinais termorregulatorios e modulagdo do fendmeno febril, enquanto o MnPO age como um centro
integrador para circuitos do controle térmico e osmético (PATRONAS, 1998).

A érea hipotalamica lateral (LHA) contém o niicleo hipotaldmico lateral e dois ou trés
grupos de células circulares delimitadas agudamente conhecidas como nucleos tuberales. A LHA
esta envolvida no balango energético vinculado a defesa ao frio (ATRENS et al., 1982; KANOSUE
et al., 1994; SIMON et al., 1986) e na termorregulacéio (PATRONAS, 1998).

A regido supradptica contém nucleos hipotaldmicos bem definidos, como o nicleo
paraventricular (PVN), o nucleo supradptico (SON) e o nicleo supraquiasmatico (Sch). O PVN
consiste de varios grupos celulares distintos, estando na parte medial o grupo de neurdnios
parvocelular e na por¢do lateral o grupo de neurdnios magnocelular. O SON € composto
uniformemente por células grandes. Tanto os neurdnios magnocelulares do PVN, como do SON
produzem vasopressina e oxitocina e se projetam para o lobo neural da hipofise. Ja os elementos
parvocelulares do PVN sintetizam CRF (SILVA et al., 2002) e se projetam para a adenohipofise,
além de enviar axonios descendentes para o tronco cerebral e todos os niveis da medula espinhal.
Assim, o PVN e SON representam um dos maiores sistemas neuroenddcrinos hipotalamicos

(TAKAHASHI, 2001). O Sch forma um grupo de pequenas células redondas localizadas
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dorsalmente ao quiasma 6ptico na base do terceiro ventriculo. Este pequeno nucleo recebe projegdes
bilaterais diretas da retina e tem importante papel no controle dos ritmos biologicos. Estudos
demonstraram que o Sch esté envolvido na resposta ao estresse térmico (PATRONAS, 1998).

A regido septal é uma regifo telencefilica subcortical localizada medialmente aos
ventriculos laterais e apresenta-se altamente interconectada com o hipocampo. Esta regido esta
subdividida em: nucleo septal medial, nucleo septal lateral (LSV) e o micleo accumbens septi
(CARPENTER, 1991). A area septal lateral tem corpos celulares neuronais relativamente pequenos
e é primariamente uma area para a recepgdo de informagdes. Estudos tém revelado que este nicleo
esta envolvido na modulagio da resposta a febre (BLATTEIS, 1997; ZEISBERGER, 1990) e na
resposta termorreguladora (PATRONAS, 1998).

Algumas areas extra-hipotalamicas, que s3o sensiveis a alteragdes osmdticas do plasma e do
fluido cerebral, estdo envolvidas no controle do equilibrio hidrossalino, importante fator na
manutengdo da homeostasia térmica e cardiovascular. Dentre estas, estdo as estruturas
circunventriculares, que compreendem o SFO, OVLT e a AP. Estas estruturas apresentam conexdes
reciprocas, bem como conexdes aferentes e eferentes com diversas areas no SNC (FERGUSON; LI,
1993; GROSS; JOHNSON, 1993). Ao detectar alteragdes na homeostasia hidrossalina, as areas
circunventriculares integram as informagdes em grande parte no PVN, que por sua vez, transmite
sinais a pituitaria, ao nucleo do trato solitario (NTS), ao SON e ao locus coeruleus (LC)
(HARDING; WRIGHT, 1992; BUGGY; JOHNSON, 1977) propiciando ajustes nos sistemas,
simpatico, parassimpatico, neuroenddcrino, além de agdes comportamentais que mantém o
equilibrio hidroeletrolitico (MCKINLEY et al, 1989; MONGENSON; SWANSON, 1981;
SWANSON, 1987; TRASHER, 1989). O OVLT e SFO mostraram imunorreatividade a c-FOS em
ratos expostos ao calor (PATRONAS, 1998), enquanto a AP mostrou imunorreatividade a c-FOS

em animais que receberam salina hipertonica via subcutdnea (RINAMAN, 1997).
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1.1.2 Vias neurotransmissoras centrais envolvidas na regulagdo da temperatura
corporal

Diversos sistemas neurotransmissores centrais parecem estar envolvidos no controle da
temperatura corporal, entre eles, tem sido sugerido o envolvimento de vias: vasopressinérgicas,
angiotensinérgicas, colinérgicas, serotonérgicas e oxidonitrérgicas. Estudos sobre esses
neurotransmissores mostraram que, a angiotensina (All) pode estimular a liberagdo de AVP
centralmente e desta forma, modula a regulagdo da Tc (KASPLER et al., 1997; KREGEL et al.,
1994). As vias colinérgicas parecem também ter papel importante na regulacdo da Tc, pois
estimulagdo colinérgica do hipotdlamo anterior e area predptica é acompanhada pela diminuigdo da
Tc (TAKAHASHI, 2001). A serotonina, parece ter papel na diminui¢dio da Tc desde que ha
evidéncias que este neurotransmissor excita neurdnios sensitivos ao calor e inibe neurdnios
sensitivos ao frio, agdo que leva a diminuigdo da Tc (IMERI, 2000). Quanto ao NO, tem sido
mostrado que este neurotransmissor pode ter papel significativo na modulagdo da febre induzida
pelo estresse de contengdo em ratos (DE PAULA et al., 2000). No presente estudo, foi dado enfoque
aAVP.

Alguns estudos tém mostrado que arginina vasopressina (AVP) central pode ter um papel
no controle da Tc normal em diferentes condigdes, além de participar do controle térmico durante
estados febris. A administragdo da AVP na érea septal lateral inibe 0 aumento de produgdo de calor
induzido por exposigéo ao frio (2°C) e por resfriamento da area predptica (BANET, 1985). Em
outro estudo, verificou-se que a administragdo de AVP na area predptica leva & hipertermia de inicio
répido e de longa duragdo, enquanto a administragdo no nicleo acumbens, area septal, substincia
innominata e hipotédlamo dorsomedial, ndo produz efeito (NAYLOR, 1986). Neste estudo, diverso
do anterior, os animais foram mantidos a 25°C durante o experimento. Portanto, € possivel que a
AVP desencadeie diferentes respostas termorregulatorias dependendo da dose, do local de
administragfo e da temperatura ambiente durante o experimento, dessa forma, o papel da AVP no

sistema nervoso central em 4reas especificas relacionadas com a termorregulagao ainda ndo € claro.
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No estresse, uma das situa¢des freqiientemente enfrentadas pelos individuos, observa-se
hipertermia, entre outras alteragdes do estado fisiologico basal. Em ratos, a hipertermia devida ao
estresse, pode ser induzida por diferentes agentes estressores tais como exposi¢éo a campo aberto,
mudanga de habitat e contengdo (KLUGER, 1987; LONG, 1990; MORIMOTO, 1991; BRIESE,
1991). A administracio intracerebroventricular de AVP reduz a hipertermia induzida por estresse de
contengdo e leva a um aumento de temperatura corporal durante a recuperagdo da hipotermia
induzida por nado em agua fria (OLUYMI, 1992; TERLOUW, 1996). Em situag¢do de estresse,
verificou-se que a administracdo intracerebroventricular de AVP induz alteragbes na freqiiéncia
cardiaca e na Tc de forma tempo- e dose-dependentes. Respostas taquicardica e hipertérmica foram
observadas ap6s baixas doses (1 e 3 ng) de AVP, enquanto altas doses (10 e 30 ng) levaram a

hipotermia e a bradicardia seguida de taquicardia (DIAMANT, 1993).

1.2 A TERMORREGULACAO

1.2.1 Integrag&o entre o sistema cardiovascular, o Balango hidrossalino e a
Termorregulagdo

Virios estudos mostram que hd uma integracdo entre o sistema cardiovascular, o balango
hidrossalino e a termorregulagdo para se obter um controle adequado da temperatura corporal. No
sistema nervoso central, o hipotdlamo recebe as informagGes sensoriais que resultam em ajustes
destes sistemas. As areas envolvidas no controle da ingestdo de 4gua e no apetite por sal, que
resultam no equilibrio hidrossalino, tém sido extensivamente estudadas. Revisbes recentes mostram
que as areas prosencefilicas, compreendendo o SON, o PVN, a MPA, o0 OVLT, o SFO, a amigdala
(AM) e o hipotalamo lateral, tém papel preponderante excitatdrio sobre a ingestdo de 4gua e sal,
enquanto as areas romboencefalicas, incluindo o NTS, a AP, o nicleo parabraquial (PBN ), os
micleos dorsal e mediano da rafe e o LC, sfo eminentemente inibidoras destes comportamentos.
Diversos estudos mostram que estas mesmas areas podem estar envolvidas em ajustes

cardiovasculares (FITZSIMONS, 1998; JOHNSON, 1997). Durante a exposi¢do ao calor, a
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diminui¢do do liquido circulante devido a evaporagdo, isto €, através do suor e vapor de agua na
respiragao, leva 4 desidratag@o e, em casos extremos, pode se tornar uma ameaga para a homeostase
hidrica e regulagdo cardiovascular. (ROWELL, 1983; ROWELL, 1986).

A habilidade para detectar mudangas na temperatura ambiental e corporal € critica para a
sobrevivéncia dos mamiferos. O nivel da temperatura corporal é determinado por fatores
enddgenos, como a produgdo e a dissipagdo de calor, resultantes de rea¢Ges bioquimicas e de fatores
exdgenos, como a temperatura ambiental e a umidade relativa do ar. Os animais regulam sua
temperatura corporal a cerca de 8°C abaixo do limite superior letal, sendo que nos homeotermos a
Tc oscila em uma faixa relativamente estreita gracas a um sistema multiplo de entrada/saida de
informagdes, controlado pelo sistema nervoso central.

Respostas efetoras autondmicas e comportamentais atuam no controle da Tc de animais
homeotermos e os termorreceptores responsaveis por essas respostas estdo distribuidos pelo corpo
estando presentes ndo somente na pele e no hipotalamo, mas também em 4reas cerebrais e nas
visceras (SIMON et al., 1986).

Na periferia, o calor e o frio sdo detectados por neurdnios termossensitivos regulados para
responder a variagdes distintas de temperatura. Por exemplo, termorreceptores de calor detectam
modesto aumento de temperatura na pele (34 — 42°C) enquanto os nociceptores de calor detectam
altas temperaturas que causam dor (>42°C) (RAJA et al, 1999). De fato, as mesmas areas
envolvidas no equilibrio hidrossalino também participam do controle térmico. Neurdnios
termossensitivos, mais notavelmente na area predptica/hipotalamo, sdo ativados por calor ou frio
local e recebem simultaneamente “inputs” térmicos da periferia (BOULANT, 2000). Dados da
literatura mostram que a hipertermia induzida por exposi¢&o a temperatura ambiental elevada causa
alterac@o dos liquidos corporais, ocasionando hipovolemia e aumento da osmolaridade plasmatica.

Como foi descrito no tdpico 1.1.1, diversas dreas do SNC parecem estar envolvidas no

controle da Tc, sem, no entanto, existir um centro termorregulador localizado em uma area
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especifica e, embora a sobreposi¢do das areas de controle da osmolaridade e da Tc seja clara,
existem poucas informagdes sobre as vias de integragdo entre osmorregulagdo e termorregulagdo.
(BLATTEIS, 1997, ELMQUIST, 1996; KLUGER, 1991; SAPER, 1994).

Tendo em vista a importancia do equilibrio hidrossalino para a manutengdo da homeostasia
térmica e cardiovascular, parece logico que as informagGes da periferia sejam integradas nas
mesmas areas no sistema nervoso central. Estudos isolados tém demonstrado que a area predptica

desempenha este papel integrador (SIMON, 1986).

1.2.2 Efeito da desidratagdo sobre a termorregulagdo

A importancia da reposicdo de liquido apds exercicio fisico em ambiente quente foi
reportada pela primeira vez em 1944 por Pitts e colaboradores (PITTS et al., 1944). Adolph e
colaboradores mostraram a existéncia da relagdo entre o déficit de agua e o0 aumento da temperatura
retal durante caminhadas no deserto, verificando que a desidratagdo, com perda de 1% do peso
corporal causa aumento da temperatura retal em torno de 0.3°C e aumento da freqiiéncia cardiaca de
5-10 batimentos por minuto (ADOLPH et al., 1947). A desidratagio devido a perda de agua (pelo
suor) em humanos (MACK et al., 1996), pelo ofegar em cdes (BAKER et al., 1983) e coelhos
(KEIL et al., 1994) e salivagdo em ratos (HOROWITZ, 1994) ocasiona uma diminui¢io do volume
sanguineo circulante e aumento da osmolaridade plasmatica.

Os achados de Baker e Doris mostram evidéncias para um fator osmético na regulagio da
temperatura corpdrea, que pode agir alterando a resposta do hipotalamo ao aumento da temperatura
(BAKER et al, 1982). Mudangas osmdticas induzidas por estimulo hiperosmoético aplicado
localmente no hipotalamo ou perifericamente tém efeito na atividade de neurdnios termossensitivos
predpticos. Isto sugere que a desidratagdo reduz a resposta de estruturas hipotalimicas que

controlam a evaporago e que tanto osmorreceptores hepatoportais, quanto centrais pode”

envolvidos nesta resposta (HORI et al., 1988).
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Estudos mostram que neurOnios termossensitivos respondem a estimulos osmotico e de
alteracdo da pressido sanguinea, sugerindo uma possivel interag@o entre a concentragdo plasmatica
de solutos e o volume sanguineo. Baker e colaboradores apresentam dados confirmando esta
interagdo entre osmorregulagédo e controle da Tc. Os autores observaram em cées normoidratados,
que a perda de agua pela evaporagdo respiratoria e pela salivagdo aumenta de forma linear com o
aumento da Tc durante o exercicio fisico. Por outro lado, a perda de agua por salivaggo foi reduzida
em cées que receberam infusdo de salina hipertonica 3.0% e foi ainda menor em cdes desidratados
que apresentavam aumento da osmolaridade plasmatica e diminuicdo do volume plasmatico
(BAKER, 1983; BAKER, 1989).

Tem sido demonstrado, que a desidratagéio osmoética causada por privagdo hidrica ou por
administragdo de salina hipertOnica, ativa células osmorreceptoras cerebrais que respondem ao
aumento da osmolaridade efetiva do plasma circulante (STRICKER et al., 1970). Em contraste a
estas informagdes concernentes a sinalizacdio e a respostas neuronais centrais para a desidratagdo
térmica, mecanismos periféricos que controlam a taxa de sudorese e fluxo sanguineo para a pele tém
sido pouco entendidos, embora o envolvimento da vasopressina (SENAY, 1979) e da angiotensina

II (FORTNEY et al., 1983) tenha sido sugerido.

1.3 EXPRESSAO DE C-FOS EM AREAS CEREBRAIS ENVOLVIDAS NO CONTROLE
CARDIOVASCULAR, HIDROSSALINO E TERMORREGULATORIO

A proteina c-Fos € o produto do gene c-fos, que estd envolvido na regula¢do da transcrigio
génica, e interage com o produto de um outro gene imediato, Jun, formando um fator de transcrigio
heterodimérico que regula a expressdio de genes de resposta tardia. Desta forma, a proteina c-Fos
pode estimular ou reprimir a transcri¢do, dependendo com que membro da familia Jun forma o
complexo (MORGAN, 1990).

A relagdo precisa entre a expressdo de c-Fos e a transcrigdo de produtos de genes tardios

permanece incerta para muitos sistemas neuronais. Embora muitos neurdnios sejam conhecidos por
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expressar c-Fos somente ap0s ativagdo sindptica, 0o RNAm ou a proteina c-Fos do gene c-fos podem
ser usados como marcadores de ativagdo neuronal no cérebro (SAGAR et al., 1988).

Desta forma, a proteina c-Fos € especialmente util, porque é rapidamente detectada por
anticorpos diretamente contra c-Fos. Este procedimento imunohistoquimico permitiu investigagdes
para determinar quais neur6nios sfio ativados no cérebro em resposta a estimulos especificos
(HOFFMAN et al., 1993).

A expressdo do proto-oncogene c-fos € rapidamente induzida no hipotilamo ou outras
regides cerebrais por uma variedade de processos fisioldgicos e manipulagdes experimentais
incluindo a hipertermia induzida por exposi¢do ao calor ou por administragio de pirdgenos.
Recentemente, verificou-se que a desidratagéo estimula a expressdo do gene c-fos nos neurdnios do
OVLT, SFO e predptica mediana, PVN e SON, enquanto na exposi¢do a Ta elevada o gene c-fos foi
expresso na MPA e VMPO, no hipotalamo lateral e na parte ventral da area septal lateral (LSV).
Entre as estruturas estudadas, apenas a area predptica apresentou expressdo do gene c-fos nas duas
situagdes (desidratacdo e hipertermia) reforcando o papel integrador desta area. (PATRONAS,
1998).

Em ratos adultos, a hiperosmolaridade plasmatica produzida por injegdo sistémica de salina
hipertdnica levou a expressdo da proteina c-Fos pelos neurdnios magnocelulares no PVN, SON e
nucleo magnocelular acessorio do hipotalamo em paralelo com o aumento da secregdo de AVP e
oxitocina neurohipofisiria (VERBALIS et al., 1995). Em outro estudo, verificou-se que a
administragdo de salina hipertonica em ratos adultos induziu a expressdo da proteina c-Fos em
outras dreas circunscritas do tronco - cerebral e romboencéfalo, incluindo o SFO, nucleo central da
amigdala (CeA), PVN parvocelular, PBN, LC, bulbo ventrolateral (VLM), NTS e AP (HOFFMAN
et al., 1993; LARSEN et al., 1995; OLSON et al., 1993).

Vé-se, portanto, que a manutengdo da temperatura corporal € critica para a sobrevivéncia

dos mamiferos e que alteragdes dos niveis normais sdo especialmente importantes em idosos e
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criancas, cuja capacidade termorregulatoria é menos eficiente. No entanto, ainda nfo estdo
totalmente definidos os mecanismos de termorregulagdo, embora existam varios estudos enfocando
estes mecanismos. Desta forma, os resultados do presente estudo podem trazer importante
contribui¢do para o conhecimento dos mecanismos termorregulatorios com possibilidade de futuras

aplicagdes clinicas.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250 a 320 gramas, provenientes
do biotério do Laboratério de Neurociéncias ICS/UFBA, mantidos em ciclo claro/ escuro de
12h, temperatura ambiente de 23°C + 2°C e com acesso a ragdo (Nuvital Nutrientes Ltd,
Curitiba, Brasil) e agua ad libitum. No estudo da expressdo de c-Fos, foram utilizados trés
grupos experimentais com 16 ratos em cada, sendo um grupo de animais normoidratados, um
grupo de animais que sofreu privagdo hidrica (desidratado) e um grupo de animais que
recebeu sobrecarga de sal (hiperosmoético). Cada grupo foi subdividido em dois grupos com 8
ratos em cada, sendo o grupo controle mantido em condi¢es normais de Ta (23 + 2°C) e o
outro grupo exposto a Ta elevada (maximo 34 °C) durante 45min. Em outro grupo

experimental, as mesmas condi¢des foram adotadas e foram feitas as determinagdes das

~ 2ot + + . rae
concentra¢des plasmaticas de Na' e K e da osmolaridade plasmatica.

3.2 MEDIDAS DE TEMPERATURA E PROTOCOLO DO ESTRESSE TERMICO

A temperatura corporal foi medida no inicio e ao final do periodo experimental através
de sonda de temperatura introduzida 6 cm no célon do animal e leitura através de termdmetro
digital (Minipa Thermometer, MOD: MT- 520). A temperatura da caixa foi medida
continuamente durante todo o periodo experimental (45min).

O protocolo para indugéo do estresse térmico foi modificado daquele usado por Kregel
e colaboradores (KREGEL et al., 1994). No dia do experimento, ratos conscientes foram
colocados em caixas experimentais (50 x 30 x 30 cm), sendo o grupo controle mantido em
condi¢des normais de Ta (23 + 2°C) e outro grupo exposto ao estresse térmico durante 45min,

utilizando luz infravermelha (250W) posicionada 40 cm acima do animal. A temperatura da
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caixa foi mantida aproximadamente a 33°C através da mudanga da intensidade da ldmpada

por um potencidmettro “dimer”.

3.3DETERMINACAO DAS QONCENTRACOES PLASMATICAS DE NA*, K" E
OSMOLARIDADE PLASMATICA

No final do experimento, os animais foram decapitados e o sangue coletado em tubos

de ensaio contendo heparina. O sangue foi centrifugado (10 min a 5000 rpm) e o plasma
separado para determinagdo das concentragdes plasmaticas de Na e K' (mEqg/L) através da

fotometria de chama (Micronal, B262) e da osmolaridade por determinagdo do ponto de

congelamento (Precision Systems, modelo n° 2007).

3.4DETERMINACAO DA EXPRESSAO DE C-FOS NO CEREBRO

Apoés 45 min do periodo experimental, os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico (Tionembutal, Abbott Laboratories) (40mg/kg) e procedeu-se a perfusio
transcardiaca com 500 mL de tampéo fosfato (PB) com sédio- PBS 0,01M, pH 7,6, seguida
por 500 mL de paraformaldeido 4% diluido no mesmo tampdo. Os cérebros foram entdo
removidos e imersos no mesmo fixador durante a noite, mantidos a —4°C. No dia seguinte, os
mesmos foram transferidos para uma solugdo de glicose 20% em PB 0,01M (pH 7.2) e
mantidos a —4°C por no minimo 48h. Os cérebros foram seccionados em criostato a —20°C,
com espessura de 40 um e submetidos ao processamento imunohistoquimico.

As secgOes do cérebro foram imunomarcadas para a proteina c-Fos usando o método
da avidina-biotina peroxidase (kit ABC Elite Vectastain, Vector laboratories, CA, USA). A
técnica utilizada foi modificada daquela descrita por Liu e colaboradores (LIU, 1991).
Inicialmente os cortes foram lavados trés vezes com PB 0,01 M com intervalos de 5 min entre
cada lavagem (3x 5 min), mantidos em agitador de Klein com agitagdo leve. A seguir os
cortes foram entdo incubados com H,O, a 1% por 15 min para bloqueio da atividade da

peroxidase enddgena, e logo apos lavados novamente com PB 0,01 M (3x 5 min). Depois das
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lavagens as sec¢des foram incubadas com soro normal de cabra diluido em PB 0,01M e leite
em pd 3% (Molico) por 1 hora em temperatura ambiente sob agitacdo leve. A seguir o soro foi
aspirado e acrescentou-se o primeiro anticorpo policlonal de coelho anti-Fos (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluido em PB 0,01M (1:4000) na presenga de Triton-
X 100 (0,3%) permanecendo durante 14 horas a temperatura ambiente em agitagdo leve. A
seguir, as sec¢des foram lavadas novamente em PB 0,01M (3x 5 min), e em seguida
incubadas com o segundo anticorpo IgG anti-coelho de cabra biotinilado (Vector, USA)
diluido (1:400) em PB 0,01M e leite 3%, por 1h a temperatura ambiente sob agitagdo leve. Ao
final desse periodo as sec¢Oes foram lavadas em PB 0,01M (3x 5 min) e incubadas por 1h a
temperatura ambiente com o complexo avidina-biotina peroxidase (1:200) em PB 0,01M.
ApOs nova lavagem em PB 0,01M (3x 5 min), os cortes foram incubados em uma solugéo de
(0,02%) de 3,3’ diaminobenzidina-tetrahidrocloreto (Sigma, MO, USA) contendo 0,08% de
sulfato amoniacal de niquel e 0,00018% de H;O,. A seguir, as sec¢des foram colocadas em
gelatina contendo etanol 80% e montadas em laminas. Apds secagem dos cortes em estufa
(50°C), as laminas foram imersas em xilol 100% por 10min e cobertas com laminula,
utilizando Permount® (Fisher Scientific) para adesdo. Os cérebros dos animais controles e
experimentais foram processados simultaneamente para evitar possiveis variagdes entre 0s
ensaios. A contagem dos nucleos celulares imunorreativos para c-Fos foi realizada através do

programa Image Pro-Plus para Windows 98/2000 versgo 4.1 (MediaCybernetics, USA).
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3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Grupo experimental 1 — Identificar areas do SNC ativadas durante a exposi¢do a temperatura

ambiental elevada em ratos normoidratados.

Os animais tiveram livre acesso a dgua e ra¢do no periodo anterior ao experimento, sendo os
mesmos retirados no inicio do experimento. Os ratos foram pesados e apds periodo de 30
minutos para estabilizagdo da Tc, o grupo controle permaneceu a temperatura ambiente de
23°C % 2°C, enquanto os animais experimentais foram submetidos ao estresse térmico durante
45 minutos. Apds exposi¢do ao calor, os animais foram pesados novamente, anestesiados e

perfundidos para remogéo dos cérebros e processamento imunohistoquimico.

Grupo _experimental 2 - Identificar dreas do SNC ativadas durante a exposi¢gdo a temperatura

ambiental elevada em ratos desidratados.

Neste grupo, os animais sofreram privagédo hidrica de 14h no periodo anterior ao experimento,
foram pesados e colocados nas caixas experimentais e, apés 30 minutos para estabilizagdo da
Tc, o grupo controle permaneceu & temperatura ambiente de 23°C + 2°C, enquanto os animais
experimentais foram submetidos ao estresse térmico durante 45 minutos. Apds exposi¢do ao
calor, os animais foram pesados novamente, anestesiados e perfundidos para remogdo dos

cerebros e processamento imunohistoquimico.

Grupo experimental 3 — Identificar areas do SNC ativadas durante a exposi¢do a temperatura

ambiental elevada em ratos hiperosméticos.

Neste grupo, os animais receberam administragdo de salina hipertdnica (9,0%) no volume de
ImL/ 100g de peso corporal por sonda orogastrica 30 min antes da exposi¢do ao calor. Estes
animais foram pesados no inicio e no fim do experimento e apds 30 minutos para
estabilizagdo da Tc, o grupo controle permaneceu & temperatura ambiente de 23°C + 2°C,
enquanto os animais experimentais foram submetidos ao estresse térmico durante 45 minutos.
Apos exposigdo ao calor, os animais foram pesados novamente, anestesiados e perfundidos

para remogéo dos cérebros e processamento imunohistoquimico.
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. - rye 4 .
Grupo_experimental 4 — Mensurar a concentragio plasmatica de Na' e K, osmolaridade

plasmatica e a temperatura corporal de ratos submetidos & Ta elevada sob diferentes

condi¢des de hidratagio.

Este grupo experimental foi subdividido em trés grupos: normoidratado, desidratado e
hiperosmético. Os animais foram submetidos as mesmas condi¢des experimentais utilizadas
nos estudos da expressdo de c-Fos. Entretanto, apds 45 min do periodo experimental, os

animais foram sacrificados por decaptagdo para a coleta de sangue para as dosagens

plasmaticas de Na"e K" e osmolaridade.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo “software” SigmaStat para Windows versdo 2.0 (Jadel
Scientific, Erkrath, Germany). Os dados foram submetidos a ANOVA “TWO WAY” seguido

do pos-teste Student-Newman-Keuls, sendo considerados os valores de significincia de

p<0,05.
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4 RESULTADOS

41 MUDANCAS NA TEMPERATURA CORPORAL E DA TEMPERATURA
AMBIENTE

Na Figura 1, e Tabela 1 (anexos) estdo apresentados os dados das temperaturas
corporais e das caixas experimentais, antes e depois (45 min) da exposi¢do ao calor de
animais normoidratados, desidratados e hiperosmoticos.

O griafico A mostra os valores da temperatura corporal de animais normoidratados,
desidratados e hiperosmoticos antes e depois de terem sido submetidos ao calor. Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia “two way” sendo considerado como Fator A: a
condi¢do de hidratagdo (normoidratado, desidratado e hiperosmdtico) e como Fator B: a
condi¢do de temperatura da caixa (controle e experimental). Observa-se que houve diferenga
estatistica significativa na temperatura corporal entre os animais controle e experimental
submetidos & mesma condi¢do de hidratacdo, e também entre os animais experimentais
(normoidratado, desidratado e hiperosmotico) expostos a mesma temperatura. A temperatura
corporal dos animais controles foi de 37.8 + 0.3°C em animais normoidratado, de 37.8 *
0.1°C nos desidratado e de 37.6 + 0.2°C nos hiperosméticos. Depois da exposi¢do ao calor,
como era esperado, houve um aumento da temperatura corporal, sendo de 41.5°C £ 0.36 em
animais normoidratados, 43.2°C + 0.2 nos desidratados e 41.8 *+ 0.2 nos hiperosméticos.
Observa-se que o aumento da Tc depois do aquecimento foi diferente entre os grupos sendo
que a Tc dos animais desidratados foi significativamente (p < 0,05) mais elevada do que nos
animais normoidratados e hiperosmoéticos. Além disso, deve-se salientar que 60% dos animais
desidratados entraram em choque térmico ao final dos 45 minutos de exposi¢do ao calor.

No grafico B estdo apresentados os valores da temperatura da caixa experimental
onde foram colocados os animais em diferentes condigdes de hidratagdo prévias ao

experimento. Observa-se que houve diferenga estatistica significativa na temperatura da caixa
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dos animais controle e experimental submetidos a mesma condigdo de hidratagdo. A
temperatura da caixa controle foi de 24.1 + 0.2°C no grupo normoidratado; 26.0 + 0.7 °C para
os desidratados e 24.1 + 0.1 °C para os hiperosméticos. A temperatura das caixas
experimentais também n3o mostrou diferenga estatistica significativa entre os grupos
estudados, sendo de 32.5 + 0.2 °C para os normoidratados; 32.5 + 0.2 °C para animais
desidratados e 32.0 + 0.2 °C para os hiperosmoéticos. Entretanto, houve diferenga estatistica
significativa (p <0,05) entre as temperaturas das caixas na mesma condicdo de temperatura
(controle e experimental).

Na tabela 4 (anexo), estdo os valores referentes as mudangas do peso corporal de
animais normoidratados, desidratados e hiperosmoticos, submetidos ao estresse térmico

agudo. Observa-se que nio houve diferenga estatistica significativa entre os grupos estudados.
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FIGURA 1 — Mudanga da temperatura das caixas experimentais e da temperatura corporal em
ratos normoidratados (n=8), desidratados (n=8) e hiperosmoéticos (n=8) submetidos ao calor
(= 33°C) durante 45 min. O grafico A mostra os valores da temperatura corporal [ANOVA:
Fator A- condi¢do de hidratag@o Fp ;)= 8,16; p = 0,001; Fator B- condi¢do temperatura da
caixa (controle e experimental) F; 1) = 553,78; p < 0,0001]. O grafico B mostra os valores da
temperatura das caixas experimentais [Fator A: Fp ) = 3,86; p = 0,029; Fator B: F ) =
192,22; p < 0,0001]. Os dados sdo expressos em média + EPM, tanto no painel A quanto no
painel B as letras a, b e c, indicam as diferengas estatisticas (p<0,05) demonstradas pelo pds-
teste Student Newman Keuls, sendo que a letra a, representa a comparagdo entre as condigdes
de temperatura da caixa (controle e experimental) na mesma condi¢do de hidratacdo, a letra b
representa a diferenga em relagdo aos animais normoidratados sob a mesma condigdo de
temperatura da caixa (controle e experimental) e a letra ¢ indica diferenga em relagdo aos
animais desidratados sob a mesma condi¢do de temperatura da caixa.
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4.2 ANALISE DO NA" E K" PLASMATICOS E DA OSMOLARIDADE PLASMATICA

A figura 2 e tabela 2 (anexos) apresentam os resultados da exposi¢do aguda a
temperatura ambiente elevada, sobre a osmolaridade plasmatica e as concentragdes
plasmaticas de sddio e potassio em ratos normoidratados, desidratados e hiperosmoticos. Os
animais controles foram mantidos em caixas experimentais & 23°C durante 45 minutos,
enquanto o0s animais experimentais (submetidos ao calor) permaneceram em caixas
experimentais que foram aquecidas com lampada infravermelha, chegando a uma temperatura
final da caixa de aproximadamente 33°C no final dos 45 minutos.

No grafico A estdo representados os dados referentes as concentragdes plasmaticas de
sodio de animais normoidratados, desidratados e hiperosmoticos. Observa-se que houve
diferenga estatistica significativa na concentragdo plasmatica de sodio entre os animais
controle e experimental submetidos as mesmas condi¢des de hidratagdo, e também entre os
animais controles submetidos as diferentes condigées de hidratagdo. A concentragdo
plasmética de sddio nos animais controles normoidratados foi de 134.63 + 0.73 mEg/L; nos
desidratados 140.75 + 1.82 mEqg/L; e nos animais hiperosmoticos 142.75 + 0.77 mEq/L. Nos
animais experimentais, a concentragdo plasmatica de sodio foi de 142.50 + 1.05 para os
normoidratados, 145.25 + 0.53 para os desidratados, e 145.90 + 0.81 nos hiperosméticos.

Verificou-se que em animais submetidos a desidratagdo, como também &
hiperosmolaridade, a concentrago plasmatica de sodio foi significativamente maior (p <0,05)
quando comparada ao grupo normoidratado. Quando animais normoidratados e desidratados
sdo submetidos ao calor, observa-se um aumento consideravel na concentra¢do plasmatica de
sodio (p<0,05) quando comparado aos seus respectivos grupos controles. Entretanto, a
exposicdo ao calor, ndo alterou a concentragdo plasmatica de sodio em animais

hiperosméticos
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No grafico B estdo representados os valores referentes as concentragdes plasmaticas
de potassio de animais normoidratados desidratados e hiperosmoéticos. Verifica-se ndo haver
diferenga estatistica significativa na concentragdo plasmatica de potéssio entre os animais
controle e experimental, como também, entre as concentragdes plasmaticas de potassio dos
animais submetidos as diferentes condi¢Ges de hidratagcdo. A concentragdo plasmatica de
potassio nos animais controles normoidratados foi de 5.94 + 0.16 mEq/L, nos desidratados
5.96 + 0.17 mEq/L e nos hiperosméticos 4.96 + 0.15 mEq/L. Nos animais experimentais, a
concentragdo plasmaética de potassio foi de 5.25 + 0.13 mEq/L nos normoidratados, 5.40 +
0.28 mEqg/L nos desidratados e 5.41 + 0.35 mEg/L nos hiperosmoticos. A concentragdo
plasmatica de potassio foi menor no grupo de animais controles hiperosméticos (p <0,05),
quando comparado aos grupos controles normoidratado e desidratado. No entanto, a
exposi¢do ao calor ndo alterou as concentragGes plasmaticas deste ion.

No grafico C estdo representados os valores referentes a osmolaridade plasmatica de
animais normoidratados, desidratados e hiperosmoticos. Observa-se que houve diferenga
estatistica significativa na osmolaridade plasmatica dos animais controle e experimental
submetidos as mesmas condig¢Ses de hidratagdo, como também entre os animais experimentais
submetidos as diferentes condi¢cdes de hidratagdo Os valores da osmolaridade plasmatica em
animais controles normoidratados foi de 323.00 + 1.36 mOsm, nos desidratados 325.75 + 2.02
mOsm, e nos hiperosmoéticos 329.25 + 1.14 mOsm. Os valores da osmolaridade plasmatica de
animais experimentais foram: 332.50 + 3.18 mOsm em normoidratados, 334.63 + 1.16 mOsm
em desidratados, e 340.00 + 2.51 mOsm nos hiperosmoticos. A exposi¢éo ao calor induziu
um aumento significativo da osmolaridade plasmatica nos trés grupos estudados quando
comparado aos respectivos controles (p <0,05). Este aumento foi ainda maior no grupo

experimental hiperosmdtico quando comparado ao grupo normoidratado (p <0,05).
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FIGURA 2 - Alteragdes nas concentragdes plasmdticas de sodio e potdssio e da osmolaridade plasmética em ratos normoidratados (n=8),
desidratados (n=8) e hiperosméticos (n=8) submetido s ao calor por 45 min. Os animais controles permaneceram a Ta 23°C e os experimentais no
maximo a 33°C. O gréfico A mostra os valores da concentragdo plasmatica de sédio (mEq/L) [ANOVA: Fator A- condi¢do de hidratagéo F(12) =
16,80; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e experimental) F(1 2 = 37,04; p <0,0001]. O grifico B mostra a Concentragdo
plasmética de potassio (mEq/L) [ANOVA: Fator A F(12)=2,84; p = 0,069; Fator B F12)=2,18; p = 0,147]. O gréfico C mostra os valores da
osmolaridade plasmatica (mOsm) [ANOVA: Fator A F(1 2 = 5,66; p = 0,007; Fator B F(12) = 32,92; p <0,0001].0s dados sdo expressos em
média £ EPM. Tanto no painel A quanto nos painéis B e C as letras a, b e ¢, indicam as diferengas estatisticas demonstradas pelo pds- teste de
Student Newman Keuls (p <0,05), sendo que a letra a, representa comparagéo entre as condigdes de temperatura (controle e experimental) na
mesma condi¢do de hidratagdo, a letra b, representa a diferenga em relag@o aos animais normoidratados sob a mesma condigédo de temperatura da
caixa, e a letra c, representa a diferenga em relag@o aos animais desidratados sob a mesma condigdo de temperatura da caixa.
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4.3 NUCLEOS NEURONAIS IMUNORREATIVOS A C-FOS NA AREA SEPTAL
LATERAL (LSV)

A figura 3 e tabela 3 (anexo) mostram os dados referentes a distribuigdo de nucleos
imunorreativos a c-Fos na area septal em ratos normoidratados, desidratados e hiperosmoéticos,
sendo os controles mantidos a Ta de aproximadamente 23°C e experimentais submetidos ao calor
de aproximadamente 33°C, (45 min). Observa-se que houve diferenca estatistica significativa na
expressdo de c-Fos na LSV de animais controle e experimental submetidos as mesmas condig¢bes
de hidratacdo. Resultado similar foi observado em animais expostos a mesma condigdo de
temperatura, porém em diferentes condigdes de hidratagio. O numero de nucleos celulares
ativados em animais controles normoidratados foi de: 14.25 + 3.73, nos desidratados 143.00 +
1.68 e nos hiperosmoticos 190.25 + 49.35. Os animais experimentais apresentaram maior nimero
de nucleos ativados, sendo de 156.75 + 23.10 nos normoidratados, 320.75 + 23.51 nos
desidratados e 343.75 + 26.68 nos hiperosméticos. Verifica-se que a exposi¢do ao calor induziu
um aumento significativo do numero de nicleos imunorreativos a c-Fos nos animais
experimentais, quando comparados aos seus respectivos grupos controles (p < 0,05). Animais
desidratados e hiperosméticos, quando submetidos ao calor, apresentam maior imunorreatividade
a c-Fos na LSV (p < 0,05), quando comparados aos animais experimentais normoidratados. Na
figura 4, esta representada uma sec¢do coronal de cérebro de rato, onde pode-se observar a
localizagdo exata da LSV. Na figura 5, estdo mostradas as sec¢des coronais representativas da
expressdo de c-Fos ao nivel da &area septal lateral em cérebro de ratos normoidratados,

desidratados e hiperosméticos em condigdo controle e experimental de temperatura.
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FIGURA 3 — Numero de niicleos c-Fos positivos na area septal lateral em animais normoidratados (n=4),
desidratados (n=4) e hiperosmoéticos (n=4) submetidos ao calor ~ 33°C durante 45 min. Os animais
controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados sdo expressos em média + EPM [ANOVA: Fator A-
condigdo de hidratagdo F(;12) = 26,16; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e
experimental) Fg2 = 52,80; p < 0,0001]. As letras a e b indicam as diferencas estatisticas
demonstradas pelo pds- teste Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra a, representa a
comparagdio entre as condigdes de temperatura (controle e experimental) sob a mesma condi¢do de
hidratagdo, e a letra b representa a diferenga em relagdo aos animais normoidratados sob a mesma
condi¢do de temperatura da caixa.
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Bregma 020 mm

Interaural 920 mm

FIGURA 4 - Secgdo coronal onde indica a localizagéo exata da LSV. Segundo Paxinos e Watson,
2.ed. 1998.
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FIGURA 5 - Distribuigdo espacial de niicleos neuronais imunoreativos em secgdes coronais de cérebro
de ratos ao nivel da LSV. A coluna a direita estdo as secgdes representativas de animais normoidratados,

desidratados e hiperosméticos em condigdo controle (= 23°C) e, a esquerda em condi¢des experimentais (=

33°C).
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4.4. NUCLEOS IMUNORREATIVOS A C-FOS NO NUCLEO PREOPTICO MEDIANO
(MnPO)

A figura 6, e tabela 3 (anexos) apresentam os dados referentes a distribuigdo de nicleos
imunorreativos a c-Fos no nicleo predptico mediano em ratos controles (mantidos a Ta de ~
23°C) e experimentais (submetidos ao calor ~ 33°C, por 45 min) normoidratados, desidratados e
hiperosméticos. Observa-se que ndo houve diferenga estatistica significativa na expressdo de c-
Fos em animais controle e experimental submetidos as mesmas condi¢des de hidratagdo, com
excecdo dos ratos normoidratados. Porém, nota-se diferenga estatistica significativa na expressdo
de c-Fos dos animais (normoidratado, desidratado e hiperosmotico) expostos as mesmas
condi¢des de temperatura. Os niimeros de nicleos imunorreativos no MnPO de animais controles
foram: 28.75 + 8.52 no normoidratados, 179.50 + 19.90 nos desidratados e de 206.75 + 68.90 nos
hiperosmoticos. Animais expostos ao calor (experimentais) apresentaram 0s seguintes NUmeros
de neurdnios c-Fos positivos: 70.00 + 9.95 nos normoidratados, 193.00 + 33.90 nos desidratados
e 238.30 = 39.90 nos hiperosméticos. Observa-se que houve diferenga estatistica significativa
entre os anmimais desidratados e hiperosméticos submetidos as mesmas condi¢bes de temperatura
quando comparados com animais normoidratados (p<0,05). A exposigdo ao calor foi capaz de
aumentar a expressdo de c-Fos em animais normoidratados quando comparados ao grupo
controle (p<0,05). Na figura 7 esta representada uma sec¢do coronal de cérebro de rato, onde
pode-se observar a localizagdo exata da MnPO. A figura 8 apresenta as secg¢des coronais
representativas da expressdo de c-Fos ao nivel do MnPO em cérebro de ratos normoidratados,

desidratados e hiperosméticos em condigdo controle e experimental de temperatura.



37

Nucleo Predptico Mediano

4007 — Normoidratado (4)
» 1 Desidratado (4)
o ’ o
:E Hiperosmético (4)
‘»
o 3004
o b
2 . b
: T
o b \
o 200 T T
]
K
o
3
4
° 1
4
-
0._
Controle Experimental

FIGURA 6 - Numero de nicleos c-Fos positivos no nticleo predptico mediano em animais
normoidratados (n=4), desidratados (n=4) e hiperosméticos (n=4) submetidos ao calor ~ 33°C durante 45
min. Os animais controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados sdo expressos em média + EPM [ANOVA:
Fator A- condigdo de hidratagdo F2 = 12,43; p <0,0004; Fator B- temperatura da caixa
experimental F 2 = 0,92; p = 0,35]. As letras a e b indicam as diferengas estatisticas demonstradas
pelo pés- teste Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra a, representa a comparagéo entre as
condi¢des de temperatura da caixa (controle e experimental) na mesma condig¢éo de hidratagio e a letra b
representa a diferen¢a em relag@o aos animais normoidratados.
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Intcraural 270 mm Bregma 0.3 mm

FIGURA 7 - Secg¢do coronal onde indica a localizagdo exata do MnPO. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 8- Distribuicdo espacial de niicleos neuronais imunoreativos em secgdes coronais de cérebro de
ratos ao nivel do MnPO. Na coluna a direita estdo as secgdes representativas de animais normoidratados,

desidratados e hiperosmoéticos em condig¢do controle (= 23°C), a esquerda em condi¢des experimentais (~

33°C).
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45 NUCLEOS IMUNORREATIVOS A C-FOS NO NUCLEO PREOPTICO
VENTROLATERAL (VLPO)

A figura 9 e tabela 3 (anexos) apresentam os dados referentes a ativagdo de nucleos celulares
imunorreativos a c-Fos no nucleo predptico ventrolateral (VLPO) em ratos controles (mantidos a
Ta de ~23°C) e experimentais (submetidos ao calor ~ 33°C, por 45 min) normoidratados,
desidratados e hiperosmoticos. Observa-se que houve diferenga estatistica significativa na
expressdo de c-Fos em ratos expostos 4 mesma temperatura da caixa, porém submetidos as
diferentes condi¢Ses de hidratagdo. O niimero de nicleos imunorreativos no VLPO de animais
controle foi de 9.3 + 1.6 nos normoidratados, 50.5 + 6.0 nos desidratados e 50.5 + 6.3 nos
hiperosmoticos. Animais submetidos ao calor apresentaram valores de niicleos c-Fos positivos de
24.0 £ 3.7 nos normoidratados, 64.3 + 5.2 nos desidratados e 58.8 + 10.1 nos hiperosméticos. A
imunorreatividade a Fos foi geralmente muito discreta nos grupos controles e experimentais
normoidratados. Observa-se que houve diferenga estatistica significativa entre os grupos
desidratados e hiperosméticos submetidos as mesmas condigdes de temperatura (p<0,05) quando
comparados com o grupo normoidratado. Na figura 10 esta representada uma sec¢do coronal de
cérebro de rato, onde pode-se observar a localizagdo exata da VLPO. A figura 11 apresenta as
sec¢es coronais representativas da expressdo de c-Fos ao nivel do VLPO em cérebro de ratos
normoidratados, desidratados e hiperosméticos em condigdo controle e experimental de

temperatura.
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FIGURA 9 —Numero de nucleos c-Fos positivos no nucleo predptico ventrolateral em animais
normoidratados (n=4), desidratados (n=4) e hiperosméticos (n=4) submetidos ao calor ~ 33°C durante 45
min. Os animais controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados s3o expressos em média + EPM [ANOVA:
Fator A- condigdo de hidratagdo F(;2) = 28,33; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e
experimental) F(12) = 6,15; p = 0,023]. A letra b indica as diferencas estatisticas demonstradas pelo
p6s- teste Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra b, representa a diferenga em relagdo aos
animais normoidratados sob a mesma condig¢do de temperatura da caixa.
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VLPO Bregma .30 mm

FIGURA 10 - Secgdo coronal onde indica a localizagdo exata do VLPO. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 11.- Distribuigdo espacial de niicleos neuronais imunoreativos em sec¢des coronais de cérebro
de ratos ao nivel do VLPO. A coluna a direita estdo as secgdes representativas de animais normoidratados,
desidratados e hiperosméticos em condig@o controle (= 23°C) e, & esquerda em condi¢des experimentais (~

33°C).
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4.6 NUCLEOS IMUNORREATIVOS A C-FOS NO ORGAO SUBFORNICAL (SFO)

A figura 12 e tabela 3 (anexos) apresentam os dados referentes a distribuicdo de nucleos
imunorreativos a c-Fos no d6rgdo subfornical em ratos controles (mantidos a Ta de ~ 23°C) ¢
experimentais (submetidos ao calor =~ 33°C, por 45 min) normoidratados, desidratados e
hiperosmoéticos. Observa-se que houve diferenga estatistica significativa na expressdo de c-Fos no
SFO em ratos expostos a mesma temperatura da caixa, porém submetidos as diferentes condi¢Ges
de hidratagdo. O nimero de niicleos celulares ativados no 6rgdo subfornical de animais controles
foi: 0.00 + 0.00 nos normoidratados, 171.5 + 20.4 nos desidratados e 108.3 * 17.6 nos
hiperosmoéticos. Em animais experimentais os valores foram: 0.00 + 0.00 nos normoidratados,
162.00 * 18.5 nos desidratados e de 123.8 + 22.4 nos hiperosmoticos. Nota-se que a exposi¢do ao
calor ndo induziu um aumento no nimero de nucleos celulares imunorreativos a c¢-Fos nos grupos
de amimais desidratados e hiperosméticos, e também ndo induziu aumento do nimero de
neur6nios positivos a c-Fos em animais normoidratados. Entretanto, observa-se diferenga
estatistica significativa entre os grupos desidratados e hiperosméticos quando comparados ao
grupo normoidratado (p < 0,05). Na figura 13 esta representada uma sec¢3o coronal de cérebro de
rato, onde pode-se observar a localizagdo exata da SFO. A figura 14 mostra as sec¢des coronais
representativas da expressdo de c-Fos ao nivel do SFO em cérebro de ratos normoidratados,

desidratados e hiperosmoéticos em condigéio controle e experimental de temperatura.
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FIGURA 12 — Numero de nucleos c-Fos positivos no 6rgdo subfornical em animais normoidratados
(n=4), desidratados (n=4) e hiperosméticos (n=4) submetidos ao calor ~ 33°C durante 45 min. Os animais
controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados sdo expressos em média + EPM [ANOVA: Fator A-
condi¢do de hidratagdo F(12) = 55,88; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e
experimental) F(12) = 0,023; p = 0,88]. A letra b indica as diferengas estatisticas demonstradas pelo
pds- teste Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra b, representa a diferenga em relagdo aos
animais normoidratados sob a mesma condi¢@o de temperatura da caixa.
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FIGURA 13 - Secgdo coronal onde indica a localizagdo exata do SFO. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 14.- Distribuigéo espacial de nucleos neuronais imunoreativos em sec¢des coronais de cérebro
de ratos ao nivel do SFO. A coluna a direita estdo as secgdes representativas de animais normoidratados,

desidratados e hiperosméticos em condigdo controle (=~ 23°C) e, a esquerda em condi¢des experimentais
(= 33°C).
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4.7 NUCLEOS IMUNORREATIVOS A C-FOS NO ORGAO VASCULOSO DA LAMINA
TERMINAL (OVLT)

Os dados referentes a distribuigdo de nucleos imunorreativos a c-Fos no érgéo vasculoso
da lamina terminal em ratos controles (mantidos a Ta =~ 23°C) e experimentais (submetidos ao
calor ~ 33°C, por 45 min) normoidratados, desidratados e hiperosméticos estdo mostrados na Fig.
15, e tabela 3 (anexos) Observa-se que ndo houve diferenga estatistica significativa na expresséo
de c-Fos, entre os animais controle e experimental, submetidos as mesmas condi¢Ses de
hidratagdo. Entretanto, observa-se diferenga estatistica significativa na expressdo de c-Fos entre
os animais (normoidratado, desidratado e hiperosmdtico) expostos as mesmas condi¢Ses de
temperatura da caixa. O nimero de nucleos celulares ativados no drgdo vasculoso da lamina
terminal nos animais controles foi de: 35.25 + 7.53 nos normoidratados, 141.50 = 6.29 nos
desidratados, e 164.75 + 29.69 nos hiperosméticos. Animais experimentais normoidratados,
desidratados e hiperosmoticos apresentaram respectivamente 55.50 + 3.12; 161.50 + 18.37; ¢
192.25 + 21.01. Nota-se que o numero de neurdnios imunorreativos a c-Fos no OVLT nio
aumentou em animais submetidos ao calor. Entretanto, animais controles e experimentais
desidratados e hiperosmoticos diferem dos grupo controle e experimental normoidratado,
mostrando diferenga estatistica significativa (p<0,05). Na figura 16 esta representada uma secg¢do
coronal de cérebro de rato, onde pode-se observar a localizagdo exata da OVLT. Na figura 17
estdo apresentadas as secg¢des coronais representativas ao nivel do OVLT nos grupos estudados,
onde podemos observar uma area bem definida em forma de um “V’ invertido contendo muitos
nucleos celulares exibindo imunorreatividade a Fos, especialmente nas bordas laterais observada
em animais experimentais desidratados e hiperosmoticos. Animais controles desidratados e

hiperosmaticos exibem imunorreatividade a Fos na regido dorsal formando um “cap”.
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FIGURA 15 — Numero de nucleos c-Fos positivos no 6rgdo vasculoso da ldmina terminal em animais
normoidratados (n=4), desidratados (n=4) e hiperosmoéticos (n=4) submetidos ao calor ~ 33°C durante 45
min. Os animais controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados sdo expressos em média + EPM [ANOVA:
Fator A- condi¢@o de hidratagdo F(2) = 33,63; p < 0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e
experimental) F(12) = 2,59; p = 0,124]. A letra b indica as diferengas estatisticas demonstradas pelo pos-
teste Studant Newman Keuls (p <0,05) sendo que a Jetra b, representa a diferenga em relagdo aos animais
normoidratados sob a mesma condi¢éo de temperatura da caixa.
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FIGURA 16 - Secg¢do coronal onde indica a localizagdo exata do OVLT. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 17 — Distribuigdo espacial de nicleos neuronais imunoreativos para c-Fos em secgdes coronais
de cérebro de ratos ao nivel do OVLT. A coluna a direita estdo as sec¢des representativas de animais
normoidratados, desidratados e hiperosméticos em condig@o controle (= 23°C) e, 4 esquerda em condigdes
experimentais (= 33°C).
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4.8 NUCLEOS IMUNORREATIVO A C-FOS NO NUCLEO PARAVENTRICULAR

Os dados referentes & distribuigio de nicleos imunorreativos & c-Fos no niicleo
paraventricular em ratos controles (mantidos a Ta de ~ 23°C) e experimentais (submetidos ao
calor ~ 33°C, por 45 min) normoidratados, desidratados e hiperosméticos estdo apresentados na
Fig. 18 e tabela 3 (anexos). Observa-se que ndo houve diferenga estatistica significativa na
expressdo de c-Fos, entre os animais controle e experimental submetidos s mesmas condi¢Ges de
hidratagdo. Entretanto, observa-se diferenca estatistica significativa na expressido de c-Fos, entre
os animais (normoidratado, desidratado e hiperosmotico) expostos as mesmas condigdes de
temperatura. Os numeros de nucleos imunorreativos no PVN de animais controles foram: 12.0 +
1.7 nos normoidratados, 165.0 + 11.1 nos desidratados e de 495.0 £ 75.2 nos hiperosméticos. Os
animais experimentais apresentaram numeros de nicleos imunorreativos nos valores de: 86.0 +
10.8 nos normoidratados, 192.5 + 27.5 nos desidratados e 437.5 + 62.2 nos hiperosmoticos.
Verifica-se que ha diferenga estatistica significativa entre os animais desidratados e
hiperosmoéticos submetidos as mesmas condi¢des de temperatura, quando comparado ao animais
normoidratados (p < 0,05). Observa-se, também, diferenga estatistica entre o grupo desidratado,
quando comparado ao grupo hiperosmoético submetidos as mesmas condigdes de temperatura (p <
0,05). A exposicdo ao calor foi capaz de aumentar a expressio de c-Fos em animais
normoidratados (p<0,05) quando comparados ao grupo controle. Na figura 19 esta representada
uma sec¢do coronal de cérebro de rato, onde pode-se observar a localizagdo exata da PVN. A

figura 20 apresenta as secgdes coronais representativas ao nivel do PVN nos grupos estudados.
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FIGURA 18 — Numero de nticleos c-Fos positivos no niicleo paraventricular em animais normoidratados
(n=4), desidratados (n=4) e hiperosméticos (n=4) submetidos ao calor ~ 33°C durante 45 min. Os animais
controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados sdo expressos em média + EPM [ANOVA: Fator A-
condigéo de hidratagdo F(12) = 51,9; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e experimental)
Fa.2) = 0,18; p = 0,67]. As letras a, b e ¢ indicam as diferengas estatisticas demonstradas pelo pds- teste
Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra b, representa a diferenga em relagdo aos animais
normoidratados sob a mesma condi¢do de temperatura da caixa, e a letra c representa a diferenga em
relagdo aos animais desidratados sob a mesma condi¢éo de temperatura da caixa.
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FIGURA 19 - Secgdo coronal onde indica a localizagdo exata do PVN. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 20 — Distribui¢do espacial de nicleos neuronais imunoreativos para c-Fos em secgdes coronais
de cérebro de ratos ao nivel do PVN. A coluna a direita estdo as secgdes representativas de animais
normoidratados, desidratados e hiperosméticos em condig@o controle (= 23°C) e, a esquerda em condigdes

experimentais (= 33°C).
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4.9 Nucleos imunorreativos a c-Fos no Nucleo Supraéptico

A figura 21, e tabela 3 (anexos) apresentam os dados referentes a ativagdo de nicleos
celulares imunorreativos a c-Fos no nicleo supradptico (SON) de ratos controles (mantidos a Ta
de ~ 23°C) e experimentais (submetidos ao calor ~ 33°C, por 45 min) normoidratados,
desidratados e hiperosmoticos. Observa-se que houve diferenga estatistica significativa na
expressdo de c-Fos, entre os animais (normoidratado, desidratado e hiperosmético) expostos as
mesmas condicdes de temperatura da caixa (controle e experimental) e entre os animais
desidratados controle e experimental. Os valores referentes a0 nimero de nucleos celulares
imunorreativos a c-Fos em animais controles foram de: 1.75 + 0.75 nos normoidratados, 182.5 +
16.7 nos desidratados e 272.5 + 26.9 nos hiperosméticos. Animais experimentais apresentaram os
seguintes valores: 11.5 + 0.95 nos normoidratados, 307.25 + 21.12 nos desidratados e 314.25 +
19.14 nos hiperosmoticos. Observa-se diferenga estatistica significativa entre os animais
desidratados e hiperosmdticos submetidos as mesmas condigSes de temperatura quando
comparados ao grupo normoidratado (p < 0,05). Verifica-se, também, diferenga estatistica
(p<0.05) entre os grupos desidratados submetidos a diferentes condi¢des de temperatura. Os
animais hiperosméticos apresentaram maior imunorreatividade a c-Fos no SON, quando
comparado aos animais desidratados (p < 0,05). Na figura 22 estd representada uma secgdo
coronal de cérebro de rato, onde pode-se observar a localizagdo exata da SON. Na figura 23,

observa-se as sec¢des coronais representativas ao nivel do SON nos grupos estudados.
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FIGURA 21 —Numero de nucleos c-Fos positivos no nticleo supradptico em animais normoidratados
(n=4), desidratados (n=4) e hiperosméticos (n=4) submetidos ao calor ~ 33°C durante 45 min. Os animais
controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados sdo expressos em média + EPM [ANOVA: Fator A-
condigdo de hidratagdo F(12) = 155,34; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e
experimental) F12) = 17,07; p = 0,0006. As letras a, b e ¢ indicam as diferengas estatisticas
demonstradas pelo pds- teste Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra a, representa a
comparagdo entre as condigdes de temperatura (controle e experimental) na mesma condi¢gdo de
hidratagéo, a letra b, indica a diferenga em relagdo aos animais normoidratados sob a mesma condigdo de
temperatura e a letra c, representa a diferenca em relagdo aos animais desidratados sob a mesma condig¢do
de temperatura da caixa.
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FIGURA 22 - Secgdo coronal onde indica a localizagdo exata do SON. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 23 — Distribui¢do espacial de nicleos neuronais imunoreativos em secgdes coronais de cérebro
de ratos ao nivel do SON. A coluna a direita estdo as secgdes representativas de animais normoidratados,
desidratados e hiperosméticos em condigdo controle (= 23°C) e, & esquerda em condigdes experimentais

(= 33°C).
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5 DISCUSSAO

Diferentes grupos de pesquisa tém se dedicado a investigagdo dos mecanismos
cerebrais de controle cardiovascular, do balango hidrossalino e da termorregulagdo.
Entretanto, ndo é totalmente claro quais sdo as areas do SNC e os neurotransmissores que
participam deste controle, bem como ndo € claro como estas estruturas sdo integradas ao nivel
central. Com o desenvolvimento de novas técnicas de estudo, como a identificagdo do
marcador de atividade neuronal, o gene c-fos, foi possivel determinar quais neuronios sdo
ativados no cérebro em resposta a estimulos especificos. Como o produto do gene c-fos, a
proteina c-Fos, pode ser facilmente detectada por anticorpo especifico, decidiu-se, neste
estudo, utilizar o método imunohistoquimico para detec¢do da proteina c-Fos em cérebro de
ratos, com o intuito de estabelecer quais sdo as areas ativadas pela exposi¢do ao calor e a
mudangas da hidratagdo e, ainda, se ha sobreposicdo de ativagdo das areas cerebrais nestas
condigGes de estimulagéo.

Os resultados do presente estudo demonstram que, a elevagdo aguda da temperatura
ambiente de 23°C para 33°C aproximadamente leva a aumento da Tc de ratos em diferentes
condi¢bes de hidratagdo (normoidratados, desidratados e hiperosmoticos). Apds 45 min de
exposi¢do ao calor, os animais apresentaram perda de peso corporal em torno de 10 gramas
em associagdo com o aumento das concentragdes plasmaticas de Na“, K', bem como da
osmolaridade plasmética, o que indica perda de agua por evaporagdo. Além disso,
demonstrou-se que a exposi¢do aguda ao calor aumenta a expressio de c-Fos em estruturas
hipotaldmicas e extrahipotaldmicas e que o estado de hidratagdo prévio a exposi¢do ao calor
modifica a expressdo de c-Fos nas diferentes éareas cerebrais. Como as 4reas ativadas
reconhecidamente participam dos mecanismos de controle da osmolaridade dos liquidos
corporais € do sistema cardiovascular, o aumento da expressdo de c-Fos na exposi¢io ao calor

sugere que estas areas desempenham importante papel nos mecanismos de termorregulagio.
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Em ratos, um dos mecanismos de termorregulagdo por perda evaporativa de agua € o
resfriamento corporal, onde o animal espalha saliva pelo corpo. Assim a regulagdo da
temperatura corporal durante a exposicdo ao calor é altamente dependente do nivel de
hidratagdo. De fato, ratos expostos ao calor aumentam a produgdo de saliva e a freqiiéncia
com que os animais espalham a saliva pelo corpo, especialmente na regido abdominal
(HAINSWORTH, 1967; 1968; STRICKER et al., 1970). A redugdo do nivel de hidratagio
diminui a capacidade de resfriamento evaporativo e altera a atividade de outros sistemas
termorregulatorios efetores (MORIMOTO, 1990). Este efeito pode ser regulado em parte por
neurdnios hipotalamicos, que séo responsivos a ambas as mudangas, de temperatura e do nivel
de hidratagdo (HORI et al., 1988; TRAVIS et al, 1993). Em nosso estudo, animais
desidratados apresentaram menor capacidade para regular a temperatura corporal, quando
expostos ao estresse térmico, apresentando aumento brusco da temperatura coldnica. Isto pode
ser devido a reducdo do nivel de hidratagdo ocasionado pela privagdo hidrica prévia a
exposi¢cdo ao calor, o que leva a deficiéncia da perda evaporativa de calor, ocasionando
aumento da temperatura colonica, podendo até levar ao choque térmico que foi observado em
alguns destes animais.

No presente estudo, a perda de peso corporal em animais normoidratados expostos ao
calor foi de aproximadamente 10 gramas. Os animais que foram submetidos a privagdo
hidrica de 14 horas perderam peso neste periodo (~ 10 gramas) e, apos exposi¢do ao calor,
houve perda adicional de mais 10 gramas. Os animais hiperosmoticos perderam 10 gramas de
peso corporal antes do experimento devido a privagdo alimentar prévia ao experimento e
quando submetidos ao calor perderam aproximadamente mais 5 gramas de peso corporal.
Dados da literatura mostram que a desidratagdo térmica estd associada com diminui¢do da
agua total do corpo, do volume do liquido extracelular e do volume plasmatico. Quando o

nivel de desidratagdo térmica é pequeno o volume plasmatico é mantido relativamente
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constante, entretanto, quando ha alto nivel de desidratagio térmica ocorre diminui¢do
importante da volemia (DURKOT et al., 1986; HOROWITZ et al., 1979; NOSE et al., 1983;
NOSE et al., 1985).

Além das alteragdes no volume dos liquidos corporais, a desidratagdo térmica altera a
osmolaridade plasmatica e a concentragdo de sodio plasmatico (HAINSWORTH et al., 1968;
NOSE et al., 1983; NOSE et al., 1986; NOSE et al., 1985; STRICKER et al., 1970). Os
aumentos da osmolaridade plasmatica e da natremia no presente estudo sio indicativos de
uma reducdo da agua do compartimento intracelular. Resultados semelhantes foram
observados por outros autores que sugerem que esta redugdo de agua no compartimento
intracelular seja a responsavel pela sede desencadeada em animais submetidos ao calor
(ANDERSSON, 1978; FITZSIMONS, 1971; RAMSAY et al., 1977; ROLLS et al., 1982).

No presente estudo, animais hiperosmoticos, mesmo em condi¢des controle de
temperatura, apresentaram diminui¢do da concentragdo de potassio plasmatico. Efeito similar
na concentragdo de potassio plasmatico foi observado por Nose e colaboradores (NOSE et al.,
1985; 1986). Por outro lado, alguns estudos mostram que a desidratagdo por privagdo hidrica
em ratos reduz (BENNETT et al., 1987; MCKINLEY et al., 1983) ou nio altera (BARNEY et
al.,, 1983) a concentragdo plasmatica de potassio. Estes autores sugerem que na privagdo
hidrica, a diminui¢do do potassio plasmatico pode ser devida a redugdo da agua total corporal
e ao aumento da concentragdo de sodio plasmadtico que elevam os niveis plasmaticos de
vasopressina € esta, por sua vez, aumenta a captagdo celular de potassio reduzindo os niveis
plasmaticos deste ion. Em nosso estudo, é possivel que 0 mesmo mecanismo possa ter sido
desencadeado resultando em diminui¢do da concentragdo plasmatica de potdssio em animais
hiperosméticos.

No presente trabalho, a desidratagdo ocasionada pela privagdo hidrica de 14 horas

durante a noite foi capaz de aumentar significativamente a imunorreatividade a Fos em
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nicleos neuronais do OVLT, SFO, que sdo envolvidos na osmorrecepgdo, no PVN e SON,
onde os neurdnios sintetizam vasopressina € no MnPO e LSV que parecem ser estruturas
importantes na integracdo das respostas de controle hidrossalino, cardiovascular e
termorregulador. Nossos dados estdo de acordo com investigagcdes prévias, onde ratos
privados de agua por 24 ou 48 horas apresentam aumento da expressdo de c-Fos nas mesmas
estruturas (McKINLEY et al., 1994). Dados semelhantes também foram observados apds 3
dias e de 1-5 dias de privagdo hidrica (MIYATA et al., 1994; SLADER et al., 1994).

Os dados do presente estudo mostram que a administragdo de salina hipertonica 9%
via orogastrica também induziu ativagdo de c-Fos no PVN, SON, LSV MnPO e nos 6rgaos
circumventriculares SFO e OVLT. Respostas semelhantes foram observadas em ratos
mantidos por 10 dias com oferta liquida exclusiva de salina 2 M (MIYATA et al., 1994).
Ap6s 0 mesmo tipo de tratamento cronico de 7 dias, com ingestdo de sal, a imunorreatividade
a c-Fos foi observada, ndo somente no PVN, mas também em estruturas da ldmina terminal,
OVLT, MnPO e no SFO (KOVACS et al., 1993).

Os orgdos circunventriculares cerebrais contém capilares fenestrados e possuem a
barreira hematoencefalica deficiente, fazendo destas estruturas candidatas ideais para o local
osmorreceptivo central. No presente estudo, duas dessas estruturas circumventriculares, o
OVLT e SFO expressaram c-Fos em ratos que receberam salina hipertonica (9%) via
orogastrica. Dados semelhantes foram obtidos em estudos que examinaram a expressdo de c-
Fos em ratos adultos depois de mudangas osméticas (KOVACS et al., 1993; LARSEN et al,
1995;0LDFIELD et al., 1991; OLSON et al., 1993).

As evidéncias mostram que células do OVLT sdo osmossensitivas e que projegdes
eferentes desta estrutura medeiam certas respostas osmorregulatorias. Além disso, o SFO é
muito conhecido por mediar os efeitos estimulatorios da angiotensina II na ingestdo hidrica e

secre¢do neurohipofisaria em ratos (FERGUNSON et al., 1988; MANGIAPANE et al., 1984;
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OLDFIELD et al, 1991). Nossos achados sdo consistentes com outros trabalhos que mostram
que o SFO ¢ importante componente osmoresponsivo. O SFO envia projecdes para a regido
AV3V e apresenta conexdes reciprocas com o0 MnPO, OVLT, PVN e SON (MISELIS, 1981).
Células do SFO aumentam sua freqii€ncia de disparo durante a hipernatremia, (GUTMAN et
al., 1988) e estudos com lesdo desta estrutura tém sugerido que células desta estrutura podem
ter um papel facilitador na ingestdo de agua induzida pela salina hipertonica (HOSUTT et al.,
1981) e na secrecdo de AVP (MANGIAPANE et al, 1984) em ratos adultos. Nossos
resultados evidenciam que 4reas especificas do prosencéfalo sdo ativadas pela
hiperosmolaridade plasmatica induzida pela administragdo orogastrica de solugdo salina
hipertonica (1,5 M) em ratos, o que também foi relatado em estudos que utilizaram
administrag@o subcutinea de salina hipertonica (2,0 M) (RINAMAN et al., 1997). Dados da
literatura mostram que tanto a desidratagdo quanto a administragdo de salina hipertonica
induzem expressdo de c-Fos no PVN e SON (McKINLEY et al., 1990; SHARP et al., 1991).
Com relagdo as vias neurotransmissoras responsaveis pela osmorregulagdo e pela
termorregulagdo, alguns estudos mostraram que inje¢do intracerebroventricular de carbacol,
um agonista colinérgico, induz imunorreatividade a c-Fos no SON, PVN e MnPO
(ROWLAND et al., 1994). A estimulagdo colinérgica do SON, pela microaplicagdo de
neostigmina, aumentou a expressdo de c-Fos neste nicleo e ocasionou aumento da Tc. Por
outro lado, a estimulag@o colinérgica no PVN diminuiu a Tc e aumentou a ingestido de agua.
De acordo com evidéncias neuroquimicas, 0 MnPO tem conecg¢des reciprocas com a area
preoptica e hipotdlamo anterior, sendo que o MnPO envia projegdes para o PVN e SON.
Desta forma, a estimulagido de receptores colinérgicos muscarinicos e ativagdo colinérgica no
PVN e SON pode ter fungdo oposta na regulagdo da temperatura corporal € o circuito que
inclui a area predptica, hipotalamo anterior, MnPO, PVN e SON pode ser essencial nos

mecanismos de termorregula¢do, como também na osmorregulagdo (TAKAHASHI, 2001).
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Estudos mostram que estimulos como a hiperosmolaridade, causada pela desidratagéo
e ingestdo crOnica de sal, aumentam a expressdio do gene nNOS no PVN e SON
(KADOWAKI, et al, 1994; UETA et al, 1995; VILLAR et al., 1994). Outros estudos
demonstraram que NO hipotaldmico inibe (CHIODERA et al., 1994, KADOWAKI et al.,
1994; YASIN et al., 1993) ou estimula a liberagio de AVP (OTA et al, 1993). Ueta e
colaboradores mostram que a produgdo de NO e o aumento da expressdo do gene n-NOS no
PVN e SON de ratos hipovolémicos pode ter papel fisiologico na regulagdo da liberagdo de
AVP ativada pela hipovolemia (UETA, 1995).

Em nosso estudo, animais desidratados e hiperosmoéticos apresentaram forte
imunorreatividade a c—Fos no PVN e SON, assim como redugdo de peso corporal, o que
indica perda de agua corporal e, conseqiiente, hipovolemia. Assim, podemos sugerir que vias
oxidonitrérgicas podem estar atuando na regulagéo da liberagdo de AVP nestes nucleos.

A All pode agir como neurotransmissor no circuito neuronal mediando a regulagdo
cardiovascular e homeostase do liquido corporal (PHILLIPS, 1987; UNGER et al., 1988).
Estudos sugerem que vias angiotensinérgicas centrais, que estimulam a liberagdo de
vasopressina na periferia, sio ativadas durante o estresse térmico e pode ter papel na
modulagdo cardiovascular, através da vasoconstricgdo mediada por receptores V; e V,, para
ajustes na hipertermia. Alguns estudos também demonstram que ¢é possivel que
termorreceptores enviem sinais para o SNC, podendo participar na modulagdo das agdes
centrais da All e, consequentemente, das respostas neuroenddcrinas e de ativagdo do sistema
nervoso simpatico (KREGEL et al., 1994).

O estresse térmico agudo pode produzir diminuigdo da dgua dos compartimentos de
liquido intracelular e extracelular, resultando em aumento da osmolaridade plasmatica e
diminui¢do do volume plasmatico (SAWKA et al., 1985). Tanto a hiperosmolaridade, quanto

a hipovolemia, estimulam a secre¢do de vasopressina da hipdfise posterior, que na circulagio
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periférica altera a atividade de receptores de volume cardiopulmonares e osmorreceptores
(DUNN et al., 1973; WADE et al., 1986). Evidéncias sugerem que AVP circulante pode levar
a vasoconstric¢do, resultando em aumento da resisténcia periférica total e da pressdo arterial.
A AVP também reduz a perda de agua pela urina e este mecanismo pode ser crucial para a
manuten¢do da homeostase hidrossalina durante o estresse térmico (UNGER et al., 1981).
Parametros como: redugdo da excre¢do urindria, aumento da freqiiéncia respiratoria,
da salivagdo e da movimentagdo, ndo foram mensurados em nosso estudo, entretanto, estes
parametros puderam ser facilmente observados no periodo experimental. Nossas observagdes
levaram aos seguintes resultados: ratos submetidos ao calor apresentam reducgdo da excregdo
urinaria, aumento da freqiiéncia respiratoria, da salivagdo e da movimentagdo. Desta forma,
estes dados em conjunto com dados da express@o de c-Fos em animais submetidos ao estresse
térmico em diferentes condigdes de hidratag@io, sugerem que vdrias vias neurotransmissoras
possam estar atuando em conjunto para a regulagdo da homeostasia térmica e osmdtica.
Nossos dados mostram que, animais submetidos ao calor apresentam hiperosmolaridade
plasmatica, perda do volume plasmatico e aumento da expressio de c-Fos nos niicleos PVN e
SON. Assim, podemos sugerir que vias vasopressinérgicas tém papel preponderante nesta
regulagdo, além das vias angiotensinérgicas que podem estar estimulando a liberagdo de AVP.
Estresse, como a contengdo, ¢ conhecido por estimular a expressio de c-Fos no
hipotalamo, especialmente na area predptica mediana € no SON e elevar a Tc (SENBA,
1997). A POA geralmente envia sinais excitatorios para os neurdnios do SON, embora o
exato tipo de neurdnio precisa ser esclarecido em estudos futuros. A POA é conhecida por ser
importante nio somente para mediar a perda de calor, mas também para controlar a produgio
sensitivos ao calor, provavelmente regulam a termogénese por tremor € por ndo -tremor

(CHEN et al., 1998; ZHANG et al., 1995), mas suas conexdes ndo sdo ainda claras.
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Similarmente, a supressdo da expressdo de c-Fos induzida por exposi¢do ao frio no PVNm
devido ao aquecimento da POA sugere que neurdnios recebem estimulos excitatorios dos
em ratos expostos ao frio corresponde bem com o envolvimento desta area na liberagdo de
vasopressina em cdes e cobaias durante a exposi¢do ao frio (SADOWSKI et al., 1977,
ZEISBERGER et al., 1988).

Estes dados, em conjunto com os nossos dados, mostram que o PVN, SON, OVLT e
SFO tém papel fundamental na osmorregulagdo e que o LSV e MnPO além de participar na
osmorregulagdo, também parecem ser importantes no controle da temperatura corporal.

Como entre os mecanismos de termorregulagdo, esta a perda de dgua por evaporagio,
¢ importante que haja integragdo no SNC de areas que controlam a osmorregulagdo, o sistema
cardiovascular e a temperatura corporal. A ativagdo da LSV e area predptica, em todas as
situagdes de hidratag@o e de temperatura aqui estudadas, sugere que estas areas podem ser as

responsaveis pela integragdo das fungdes osmorregulatorias e termorregulatorias centrais.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo constitui o primeiro a mostrar o efeito da exposigdo aguda ao calor
através de luz infravermelha (+ 33) durante 45 min, na temperatura corporal, ativagdo
neuronal e sua influéncia sobre as concentragdes plasmaticas de sddio, potassio e da
osmolaridade. Neste estudo, podemos fazer as seguintes conclusdes:

A hipertermia induzida pela exposi¢do aguda ao calor em ratos normoidratados leva a
ativacdo de areas hipotaldmicas, tais como a LSV, MnPO e PVN, que podem estar envolvidas
na termorregulag@o. Entretanto, o OVLT, SFO e SON parecem estar mais envolvidos com a
osmorregulacio.

O aumento da expressdo de c-Fos no MnPO e LSV, em resposta ao estresse térmico €
a hiperosmolaridade demonstra parecer haver sobreposi¢do funcional de dreas que controlam
o equilibrio hidrossalino e a temperatura corporal. Desta forma, sugerindo que estas areas
sejam responsaveis pela integragdo das fungdes termo e osmorregulatorias.

Nossos dados revelam pela primeira vez, que a area septal lateral (LSV) parece estar
envolvida na sobreposi¢do do controle da homeostasia hidrossalina e da termorregulago.
Papel que antes era direcionado somente a area predptica.

A hipertermia induzida pela exposi¢do aguda ao calor leva & alteragdes da
concentragdo de sodio plasmético e da osmolaridade plasmatica que foram agravadas pela

condi¢do prévia a esta exposicao.
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ANEXOS



Tabela 1 - Temperatura das caixas experimentais e temperatura corporal de ratos
normoidratados, desidratados e hiperosmoticos submetidos ao calor ~ 33°C durante 45
minutos ou mantidos em condigdes controle de temperatura (= 23°C).

Estado de [ Tempertura Corporal Temperatura Ambiente

Hidratagio J controlc ( experimental controle experimental
Normoidratado (8) 37.8+0.3 41.5+04a4, 24.1+0.2 325£02a
Desidratado (8) 37.8+0.1 432+02a.b 26.0 0.7 325+02a
Hipcrosmotico (8) 37.6 0.2 41.8+02a ¢ 24 1£0.1 320+£02a

O nimero de animais utilizados cm cada experimento esta entre parénteses. Analisc estatistica: ANOVA para
medidas repctidas “Two Way™ scguido de pos-teste de Student-Newman-Keuls.

As diferengas estatisticas (p<0.05) demonstradas pclo pos-teste Student-Newman-Keuls onde (a) representa a
comparacdo cntre as condigdes dc temperatura da caixa (controle ¢ experimental) na mesma condicio de
hidratagio (b) representa a diferenga em rclagio aos animais normoidratados sob a mesma condi¢do de
temperatura ¢ (¢) indica diferenga cm relacdo aos animais desidratados sob a mesma condicdo de temperatura.



Tabela 2 — AlteragSes nas concentragdes plasmaticas de sodio e potassio e da osmolaridade
plasmatica em ratos normoidratados, desidratados e hiperosmdticos submetidos ao calor »
33°C durante 45 minutos ou mantidos em condigdes controle de temperatura (= 23°C).

Conc. Normoidratado (8) ‘ Desidratado (8) r Hiperosmatico (8)
Controle { Experimental ( Controle Experimental Controle Experimental
Na' 134.63 +0.73 14250+ 1.05a | 140751826 | 14525+0.53 ‘ 14275+ 0.77 b 145.88 + 0.81
K’ 5.94£0.16 525+0.13 ( 596+0.17 ( 540+ 028 ‘ 4960155, ¢ 5414035
|
Osm 323.00+ 1.30 33250+ 3.19a

3250754202 33463 £ 1.16a K 32925+ 1.41 340.00+251a, b

O numero de animais utilizados cm cada cxperimento csta entre parénteses. Analise estatistica: ANOVA para
medidas repetidas “Two Way™ scguido de pos-testc de Student-Newman-Keuls.

As difcrengas estatisticas (p<0,03) demonstradas pelo pds-teste Student-Newman-Keuls onde (a) representa a
comparacio cntre as condi¢cdes de temperatura da caixa (controle ¢ experimental) na mesma condigdo de
hidratagiio (b) rcpresenta a diferenca em relagdo aos animais normoidratados sob a mesma condi¢fo de
tempcratura ¢ (¢) indica diferenga em relagdo aos animais desidratados sob a mesma condigio de temperatura.




Tabela 3 — Numero de nucleos c- Fos positivos em areas do SNC de ratos normoidratados,
desidratados e hiperosmoticos submetidos ao calor ~ 33°C durante 45 minutos ou mantidos em
condi¢des controle de temperatura (= 23°C).

Areas SNC Normoidratado Desidratado Hiperosmotico

Controle Experimental Controle Experimental Controlc Experimental

) ) ) ) ) )

LSV 14.25+3.73 { 156.75+23.10 ¢ 143.00 £ 1.68h | 320.75£2351ab | 1903+4944h |34375+£26.68ab
MnPO 28.754+8.52 70.00 £995a 1795+ 1995 193.0+33.95b 200.8 £068.95 238343995
VLPO 93%1.6 24 +37 50.5+6.0b 643+525 t 50.5+636 58.8+10.15
SFO 0.0£0.0 0.0+0.0 1715 £204 b ( 162 +18.5b r 1083 £17.6 b 1238 £22.4b
OVLT 353+75 555+3.1 141.5+£635 ( 161.5+ 1846 ( 1648 +£29.7 b 192.3£21.04
PVN 120 £ 1Y 86.0+ 1084 16501115 ( 192522755 ( 49502 752b, ¢ | 437.51622b, ¢
SON 1,75 £ 0.75 11.50+£0.96 182541695 3073120 1a b [2725+269b ¢ 31431915

O niimero de animais utilizados em cada experimento esta entre parénteses. Analise estatistica: ANOVA para
medidas repetidas “Two Way™ seguido de pos-teste de Student-Newman-Keuls.
As diferengas estatisticas (p<0,05) demonstradas pelo pés-teste Student-Newman-Keuls onde (@) representa a
comparagio entre as condigdes de temperatura da caixa (controle ¢ experimental) na mesma condi¢do de
hidratagdo (6) rcpresenta a diferenga em relagdo aos animais normoidratados sob a mesma condicio de
temperatura ¢ (¢) indica diferenga em relagio aos animais desidratados sob a mesma condigfio de temperatura.




Tabela 4 — Mudangas no peso corporal de ratos normoidratados, desidratados e
hiperosmoticos antes e apds exposigao ao calor ~ 33°C durante 45 minutos.

Peso (gramas) | Normoidratado (8) Desidratado (8) L Hiperosmotico (8)

Peso inicial 3016115 2804 +5.74 [ 264.9 +4.93

Peso final 2890+ 108 273.1+495 ) 260.0 £ 5.35

O numecro dc animais utilizados cm cada experimento esta cntre parénieses.
Analise estatistica: ANOVA “Onc Way™ demostra ndo haver diferenga cstatistica entre os grupos estudados.
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