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Para as abreviaturas das áreas cerebrais, foram utilizadas as 
denominações adotadas no Atlas estereotáxico de Paxinos e Watson

LISTA DE ABREVIATURAS

(1998).
All Angiotensina II

AM Amígdala

AP Area postrema

AV3V Area anteroventral do 3° ventrículo

AVP Vasopressina

CeA Núcleo central da amígdala

c-fos Proto-oncogene envolvido na regulação da transcrição gênica

c-Fos Produto do gene c-fos

CRF Fator liberador de corticotrofinas

iv. Via intavenosa

LC Locus coeruleus

LHA Área hipotalâmica lateral

LSV Núcleo septal lateral, parte ventral

MnPO Núcleo preóptico mediano

MPA Área preóptica medial

NOS Oxido nítrico sintase

NTS Núcleo do trato solitário

OVLT Órgão vasculoso da lâmina terminal

PB Tampão fosfato

PBN Núcleo parabraquial

PVN Núcleo paraventricular

Sch Núcleo supraquiasmático

5-HT Serotonina; 5- hidroxitriptamina

SFO Órgão subfornical

SNC Sistema nervoso central

SON Núcleo supraóptico

VLM Bulbo ventrolateral

VLPO Área preóptica ventrolateral

VMPO Área preóptica ventromedial

VSA Área preóptica ventral



EFEITO DO ESTRESSE TÉRMICO AGUDO NA EXPRESSÃO DE C-FOS EM CÉREBRO 

DE RATOS REJA NE CONCEIÇÃO SANTANA. Diferentes grupos de pesquisa têm se 

dedicado à investigação dos mecanismos cerebrais de controle cardiovascular, do balanço 

hidrossalino e da termorregulação. Entretanto, informações detalhadas sobre aspectos 

anatômicos, funcionais e neuroquímicos da rede neuronal responsável pela termorregulação 

são escassas. Objetivos desse trabalho foram: 1. Verificar a ativação de diferentes áreas 

cerebrais durante o estresse térmico agudo em ratos sob diferentes condições de hidratação 

(animais normoidratados, desidratados e hiperosmóticos); 2. Mensurar a concentração 

plasmática de Na^, e da osmolaridade plasmática, assim como a temperatura corporal de 

animais normoidratados, desidratados e hiperosmóticos. No estudo da expressão de c-Fos, 

foram utilizados três grupos experimentais com 16 ratos cada (Wistar, machos, 250-320g), 

sendo um grupo de normoidratados, um grupo de desidratados e um grupo de animais 

hiperosmóticos. Cada grupo foi subdividido em dois grupos com 8  ratos em cada, sendo o 

grupo controle mantido em condições normais de Ta (23 ± 2°C) e outro grupo exposto a Ta 

elevada (máximo 34 °C) durante 45min. Em outro grupo experimental, as mesmas condições 

foram repetidas e foram feitas as determinações da temperatura corporal, das concentrações 

plasmáticas de Na^e e, da osmolaridade plasmática. Os resultados do presente estudo 

demonstraram que, ratos submetidos ao estresse térmico agudo durante 45 minutos, sob 

diferentes condições de hidratação (normoidratado, desidratado e hiperosmótico), apresentam 

mudanças nas concentrações plasmáticas de Na"̂  e K^, osmolaridade plasmática, da 

temperatura corporal, assim como apresentaram aumento na expressão de c-Fos no núcleo 

neuronal de diferentes estruturas hipotalâmicas e extrahipotalâmicas conhecidas por estarem 

envolvidas no controle da temperatura corporal e do balanço hidrossalino. O aumento da 

expressão de c-Fos nas áreas; septal lateral (LSV) e área preóptica, em resposta ao estresse 

térmico e á desidratação sugere um papel integrador destas áreas para o controle homeostático 

e termorregulatório.

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

ACUTE HEAT STRESS INDUCES C-FOS EXPRESSION IN THE RAT 
FOREBRAIN. REJA NE CONCEIÇÃO SANTANA. The body temperature is 
maintained within a narrow homeostatic range. Fever represents a variety o f 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 o f 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 o f  body temperature as a consequence o f 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.



A hipertermia ocorre quando há uma exposição à temperatura ambiental elevada (Ta) que 

pode resultar em cãibras, exaustão e intermação. A intermação está associada a Ta elevada e a alta 

umidade que podem superar a capacidade termorregulatória, levando a elevação anormal da 

temperatura corporal, e ocorre sobretudo em crianças e idosos durante os meses quentes de verão, 

sendo também comum em atletas e militares expostos a ambientes quentes e úmidos.

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 prognóstico grave e, nesses pacientes, a taxa de mortalidade ultrapassa 50%. Os 

mecanismos subjacentes da termorregulação consistem em acentuada vasodilatação cutânea 

generalizada, com acúmulo periférico de sangue e diminuição do volume circulante efetivo, 

podendo levar à necrose de músculos esqueléticos e do miocárdio. A ocorrência de arritmias, 

coagulação intravascular disseminada também são comuns (FOX et al., 1991).

A hipertermia por exposição à Ta elevada e a febre são as principais e mais comuns 

formas de distúrbios da temperatura corporal (Tc). A febre pode ser definida como um estado 

de Tc aumentada devido à liberação de fatores pirogênicos endógenos, tais como citocinas e 

prostaglandinas, o qual faz parte da resposta defensiva aguda à infecção, à inflamação e ao 

trauma. O aumento da Tc que ocorre na febre é um processo ativo que promove elevação do 

“set-point” hipotalâmico (termostato) de controle térmico. A hipertermia, por outro lado, pode 

ser definida como o aumento passivo da Tc acima do termostato devido à exposição ao calor, 

e é resultante da incapacidade, temporária ou permanente, de manter o balanço entre a carga e 

a dissipação de calor (IRIKI, 1988; SIMON, 1987).

Os primeiros estudos direcionados para a compreensão dos mecanismos termorregulatórios 

foram realizados no fim do século XIX, através de experimentos que utilizaram técnicas de lesão 

e/ou estimulação do tronco cerebral, levando ao estabelecimento desta região como o centro

1 INTRODUÇÃO



10

termorregulatório. As observações de Barbour, em 1912, de que mudanças da temperatura da 

porção rostral do tronco cerebral levavam à alteração em sentido oposto da temperatura corporal, 

representaram o marco no conhecimento dos mecanismos termorregulatórios (BARBOUR, 1912). 

Posteriormente, foi identificado que outras áreas mostraram atividade termorregulatória e 

desenvolveu-se o conceito monocêntrico de controle da Tc, onde o hipotálamo foi considerado o 

centro regulador. Em 1960, a descoberta de locais extrahipotalâmicos para geração de sinais da 

regulação da Tc levou ao conceito do controle múltiplo da temperatura (HAMMEL et al., 1960).

Em relação à termorrecepção, os primeiros achados foram feitos na década de 70 com a 

descrição dos termorreceptores periféricos bimodais e dos neurônios hipotalâmicos sensíveis ao Mo 

e calor. Hoje, este quadro apresenta-se complexo incluindo amonomodalidade dos termorreceptores 

periféricos para írio e calor e a multimodalidade de termossensores corporais profimdos, 

principalmente os neurônios sensíveis ao calor que são caracterizados como intemeurônios. 

(MERCER, 2001). Por outro lado, informações detalhadas sobre aspectos anatômicos, fiincionais e 

neuroquímicos da rede neuronal responsável pela termorregulação ainda não são claras.

1.1 CONTROLE CENTRAL DA TERMORREGULAÇÃO

1.1.1 Áreas envolvidas na regulação da temperatura corporal

Respostzis comportamentais e autonômicas à exposição a ambientes quentes e fiios variam 

de espécie a espécie, sugerindo a possibilidade que diferentes vias centrais sejam responsáveis pela 

geração de diferentes respostas termorregulatórias.

Diversos estudos têm mostrado a participação do hipotálamo no controle da Tc, sendo que 

algumas áreas específicas são envolvidas na participação de diferentes formas de ajustes da 

temperatura corporal, tais como: termogênese por não-tremor, que envolvem mudanças no 

metabolismo do tecido adiposo marrom ou na termogênese indiizida por dieta (FREEMAN et al..
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1987; HOLT et al., 1987; PERKINS et al., 1981; THORNHILL et al., 1994), na termogênese por 

tremor (THORNHILL et al., 1994) e nas mudanças circadianas da Tc (DERAMBURE et al., 1994).

Entre as áreas e núcleos que estão envolvidos na termorregulação estão: a região preóptica, a 

área hipotalâmica lateral, a região supraóptica, a região septal e estruturas circunventriculares como 

o órgão vasculoso da lâmina terminal (OVLT), o órgão subfornical (SFO) e a área postrema (AP). 

A região preóptica constitui a substância cinzenta periventricular da parte mais rostral do terceiro 

ventriculo, e que está subdividida em áreas como a área preóptica ventromedial (VMPO), área 

preóptica ventrolateral (VLPO), área preóptica mediai (MPA) e núcleo preóptico mediano (MnPO) 

(CARPENTER, 1991). As áreas VLPO e MPA estão envolvidas na percepção e integração de 

sinais termorregulatórios e modulação do fenômeno febril, enquanto o MnPO age como um centro 

integrador para circuitos do controle térmico e osmótico (PATRONAS, 1998).

A área hipotalâmica lateral (LHA) contém o núcleo hipotalâmico lateral e dois ou três 

grupos de células circulares delimitadas agudamente conhecidas como núcleos tuberales. A LHA 

está envolvida no balanço energético vinculado à defesa ao frio (ATRENS et al., 1982; KANOSUE 

et al., 1994; SIMON et al., 1986) e na termorregulação (PATRONAS, 1998).

A região supraóptica contém núcleos hipotalâmicos bem definidos, como o núcleo 

paraventricular (PVN), o núcleo supraóptico (SON) e o núcleo supraquiasmático (Sch). O PVN 

consiste de vários grupos celulares distintos, estando na parte mediai o grupo de neurônios 

parvocelular e na porção lateral o grupo de neurônios magnocelular. O SON é composto 

uniformemente por células grandes. Tanto os neurônios magnocelulares do PVN, como do SON 

produzem vasopressina e oxitocina e se projetam para o lobo neural da hipófise. Já os elementos 

parvocelulares do PVN sintetizam CRF (SILVA et al., 2002) e se projetam para a adenohipófise, 

além de enviar axônios descendentes para o tronco cerebral e todos os níveis da medula espinhal. 

Assim, o PVN e SON representam um dos maiores sistemas neuroendócrinos hipotalâmicos 

(TAKAHASHI, 2001). O Sch forma um grupo de pequenas células redondas localizadas



I Z

dorsalmente ao quiasma óptico na base do terceiro ventrículo. Este pequeno núcleo recebe projeções 

bilaterais diretas da retina e tem importante papel no controle dos ritmos biológicos. Estudos 

demonstraram que o Sch está envolvido na resposta ao estresse térmico (PATRONAS, 1998).

A região septal é uma região telenceMca subcortical localizada medialmente aos 

ventrículos laterais e apresenta-se altamente interconectada com o hipocampo. Esta região está 

subdividida em: núcleo septal medial, núcleo septal lateral (LSV) e o núcleo accumbens septi 

(CARPENTER, 1991). A área septal lateral tem corpos celulares neuronais relativamente pequenos 

e é primariamente uma área para a recepção de informações. Estudos têm revelado que este núcleo 

está envolvido na modulação da resposta à febre (BLATTEIS, 1997; ZEISBERGER, 1990) e na 

resposta termorreguladora (PATRONAS, 1998).

Algumas áreas extra-hipotalâmicas, que são sensíveis a alterações osmóticas do plasma e do 

fluido cerebral, estão envolvidas no controle do equilíbrio hidrossalino, importante fetor na 

manutenção da homeostasia térmica e cardiovascular. Dentre estas, estão as estruturas 

circunventriculares, que compreendem o SFO, OVLT e a AP. Estas estruturas apresentam conexões 

recíprocas, bem como conexões aferentes e eferentes com diversas áreas no SNC (FERGUSON; LI, 

1993; GROSS; JOHNSON, 1993). Ao detectar alterações na homeostasia hidrossalina, as áreas 

circunventriculares integram as infonnações em grande parte no PVN, que por sua vez, transmite 

sinais á pituitária, ao núcleo do trato solitário (NTS), ao SON e ao locus coeruleus (LC) 

(RARDING; WRIGHT, 1992; BUGGY; JOHNSON, 1977) propiciando ajustes nos sistemas, 

simpático, parassimpático, neuroendócrino, além de ações comportamentais que mantêm o 

equilíbrio hidroeletrolítico (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 hipertônica via subcutânea (RINAMAN, 1997).
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1.1.2 Vias neurotransmissoras centrais envolvidas na regulação 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 liberação de AVP 

centralmente e desta forma, modula a regulação da Tc (KASPLER et al., 1997; KREGEL et al., 

1994). As vias colinérgicas parecem também ter papel importante na regulação da Tc, pois 

estimulação colinérgica do hipotálamo anterior e área preóptica é acompanhada pela diminuição da 

Tc (TAKAHASHI, 2001). A serotonina, parece ter papel na diminuição da Tc desde que há 

evidências que este neurotransmissor excita neurônios sensitivos ao calor e inibe neurônios 

sensitivos ao frio, ação que leva à diminuição da Tc (IMERI, 2000). Quanto ao NO, tem sido 

mostrado que este neurotransmissor pode ter papel significativo na modulação da febre induzida 

pelo estresse de contenção em ratos (DE PAULA et al., 2000). No presente estudo, foi dado enfoque 

a AVP.

Alguns estudos têm mostrado que arginina vasopressina (AVP) central pode ter um papel 

no controle da Tc normal em diferentes condições, além de participar do controle térmico durante 

estados febris. A administração da AVP na área septal lateral inibe o aumento de produção de calor 

induzido por exposição ao frio (2°C) e por resfriamento da área preóptica (BANET, 1985). Em 

outro estudo, verijBcou-se que a administração de AVP na área preóptica leva à hipertermia de início 

rápido e de longa duração, enquanto a administração no núcleo acumbens, área septal, substância 

innomínata e hipotálamo dorsomedial, não produz efeito (NAYLOR, 1986). Neste estudo, diverso 

do anterior, os animais foram mantidos a 25°C durante o experimento. Portanto, é possível que a 

AVP desencadeie diferentes respostas termorregulatórias dependendo da dose, do local de 

administração e da temperatura ambiente durante o experimento, dessa forma, o papel da AVP no 

sistema nervoso central em áreas específicas relacionadas com a termorregulação ainda não é claro.
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No estresse, uma das situações freqüentemente enfrentadas pelos indivíduos, observa-se 

hipertermia, entre outras alterações do estado fisiológico basal. Em ratos, a hipertermia devida ao 

estresse, pode ser indu2dda por diferentes agentes estressores tais como exposição a campo aberto, 

mudança de habitat e contenção (KLUGER, 1987; LONG, 1990; MORIMOTO, 1991; BRIESE, 

1991). A administração intracerebroventricular de AVP reduz a hipertermia induzida por estresse de 

contenção e leva a um aumento de temperatura corporal durante a recuperação da hipotermia 

induzida por nado em água fria (OLUYMI, 1992; TERLOUW, 1996). Em situação de estresse, 

verificou-se que a administração intracerebroventricular de AVP induz alterações na freqüência 

cardíaca e na Tc de forma tempo- e dose-dependentes. Respostas taquicárdica e hipertérmica foram 

observadas após baixas doses (1 e 3 ng) de AVP, enquanto altas doses (10 e 30 ng) levaram à 

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

1.2 A TERMORREGULAÇÃO

1.2.1 Integração entre o sistema cardiovascular, o Balanço hidrossalino e a 
Termonregulação

Vários estudos mostram que há uma integração entre o sistema cardiovascular, o balanço 

hidrossalino e a termorregulação para se obter um controle adequado da temperatura corporal. No 

sistema nervoso central, o hipotálamo recebe as informações sensoriais que resultam em ajustes 

destes sistemas. As áreas envolvidas no controle da ingestão de água e no apetite por sal, que 

resultam no equiHbrio hidrossalino, têm sido extensivamente estudadas. Revisões recentes mostram 

que as áreas prosencefâlicas, compreendendo o SON, o PVN, a MPA, o OVLT, o SFO, a amígdala 

(AM) e o hipotálamo lateral, têm papel preponderante excitatório sobre a ingestão de água e sal, 

enquanto as áreas romboencefólicas, incluindo o NTS, a AP, o núcleo parabraquial (PBN ), os 

núcleos dorsal e mediano da rafe e o LC, são eminentemente inibidoras destes comportamentos. 

Diversos estudos mostram que estas mesmas áreas podem estar envolvidas em ajustes 

cardiovasculares (FITZSIMONS, 1998; JOHNSON, 1997). Durante a exposição ao calor, a
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diminuição do líquido circulante devido à evaporação, isto é, através do suor e vapor de água na 

respiração, leva á desidratação e, em casos extremos, pode se tomar uma ameaça para a homeostase 

hídrica e regulação cardiovascular. (ROWELL, 1983; ROWELL, 1986).

A habilidade para detectar mudanças na temperatura ambiental e corporal é crítica para a 

sobrevivência dos mamíferos. O nível da temperatura corporal é determinado por Êitores 

endógenos, como a produção e a dissipação de calor, resultantes de reações bioquímicas e de fetores 

exógenos, 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 feixa relativamente estreita graças a um sistema múltiplo de entrada/saída de 

informações, controlado pelo sistema nervoso central.

Respostas efetoras autonômicas e comportamentais atuam no controle da Tc de animais 

homeotermos e os termorreceptores responsáveis por essas respostas estão distribuídos pelo corpo 

estando presentes não somente na pele e no hipotálamo, mas também em áreas cerebrais e nas 

vísceras (SIMON et al., 1986).

Na periferia, o calor e o frio são detectados por neurônios termossensitivos regulados para 

responder a variações 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 feto, as mesmas áreas 

envolvidas no equilíbrio hidrossalino também participam do controle térmico. Neurônios 

termossensitivos, mais notavelmente na área preóptica/hipotálamo, são ativados por calor ou frio 

local e recebem simultaneamente “inputs” térmicos da periferia (BOULANT, 2000). Dados da 

literatura mostram que a hipertermia induzida por exposição à temperatura ambiental elevada causa 

alteração dos líquidos corporais, ocasionando hipovolemia e aumento da osmolaridade plasmática.

Como foi descrito no tópico 1.1.1, diversas áreas do SNC parecem estar envolvidas no 

controle da Tc, sem, no entanto, existir um centro termorregulador localizado em uma área
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específica e, embora a sobreposição das áreas de controle da osmolaridade e da Tc seja clara, 

existem poucas informações sobre as vias de integração entre osmorregulação e termorregulação. 

(BLATTEIS, 1997; ELMQUIST, 1996; KLUGER, 1991; SAPER, 1994).

Tendo em vista a importância do equilíbrio hidrossalino para a manutenção da homeostasia 

térmica e cardiovascular, parece lógico que as informações da periferia sejam integradas nas 

mesmas áreas no sistema nervoso central. Estudos isolados têm demonstrado que a área preóptica 

desempenha este papel integrador (SIMON, 1986).

1.2.2 Efeito da desidratação sobre a termorregulação

A  importância da reposição de líquido após exercício físico em ambiente quente foi 

reportada pela primeira vez em 1944 por Pitts e colaboradores (PITTS et al., 1944). Adolph e 

colaboradores mostraram a existência da relação entre o déficit de água e o aumento da temperatura 

retal durante caminhadas no deserto, verificando que a desidratação, com perda de 1 % do peso 

corporal causa aumento da temperatura retal em tomo de 0.3°C e aumento da freqüência cardíaca de

5-10 batimentos por minuto (ADOLPH et al., 1947). A desidratação devido à perda de água (pelo 

suor) em humanos (MACK et al., 1996), pelo ofegar em cães (BAKER et al., 1983) e coelhos 

(KEIL et al., 1994) e salivação em ratos (HOROWITZ, 1994) ocasiona uma diminuição do volume 

sanguíneo circulante e auinento da osmolaridade plasmática.

Os achados de Baker e Doris mostram evidências para um fetor osmótico na regulação da 

temperatura corpórea, que pode agir alterando a resposta do hipotálamo ao aumento da temperatura 

(BAKER et al., 1982). Mudanças osmóticas induzidas por estímulo hiperosmótico aplkado 

localmente no hipotálamo ou perifericamente têm efeito na atividade de neurônios termossensitivos 

preópticos. Isto sugere que a desidratação reduz a resposta de estmturas hipotalâmicas qu<* 

controlam a evaporação e que tanto osmorreceptores hepatoportais, quanto centrais podr 

envolvidos nesta resposta (HORI et al., 1988).

\
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Estudos mostram que neurônios termossensitivos respondem à estímulos osmótico e de 

alteração da pressão sanguínea, sugerindo uma possível interação entre a concentração plasmática 

de solutos e o volume sanguíneo. Baker e colaboradores apresentam dados confirmando esta 

interação entre osmorregulação e controle da Tc. Os autores observaram em cães normoidratados, 

que a perda de água pela evaporação respiratória e pela salivação aumenta de forma linear com o 

aumento da Tc durante o exercício fisico. Por outro lado, a perda de água por salivação foi reduzida 

em cães que receberam infusão de salina hipertônica 3.0% e foi ainda menor em cães desidratados 

que apresentavam aumento da osmolaridade plasmática e diminuição do volume plasmático 

(BAKER, 1983; BAKER, 1989).

Tem sido demonstrado, que a desidratação osmótica causada por privação hídrica ou por 

administração de salina hipertônica, ativa células osmorreceptoras cerebrais que respondem ao 

aumento da osmolaridade efetiva do plasma circulante (STRICKER et al., 1970). Em contraste a 

estas informações concernentes à sinalização e á respostas neuronais centrais para a desidratação 

térmica, mecanismos periféricos que controlam a taxa de sudorese e fluxo sanguíneo para a pele têm 

sido pouco entendidos, embora o envolvimento da vasopressina (SENAY, 1979) e da angiotensina

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

1.3 EXPRESSÃO DE C-FOS EM ÁREAS CEREBRAIS ENVOLVIDAS NO CONTROLE 
CARDIOVASCULAR, HIDROSSALINO E TERMORREGULATÓRIO

A proteína c-Fos é o produto do gene c-fos, que está envolvido na regulação da transcrição 

gênica, e interage com o produto de um outro gene imediato, Jun, formando um fetor de transcrição 

heterodimérico que regula a expressão de genes de resposta tardia. Desta forma, a proteína c-Fos 

pode estimular ou reprimir a transcrição, dependendo com que membro da femília Jun forma o 

complexo (MORGAN, 1990),

A relação precisa entre a expressão de c-Fos e a transcrição de produtos de genes tardios 

permanece incerta para muitos sistemas neuronais. Embora muitos neurônios sejam conhecidos por
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expressar c-Fos somente após ativação sináptica, o RNAm ou a proteína c-Fos do gene c-fos podem 

ser usados como marcadores de ativação neuronal no cérebro (SAGAR et al., 1988).

Desta forma, a proteína c-Fos é especialmente útil, porque é rapidamente detectada por 

anticorpos diretamente contra c-Fos. Este procedimento imunohistoqiiímico permitiu investigações 

para determinar quais neurônios são ativados no cérebro em resposta a estímulos específicos 

(HOFFMAN et al., 1993).

A expressão do proto-oncogene c-fos é rapidamente induzida no hipotálamo ou outras 

regiões cerebrais por uma variedade de processos fisiológicos e manipulações experimentais 

incluindo a hipertermia induzida por exposição ao calor ou por administração de pirógenos. 

Recentemente, verificou-se que a desidratação estimula a expressão do gene c-fos nos neurônios do 

OVLT, SFO e preóptica mediana, PVN e SON, enquanto na exposição à Ta elevada o gene c-fos foi 

expresso na MPA e VMPO, no hipotálamo lateral e na parte ventral da área septal lateral (LSV). 

Entre as estruturas estudadas, apenas a área preóptica apresentou expressão do gene c-fos nas duas 

situações (desidratação e hipertermia) reforçando o papel integrador desta área. (PATRONAS, 

1998).

Em ratos adultos, a hiperosmolaridade plasmática produzida por injeção sistêmica de salina 

hipertônica levou à expressão da proteína c-Fos pelos neurônios magnocelulares no PVN, SON e 

núcleo magnocelular acessório do hipotálamo em paralelo com o aumento da secreção de AVP e 

oxitocina neurohipofisária (VERBALIS et al., 1995). Em outro estudo, verificou-se que a 

administração de salina hipertônica em ratos adultos induziu a expressão da proteína c-Fos em 

outras áreas circunscritas do tronco - cerebral e romboencéíàlo, incluindo o SFO, núcleo central da 

amígdala (CeA), PVN parvocelular, PBN, LC, bulbo ventrolateral (VLM), NTS e AP (HOFFMAN 

et al., 1993; LARSEN et al., 1995; OLSON et al., 1993).

Vê-se, portanto, que a manutenção da temperatura corporal é crítica para a sobrevivência 

dos mamíferos e que alterações dos níveis normais são especialmente importantes em idosos e
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crianças, cuja capacidade termorregulatória é menos eficiente. No entanto, ainda não estão 

totalmente definidos os mecanismos de termorregulação, embora existam vários estudos enfocando 

estes mecanismos. Desta forma, os resultados do presente estudo podem trazer importante 

contribuição para o conhecimento dos mecanismos termorregulatórios com possibilidade de futuras 

aplicações clínicas.



21

3.1 ANIMAIS
Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250 a 320 gramas, provenientes 

do biotério do Laboratório de Neurociências ICS/UFBA, mantidos em ciclo claro/ escuro de 

12h, temperatura ambiente de 23 °C ± 2°C e com acesso a ração (Nuvital Nutrientes Ltd, 

Curitiba, Brasil) e água ad libitum. No estudo da expressão de c-Fos, foram utilizados três 

grupos experimentais com 16 ratos em cada, sendo um grupo de animais normoidratados, um 

grupo de animais que sofreu privação hídrica (desidratado) e um grupo de animais que 

recebeu sobrecarga de sal (hiperosmótico). Cada grupo foi subdividido em dois grupos com 8  

ratos em cada, sendo o grupo controle mantido em condições normais de Ta (23 ± 2°C) e o 

outro grupo exposto a Ta elevada (máximo 34 °C) durante 45min. Em outro grupo 

experimental, as mesmas condições foram adotadas e foram feitas as determinações das

concentrações plasmáticas de Na"  ̂e K"̂  e da osmolaridade plasmática.

3.2 MEDIDAS DE TEMPERATURA E PROTOCOLO DO ESTRESSE TÉRMICO
A temperatura corporal foi medida no início e ao final do período experimental através

de sonda de temperatura introduzida 6  cm no cólon do animal e leitura através de termômetro 

digital (Minipa Thermometer, MOD: MT- 520). A temperatura da caixa foi medida 

continuamente durante todo o período experimental (45mín).

O protocolo para indução 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 

condições normals 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

3 MATERIAIS E MÉTODOS
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caixa foi mantida aproximadamente a 33°C através da mudança da intensidade da lâmpada 

por um potenciômettro “dimer”.

3.3 DETERMINAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES PLASMÁTICAS DE NA+, E 
OSMOLARIDADE PLASMÁTICA

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 determinação das concentrações plasmáticas de Na^ e (mEq/L) através da

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

congelamento (Precision Systems, modelo n° 2007).

3.4 DETERMINAÇÃO DA EXPRESSÃO DE C-FOS NO CÉREBRO

Após 45 min do período experimental, os animais foram anestesiados com 

pentobarbital sódico (Tionembutal, Abbott Laboratories) (40mg/kg) e procedeu-se a perfusão 

transcardíaca com 500 mL de tampão fosfato (PB) com sódio- PBS 0,01 M, pH 7,6, seguida 

por 500 mL de paraformaldeído 4% diluído no mesmo tampão. Os cérebros foram então 

removidos e imersos no mesmo fixador durante a noite, mantidos a -4°C. No dia seguinte, os 

mesmos foram transferidos para uma solução de glicose 20% em PB 0,0 IM (pH 7,2) e 

mantidos a -A°C por no mínimo 48h. Os cérebros foram seccionados em criostato a -20°C, 

com espessura de 40 |j,m e submetidos ao processamento imunohistoquímico.

As secções do cérebro foram imunomarcadas para a proteína 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 três vezes com PB 0,01 M com intervalos de 5 min entre 

cada lavagem (3x 5 min), mantidos em agitador de Klein com agitação leve. A seguir os 

cortes foram então incubados com H2O2 a 1 % por 15 min para bloqueio da atividade da 

peroxidase endógena, e logo após lavados novamente com PB 0,01 M (3x 5 min). Depois das
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lavagens as secções foram incubadas com soro normal de cabra diluído em PB 0,0 IM  e leite 

em pó 3% (Molico) por 1 hora em temperatura ambiente sob agitação 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) diluído em PB 0,01M (1:4000) na presença de Triton- 

X 100 (0,3%) permanecendo durante 14 horas a temperatura ambiente em agitação leve. A 

seguir, as secções foram lavadas novamente em PB 0,0 IM  (3x 5 min), e em seguida 

incubadas com o segundo anticorpo IgG anti-coelho de cabra biotinilado (Vector, USA) 

diluído (1:400) em PB 0,01 M e leite 3%, por Ih a temperatura ambiente sob agitação leve. Ao 

final desse período as secções foram lavadas em PB 0,0IM  (3x 5 min) e incubadas por Ih  a 

temperatura ambiente com o complexo avidina-biotina peroxidase (1:200) em PB 0,01M. 

Após nova lavagem em PB 0,0IM  (3x 5 min), os cortes foram incubados em uma solução de 

(0,02%) de 3,3’ diaminobenzidina-tetrahidrocloreto (Sigma, MO, USA) contendo 0,08% de 

sulfato amoniacal de níquel e 0,00018% de H2O2 . A seguir, as secções foram colocadas em 

gelatina contendo etanol 80% e montadas em lâminas. Após secagem dos cortes em estufe 

(50°C), as lâminas foram imersas em xilol 100% por lOmin e cobertas com lamínula, 

utilizando Permount® (Fisher Scientific) para adesão. Os cérebros dos animais controles e 

experimentais foram processados simultaneamente para evitar possíveis variações entre os 

ensaios. A contagem dos núcleos celulares imunorreativos para c-Fos foi realizada através do 

programa Image Pro-Plus para Windows 98/2000 versão 4.1 (MediaCybemetics, USA).
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Grupo experimental 1 -  Identificar áreas do SNC ativadas durante a exposição à temperatura 

ambiental elevada em ratos normoidratados.

Os animais tiveram livre acesso à água e ração no período anterior ao experimento, sendo os 

mesmos retirados no início do experimento. Os ratos foram pesados e após período de 30 

minutos para estabilização da Tc, o grupo controle permaneceu á temperatura ambiente de 

23 °C ± 2°C, enquanto os animais experimentais foram submetidos ao estresse térmico durante 

45 minutos. Após exposição ao calor, os animais foram pesados novamente, anestesiados e 

perfundidos para remoção dos cérebros e processamento imunohistoquímico.

Grupo experimental 2 - Identificar áreas do SNC ativadas durante a exposição à temperatura 

ambiental elevada em ratos desidratados.

Neste grupo, os animais sofreram privação hídrica de I4h no período anterior ao experimento, 

foram pesados e colocados nas caixas experimentais e, após 30 minutos para estabilização da 

Tc, o grupo controle permaneceu á temperatura ambiente de 23 °C ± 2°C, enquanto os animais 

experimentais foram submetidos ao estresse térmico durante 45 minutos. Após exposição ao 

calor, os animais foram pesados novamente, anestesiados e perfimdidos para remoção dos 

cérebros e processamento imunohistoquímico.

Grupo experimental 3 -  Identifícar áreas do SNC ativadas durante a exposição à temperatura 

ambiental elevada em ratos hiperosmóticos.

Neste grupo, os animais receberam administração de salina hipertônica (9,0%) no volume de 

ImL/ lOOg de peso corporal por sonda orogástrica 30 min antes da exposição ao calor. Estes 

animais foram pesados no início e no fím do experimento e após 30 minutos para 

estabilização da Tc, o grupo controle permaneceu á temperatura ambiente de 23°C ± 2°C, 

enquanto os animais experimentais foram submetidos ao estresse térmico durante 45 minutos. 

Após exposição ao calor, os animais foram pesados novamente, anestesiados e perfundidos 

para remoção dos cérebros e processamento imimohistoquímico.

3 .5  P R O T O C O L O S  E X P E R IM E N T A IS
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Grupo experimental 4 -  Mensurar a concentração plasmática de Na^ e K^, osmolaridade 

plasmática e a temperatura corporal de ratos submetidos à Ta elevada sob diferentes 

condições de hidratação.

Este grupo experimental foi subdividido em três grupos: normoidratado, desidratado e 

hiperosmótico. Os animais foram submetidos às mesmas condições experimentais utilizadas 

nos estudos da expressão de c-Fos. Entretanto, após 45 min do período experimental, os 

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

plasmáticas de Na"  ̂e e osmolaridade.

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os dados foram analisados pelo “software” SigmaStat para Windows versão 2.0 (Jadel 

Scientific, Erkrath, Germany). Os dados foram submetidos a ANOVA “TWO WAY” seguido 

do pós-teste Student-Newman-Keuls, sendo considerados os valores de significância de 

p<0,05.
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4.1 MUDANÇAS NA TEMPERATURA CORPORAL E DA TEMPERATURA 
AMBIENTE

Na Figura 1, e Tabela 1 (anexos) estão apresentados os dados das temperaturas 

corporais e das caixas experimentais, antes e depois (45 min) da exposição ao calor de 

animais normoidratados, desidratados e hiperosmóticos.

O gráfico A mostra os valores da temperatura corporal de animais normoidratados, 

desidratados e hiperosmóticos antes e depois de terem sido submetidos ao calor. Os dados 

foram submetidos a análise de variância “two way” sendo considerado como Fator A: a 

condição de hidratação (normoidratado, desidratado e hiperosmótico) e como Fator B: a 

condição de temperatura da cabca (controle e experimental). Observa-se que houve diferença 

estatística significativa na temperatura corporal entre os animais controle e experimental 

submetidos à mesma condição de hidratação, e também entre os animais experimentais 

(normoidratado, desidratado e hiperosmótico) expostos à 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 hiperosmóticos. Depois da exposição 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 hiperosmóticos. 

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 hiperosmóticos. Além disso, deve-se salientar que 60% dos animais 

desidratados entraram em choque térmico ao final dos 45 minutos de exposição ao calor.

No gráfico B estão apresentados os valores da temperatura da caixa experimental 

onde foram colocados os animais em diferentes condições de hidratação prévias ao 

experimento. Observa-se que houve diferença estatística significativa na temperatura da caixa

4 RESULTADOS
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dos animais controle e experimental submetidos à mesma condição de hidratação. 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 hiperosmóticos. A temperatura das caixas 

experimentais também não mostrou diferença estatística 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 hiperosmóticos. Entretanto, houve diferença estatística 

significativa (p <0,05) entre as temperaturas das caixas na mesma condição de temperatura 

(controle e experimental).

Na tabela 4 (anexo), estão os valores referentes as mudanças do peso corporal de 

animais normoidratados, desidratados e hiperosmóticos, submetidos ao estresse térmico 

agudo. Observa-se que não houve diferença estatística significativa entre os grupos estudados.
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FIGURA 1 -  Mudança da temperatura das caixas experimentais e da temperatura corporal em 
ratos normoidratados (n=8 ), desidratados (n=8 ) e hiperosmóticos (n=8 ) submetidos ao calor 
(» 33°C) durante 45 min. O gráfico A mostra os valores da temperatura corporal [ANOVA: 
Fator A- condição de hidratação F(2.i) = 8 ,16; p = 0,001; Fator B- condição temperatura da 
caixa (controle e experimental) F(2 ,i) = 553,78; p < 0,0001]. O gráfico B mostra os valores da 
temperatura das caixas experimentais [Fator A: F(2,i) = 3,86; p = 0,029; Fator B: F(2,i) = 
192,22; p < 0,0001]. Os dados são expressos em média ± EPM, tanto no painel A quanto no 
painel B as letras a, b e c, indicam as diferenças estatísticas (p<0,05) demonstradas pelo pós- 
teste Student Newman Keuls, sendo que a letra a, representa a comparação entre as condições 
de temperatura da cak a  (controle e experimental) na mesma condição de hidratação, a letra b 
representa a diferença em relação aos animais normoidratados sob a mesma condição de 
temperatura da caixa (controle e experimental) e a letra c indica diferença em relação aos 
animais desidratados sob a mesma condição de temperatura da caixa.
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4.2 ANÁLISE DO NA+ E PLASMÁTICOS E DA OSMOLARIDADE PLASMÁTICA

A figura 2 e tabela 2 (anexos) apresentam os resultados da exposição aguda à 

temperatura ambiente elevada, sobre a osmolaridade plasmática e as concentrações 

plasmáticas de sódio e potássio em ratos normoidratados, desidratados e hiperosmóticos. Os 

animais controles foram mantidos em caixas experimentais à 23°C durante 45 minutos, 

enquanto os animais experimentais (submetidos ao calor) permaneceram em caixas 

experimentais que foram aquecidas com lâmpada infi-avermelha, chegando a uma temperatura 

final da caixa de aproximadamente 33°C no final dos 45 minutos.

No gráfico A estão representados os dados referentes às concentrações plasmáticas de 

sódio de animais normoidratados, desidratados e hiperosmóticos. Observa-se que houve 

diferença estatística significativa na concentração plasmática de sódio entre os animais 

controle e experimental submetidos às mesmas condições de hidratação, e também entre os 

animais controles submetidos às diferentes condições de hidratação. A concentração 

plasmática de sódio nos animais controles normoidratados foi de 134.63 ± 0.73 mEq/L; nos 

desidratados 140.75 ± 1.82 mEq/L; e nos animais hiperosmóticos 142.75 ± 0.77 mEq/L. Nos 

animais experimentais, a concentração plasmática de sódio foi de 142.50 ± 1.05 para os 

normoidratados, 145.25 ± 0.53 para os desidratados, e 145.90 ± 0.81 nos hiperosmóticos.

Verificou-se que em animais submetidos à desidratação, como também à 

hiperosmolaridade, a concentração plasmática de sódio foi significativamente maior (p <0,05) 

quando comparada ao grupo normoidratado. Quando animais normoidratados e desidratados 

são submetidos ao calor, observa-se um aumento considerável na concentração plasmática de 

sódio (p<0,05) quando comparado aos seus respectivos grupos controles. Entretanto, a 

exposição ao calor, não alterou a concentração plasmática de sódio em animais 

hiperosmóticos
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No gráfico B estão representados os valores referentes às concentrações plasmáticas 

de potássio de animais normoidratados desidratados e hiperosmóticos. Verifica-se não haver 

diferença estatística significativa na concentração plasmática de potássio entre os animais 

controle e experimental, como também, entre as concentrações plasmáticas de potássio dos 

animais submetidos às diferentes condições de hidratação. A concentração plasmática de 

potássio nos animais controles normoidratados foi de 5.94 ± 0.16 mEq/L, nos desidratados 

5.96 ± 0.17 mEq/L e nos hiperosmóticos 4.96 ± 0 .15  mEq/L. Nos animais experimentais, a 

concentração plasmática de potássio foi de 5.25 ± 0.13 mEq/L nos normoidratados, 5.40 ± 

0.28 mEq/L nos desidratados e 5.41 ± 0.35 mEq/L nos hiperosmóticos. A concentração 

plasmática de potássio foi menor no grupo de animais controles hiperosmóticos (p <0,05), 

quando comparado aos grupos controles normoidratado e desidratado. No entanto, a 

exposição ao calor não alterou as concentrações plasmáticas deste íon.

No gráfico C estão representados os valores referentes a osmolaridade plasmática de 

animais normoidratados, desidratados e hiperosmóticos. Observa-se que houve diferença 

estatística significativa na osmolaridade plasmática dos animais controle e experimental 

submetidos às mesmas condições de hidratação, como também entre os animais experimentais 

submetidos às diferentes condições de hidratação Os valores da osmolaridade plasmática em 

animais controles normoidratados foi de 323.00 ± 1.36 mOsm, nos desidratados 325.75 ± 2.02 

mOsm, e nos hiperosmóticos 329.25 ±1 .14  mOsm. Os valores da osmolaridade plasmática 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 hiperosmóticos. A exposição ao calor induziu 

um aumento significativo da osmolaridade plasmática nos três grupos estudados quando 

comparado aos respectivos controles (p <0,05). Este aumento foi ainda maior no grupo 

experimental hiperosmótico quando comparado ao grupo normoidratado (p <0,05).



FIGURA 2 -  Alterações nas concentrações plasmáticas de sódio e potássio e da osmolaridade plasmática em ratos normoidratados (n=8 ), 
desidratados (n=8 ) e hiperosmóticos (n=8 ) submetido s ao calor por 45 min. Os animais controles permaneceram a Ta 23°C e os experimentais no 
máximo a 33°C. O gráfico A mostra os valores da concentração plasmática de sódio (mEq/L) [ANOVA: Fator A- condição de hidratação F(i,2) = 
16,80; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e experimental) F(i^) = 37,04; p < 0,0001]. O gráfico B mostra a Concentração 
plasmática de potássio (mEq/L) [ANOVA: Fator A F(i,2) = 2,84; p = 0,069; Fator B F(i,2) = 2,18; p = 0,147]. O gráfíco C mostra os valores da 
osmolaridade plasmática (mOsm) [ANOVA: Fator A F(i,2) = 5,66; p = 0,007; Fator B F(i 2) = 32,92; p <0,0001].0s dados são expressos em 
média ± EPM. Tanto no painel A quanto nos painéis B e C as letras a,b c c, indicam as diferenças estatísticas demonstradas pelo pós- teste de 
Student Newman Keuls (p <0,05), sendo que a letra a, representa comparação entre as condições de temperatura (controle e experimental) na 
mesma condição de hidratação, a letra b, representa a diferença em relação aos animais normoidratados sob a mesma condição de temperatura da 
caixa, e a letra c, representa a diferença em relação aos animais desidratados sob a mesma condição de temperatura da caixa.

31



32

4.3 NÚCLEOS NEURONAIS IMUNORREATIVOS A C-FOS NA ÁREA SEPTAL 
LATERAL (LSV)

A figura 3 e tabela 3 (anexo) mostram os dados referentes à distribuição de núcleos 

imunorreativos à c-Fos na área septal em ratos normoidratados, desidratados e hiperosmóticos, 

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 diferença estatística significativa na 

expressão de c-Fos na LSV de animais controle e experimental submetidos às mesmas condições 

de hidratação. Resultado similar foi observado em animais expostos a mesma condição de 

temperatura, porém em diferentes condições de hidratação. O número de núcleos celulares 

ativados em animais controles normoidratados foi de: 14.25 ± 3.73, nos desidratados 143.00 ± 

1 . 6 8  e nos hiperosmóticos 190.25 ± 49.35. Os animais experimentais apresentaram maior número 

de núcleos ativados, sendo de 156.75 ± 23.10 nos normoidratados, 320.75 ± 23.51 nos 

desidratados e 343.75 ± 26.68 nos hiperosmóticos. Verifica-se que a exposição ao calor induziu 

um aumento significativo do número de núcleos imunorreativos a c-Fos nos animais 

experimentais, quando comparados aos seus respectivos grupos controles (p < 0,05). Animais 

desidratados e hiperosmóticos, quando submetidos ao calor, apresentam maior imunorreatividade 

a c-Fos na LSV (p < 0,05), quando comparados aos animais experimentais normoidratados. Na 

figura 4, está representada uma secção coronal de cérebro de rato, onde pode-se observar a 

localização exata da LSV. Na figura 5, estão mostradas as secções coronais representativas da 

expressão de c-Fos ao nível da área septal lateral em cérebro de ratos normoidratados, 

desidratados e hiperosmóticos em condição controle e experimental de temperatura.
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FIGURA 3 -  Número de núcleos c-Fos positivos na área septal lateral em animais normoidratados (n=4), 
desidratados (n=4) e hiperosmóticos (n=4) submetidos ao calor » 33°C durante 45 min. Os animais 
controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados são expressos em média ± EPM [ANOVA: Fator A- 
condição de hidratação F(i^) = 26,16; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e 
experimental) F(i,2) = 52,80; p < 0,0001]. As letras a e b indicam as diferenças estatísticas 
demonstradas pelo pós- teste Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra a, representa a 
comparação entre as condições de temperatura (controle e experimental) sob a mesma condição de 
hidratação, e a letra b representa a diferença em relação aos animais normoidratados sob a mesma 
condição de temperatura da caixa.
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FIGURA 4 - Secção coronal onde indica a localização exata da LSV. Segundo Paxinos e Watson,
2 .ed. 1998.
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Hiperosmótico

FIGURA 5 -  Distribuição espacial de núcleos neuronais imunoreativos em secções coronais de cérebro 
de ratos ao nível da LSV. A coluna à direita estão as secções representativas de animais normoidratados, 
desidratados e hiperosmóticos em condição controle (» 23°C) e, à esquerda em condições experimentais (» 
33°C).
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4.4. NÚCLEOS IMUNORREATIVOS À C-FOS NO NÚCLEO PREÓPTICO MEDIANO 
(MnPO)

A figura 6 , e tabela 3 (anexos) apresentam os dados referentes à distribuição de núcleos 

imunorreativos à c-Fos no núcleo preóptico mediano em ratos controles (mantidos a Ta de » 

23°C) e experimentais (submetidos ao calor « 33°C, por 45 min) normoidratados, desidratados e 

hiperosmóticos. Observa-se que não houve diferença estatística significativa na expressão de c- 

Fos em animais controle e experimental submetidos às mesmas condições de hidratação, com 

exceção dos ratos normoidratados. Porém, nota-se diferença estatística significativa na expressão 

de c-Fos dos animais (normoidratado, desidratado e hiperosmótico) expostos às mesmas 

condições de temperatura. Os números de núcleos 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 

hiperosmóticos. Animais expostos ao calor (experimentais) apresentaram os seguintes números 

de neurônios c-Fos positivos: 70.00 ± 9.95 nos normoidratados, 193.00 ± 33.90 nos desidratados 

e 238.30 ± 39.90 nos hiperosmóticos. Observa-se que houve diferença estatística significativa 

entre os animais desidratados e hiperosmóticos submetidos às mesmas condições de temperatura 

quando comparados com animais normoidratados (p<0,05). A exposição ao calor foi capaz de 

aumentar a expressão de c-Fos em animais normoidratados quando comparados ao grupo 

controle (p<0,05). Na figura 7 está representada uma secção coronal de cérebro de rato, onde 

pode-se observar a localização exata da MnPO. A figura 8  apresenta as secções coronais 

representativas da expressão de c-Fos ao nível do MnPO em cérebro de ratos normoidratados, 

desidratados e hiperosmóticos em condição controle e experimental de temperatura.
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FIGURA 6  -  Número de núcleos c-Fos positivos no núcleo preóptico mediano em animais 
normoidratados (n=4), desidratados (n=4) e hiperosmóticos (n=4) submetidos ao calor » 33 °C durante 45 
min. Os animais controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados são expressos em média ± EPM [ANOVA: 
Fator A- condição de hidratação F(i,2) = 12,43; p <0,0004; Fator B- temperatura da caixa 
experimental F(i,2) = 0,92; p = 0,35]. As letras a e b indicam as diferenças estatísticas demonstradas 
pelo pós- teste Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra a, representa a comparação entre as 
condições de temperatura da caixa (controle e experimental) na mesma condição de hidratação e a letra b 
representa a diferença em relação aos animais normoidratados.
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FIGURA 7 - Secção coronal onde indica a localização exata do MnPO. Segundo Paxinos e 
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 8 -  Distribuição espacial de núcleos neuronais imunoreativos em secções coronais de cérebro de 
ratos ao nível do MnPO. Na coluna à direita estão as secções representativas de animais normoidratados, 
desidratados e hiperosmóticos em condição controle (» 23“C), à esquerda em condições experimentais (* 
33“C).
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4.5 NÚCLEOS IMUNORREATIVOS À C-FOS NO NÚCLEO PREÓPTICO 
VENTROLATERAL (VLPO)

A figura 9 e tabela 3 (anexos) apresentam os dados referentes à ativação de núcleos celulares 

imunorreativos à c-Fos no núcleo preóptico ventrolateral (VLPO) em ratos controles (mantidos a 

Ta de «23°C) e experimentais (submetidos ao calor « 33°C, por 45 min) normoidratados, 

desidratados e hiperosmóticos. Observa-se que houve diferença estatística significativa na 

expressão de c-Fos em ratos expostos à mesma temperatura da caixa, porém submetidos às 

diferentes condições de hidratação. O número de núcleos 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 

hiperosmóticos. Animais submetidos ao calor apresentaram valores de núcleos c-Fos positivos de 

24.0 ± 3.7 nos normoidratados, 64.3 ± 5.2 nos desidratados e 58.8 ±10.1 nos hiperosmóticos. A 

imunorreatividade à Fos foi geralmente muito discreta nos grupos controles e experimentais 

normoidratados. Observa-se que houve diferença estatística significativa entre os grupos 

desidratados e hiperosmóticos submetidos às mesmas condições de temperatura (p<0,05) quando 

comparados com o grupo normoidratado. Na figura 10 está representada uma secção coronal de 

cérebro de rato, onde pode-se observar a localização exata da VLPO. A figiora 11 apresenta as 

secções coronais representativas da expressão de c-Fos ao nível do VLPO em cérebro de ratos 

normoidratados, desidratados e hiperosmóticos em condição controle e experimental de 

temperatura.
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FIGURA 9 -Número de núcleos c-Fos positivos no núcleo preóptico ventrolateral em animais 
normoidratados (n=4), desidratados (n=4) e hiperosmóticos (n=4) submetidos ao calor « 33°C durante 45 
min. Os animais controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados são expressos em média ± EPM [ANOVA: 
Fator A- condição de hidratação F(i,2) = 28,33; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e 
experimental) F(i,2) = 6,15; p = 0,023]. A letra b indica as diferenças estatísticas demonstradas pelo 
pós- teste Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra b, representa a diferença em relação aos 
animais normoidratados sob a mesma condição de temperatura da caixa.



42

FIGURA 10 - Secção coronal onde indica a localização exata do VLPO. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 11.- Distribuição espacial de núcleos neuronais imunoreativos em secções coronais de cérebro 
de ratos ao nível do VLPO. A coluna à direita estão as secções representativas de animais normoidratados, 
desidratados e hiperosmóticos em condição controle (« 23°C) e, à esquerda em condições experimentais (» 
33°C).
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4.6 NÚCLEOS IMUNORREATIVOS À C-FOS NO ÓRGÃO SUBFORNICAL (SFO)

A figura 12 e tabela 3 (anexos) apresentam os dados referentes à distribuição de núcleos 

imunorreativos à c-Fos no órgão subfomical em ratos controles (mantidos a Ta de « 23°C) e 

experimentais (submetidos ao calor « 33°C, por 45 min) normoidratados, desidratados e 

hiperosmóticos. Observa-se que houve diferença estatística significativa na expressão de c-Fos no 

SFO em ratos expostos à mesma temperatura da cabca, porém submetidos às diferentes condições 

de hidratação. O número de núcleos celulares ativados no órgão subfomical de animais controles 

foi: 0.00 ± 0.00 nos normoidratados, 171.5 ± 20.4 nos desidratados e 108.3 ± 17.6 nos 

hiperosmóticos. 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 hiperosmóticos. Nota-se que a exposição ao 

calor não induziu um aumento no número de núcleos celulares imunorreativos à c-Fos nos gmpos 

de animais desidratados e hiperosmóticos, e também não induziu aumento do número de 

neurônios positivos à c-Fos em animais normoidratados. Entretanto, observa-se diferença 

estatística significativa entre os grupos desidratados e hiperosmóticos quando comparados ao 

gmpo normoidratado (p < 0,05). N a figura 13 está representada uma secção coronal de cérebro de 

rato, onde pode-se observar a localização exata da SFO. A figura 14 mostra as secções coronais 

representativas da expressão de c-Fos ao nível do SFO em cérebro de ratos normoidratados, 

desidratados e hiperosmóticos em condição controle e experimental de temperatura.
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FIGURA 12 -  Número de núcleos c-Fos positivos no órgão subfomical em animais normoidratados 
(n=4), desidratados (n=4) e hiperosmóticos (n=4) submetidos ao calor » 33°C durante 45 min. Os animais 
controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados são expressos em média ± EPM [ANOVA: Fator A- 
condição de hidratação F(i^) = 55,88; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e 
experimental) F(i,2) = 0,023; p = 0,88]. A letra b indica as diferenças estatísticas demonstradas pelo 
pós- teste Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra b, representa a diferença em relação aos 
animais normoidratados sob a mesma condição de temperatura da caixa.
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FIGURA 13 - Secção coronal onde indica a localização exata do SFO. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 14.- Distribuição espacial de núcleos neuronais imunoreativos em secções coronais de cérebro 
de ratos ao nível do SFO. A coluna à direita estão as secções representativas de animais normoidratados, 
desidratados e hiperosmóticos em condição controle (« 23°C) e, à esquerda em condições experimentais 
(« 33“C).



48

4.7.NÚCLEOS IMUNORREATIVOS À C-FOS NO ÓRGÃO VASCULOSO DA LÂMINA 
TERMINAL (OVLT)

Os dados referentes à distribuição de núcleos imunorreativos à c-Fos no órgão vasculoso 

da lâmina terminal em ratos controles (mantidos a Ta 23°C) e experimentais (submetidos ao 

calor » 33°C, por 45 min) normoidratados, desidratados e hiperosmóticos estão mostrados na Fig. 

15, e tabela 3 (anexos) Observa-se que não houve diferença estatística significativa na expressão 

de c-Fos, entre os animais controle e experimental, submetidos às mesmas condições de 

hidratação. Entretanto, observa-se diferença estatística significativa na expressão de c-Fos entre 

os animais (normoidratado, desidratado e hiperosmótico) expostos às mesmas condições de 

temperatura da caka. O número de núcleos celulares ativados no órgão vasculoso da lâmina 

terminal nos animais controles foi de: 35.25 ± 7.53 nos normoidratados, 141.50 ± 6.29 nos 

desidratados, e 164.75 ± 29.69 nos hiperosmóticos. Animais experimentais normoidratados, 

desidratados e hiperosmóticos apresentaram respectivamente 55.50 ± 3.12; 161.50 ± 18.37; e 

192.25 ± 21.01. Nota-se que o número de neurônios imunorreativos à c-Fos no OVLT não 

aumentou em animais submetidos ao calor. Entretanto, animais controles e experimentais 

desidratados e hiperosmóticos diferem dos grupo controle e experimental normoidratado, 

mostrando diferença estatística significativa (p<0,05). Na figura 16 está representada uma secção 

coronal de cérebro de rato, onde pode-se observar a localização exata da OVLT. Na figura 17 

estão apresentadas as secções coronais representativas ao nível do OVLT nos grupos estudados, 

onde podemos observar uma área bem definida em forma de um “V ’ invertido contendo muitos 

núcleos celulares exibindo imunorreatividade à Fos, especialmente nas bordas laterais observada 

em animais experimentais desidratados e hiperosmóticos. Animais controles desidratados e 

hiperosmóticos exibem imunorreatividade a Fos na região dorsal formando um “cap”.
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FIGURA 15 -  Número de núcleos c-Fos positivos no órgão vasculoso da lâmina terminal em animais 
normoidratados (n=4), desidratados (n=4) e hiperosmóticos (n=4) submetidos ao calor » 33°C durante 45 
min. Os animais controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados sâo expressos em média ± EPM [ANOVA: 
Fator A- condição de hidratação F(i_2) =  33,63; p < 0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e 
experimental) P(i,2) = 2,59; p = 0,124]. A letra b indica as diferenças estatísticas demonstradas pelo pós- 
teste Studant Newman Keuls (p <0,05) sendo que a letra b, representa a diferença em relação aos animais 
normoidratados sob a mesma condição de temperatura da caixa.
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FIGURA 16 - Secção coronal onde indica a localização exata do OVLT. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 17 -  Distribuição espacial de núcleos neuronais imunoreativos para c-Fos em secções coronais 
de cérebro de ratos ao nível do OVLT. A coluna à direita estão as secções representativas de animais 
normoidratados, desidratados e hiperosmóticos em condição controle (« 23 “C) e, à esquerda em condições 
experimentais (» 33”C).
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4.8 NÚCLEOS IMUNORREATIVO À C-FOS NO NÚCLEO PARAVENTRICULAR

Os ciados referentes à distribuição de núcleos imunorreativos à c-Fos no núcleo 

paraventricular em ratos controles (mantidos a Ta de « 23°C) e experimentais (submetidos ao 

calor «  33°C, por 45 min) normoidratados, desidratados e hiperosmóticos estão apresentados na 

Fig. 18 e tabela 3 (anexos). Observa-se que não houve diferença estatística significativa na 

expressão de c-Fos, entre os animais controle e experimental submetidos às mesmas condições de 

hidratação. Entretanto, observa-se diferença estatística significativa na expressão de c-Fos, entre 

os animais (normoidratado, desidratado e hiperosmótico) expostos às mesmas condições de 

temperatura. Os números de núcleos 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 hiperosmóticos. Os 

animais experimentais apresentaram números de núcleos imunorreativos nos valores de: 86.0 ±

10.8 nos normoidratados, 192.5 ± 27.5 nos desidratados e 437.5 ± 62.2 nos hiperosmóticos. 

Verifica-se que há diferença estatística significativa entre os animais desidratados e 

hiperosmóticos submetidos as mesmas condições de temperatura, quando comparado ao animais 

normoidratados (p < 0,05). Observa-se, também, diferença estatística entre o grupo desidratado, 

quando comparado ao grupo hiperosmótico submetidos às mesmas condições de temperatwa (p < 

0,05). A exposição ao calor foi capaz de aumentar a expressão de c-Fos em animais 

normoidratados (p<0,05) quando comparados ao grupo controle. N a figura 19 está representada 

uma secção coronal de cérebro de rato, onde pode-se observar a localização exata da PVN. A 

figura 20 apresenta as secções coronais representativas ao nível do PVN nos grupos estudados.
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FIGURA 18 — Número de núcleos c-Fos positivos no núcleo paraventricular em animais normoidratados 
(n=4), desidratados (n=4) e hiperosmóticos (n=4) submetidos ao calor œ 33°C durante 45 min. Os animais 
controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados são expressos em média ± EPM [ANOVA: Fator A- 
condição de hidratação F(i^) = 51,9; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e experimental) 
F(i,2) = 0,18; p = 0,67]. As letras a ,b  e c indicam as diferenças estatísticas demonstradas pelo pós- teste 
Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra b, representa a diferença em relação aos animais 
normoidratados sob a mesma condição de temperatura da caixa, e a letra c representa a diferença em 
relação aos animais desidratados sob a mesma condição de temperatura da caixa.
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FIGURA 19 - Secção coronal onde indica a localização exata do PVN. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 20 — Distribuição espacial de núcleos neuronais imunoreativos para c-Fos em secções coronais 
de cérebro de ratos ao nível do PVN. A coluna à direita estão as secções representativas de animais 
normoidratados, desidratados e hiperosmóticos em condição controle (» 23®C) e, à esquerda em condições 
experimentais (» 33®C).
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4.9 Núcleos imunorreativos à c-Fos no Núcleo Supraóptico

A figura 21, e tabela 3 (anexos) apresentam os dados referentes à ativação de núcleos 

celulares imunorreativos à c-Fos no núcleo supraóptico (SON) de ratos controles (mantidos a Ta 

de w 23°C) e experimentais (submetidos ao calor « 33°C, por 45 min) normoidratados, 

desidratados e hiperosmóticos. Observa-se que houve diferença estatística significativa na 

expressão de c-Fos, entre os animais (normoidratado, desidratado e hiperosmótico) expostos às 

mesmas condições de temperatura da caixa (controle e experimental) e entre os animais 

desidratados controle e experimental. Os valores referentes ao número de núcleos celulares 

imunorreativos à 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 hiperosmóticos. Animais experimentais apresentaram os 

seguintes valores: 11.5 ± 0.95 nos normoidratados, 307.25 ± 21.12 nos desidratados e 314.25 ± 

19.14 nos hiperosmóticos. Observa-se diferença estatística significativa entre os animais 

desidratados e hiperosmóticos submetidos às mesmas condições de temperatura quando 

comparados ao grupo normoidratado (p < 0,05). Verifica-se, também, diferença estatística 

(p<0,05) entre os grupos desidratados submetidos a diferentes condições de temperatura. Os 

animais hiperosmóticos apresentaram maior imunorreatividade a c-Fos no SON, quando 

comparado aos animais desidratados (p < 0,05). Na figura 22 está representada uma secção 

coronal de cérebro de rato, onde pode-se observar a localização exata da SON. N a figura 23, 

observa-se as secções coronais representativas ao nível do SON nos grupos estudados.
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FIGURA 21 -Número de núcleos c-Fos positivos no núcleo supraóptico em animais normoidratados 
(n=4), desidratados (n=4) e hiperosmóticos (n=4) submetidos ao calor » 33°C durante 45 min. Os animais 
controles permaneceram a Ta 23°C. Os dados são expressos em média ± EPM [ANOVA: Fator A- 
condição de hidratação F(i,2) = 155,34; p <0,0001; Fator B- temperatura da caixa (controle e 
experimental) F(i^) = 17,07; p = 0,0006. As letras a, b e c indicam as diferenças estatísticas 
demonstradas pelo pós- teste Studant Newman Keuls (p < 0,05) sendo que a letra a, representa a 
comparação entre as condições de temperatura (controle e experimental) na mesma condição de 
hidratação, a letra b, indica a diferença em relação aos animais normoidratados sob a mesma condição de 
temperatura e a letra c, representa a diferença em relação aos animais desidratados sob a mesma condição 
de temperatura da caixa.
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FIGURA 22 - Secção coronal onde indica a localização exata do SON. Segundo Paxinos e
Watson, 2. ed. 1998.
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FIGURA 23 -  Distribuição espacial de núcleos neuronais imunoreativos em secções coronais de cérebro 
de ratos ao nível do SON. A coluna à direita estão as secções representativas de animais normoidratados, 
desidratados e hiperosmóticos em condição controle (» 23°C) e, à esquerda em condições experimentais 
(« 33”C).
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Diferentes grupos de pesquisa têm se dedicado à investigação dos mecanismos 

cerebrais de controle cardiovascular, do balanço hidrossalino e da termorregulação. 

Entretanto, não é totalmente claro quais são as áreas do SNC e os neurotransmissores que 

participam deste controle, bem como não é claro como estas estruturas são integradas ao mvel 

central. Com o desenvolvimento de novas técnicas de estudo, como a identificação do 

marcador de atividade neuronal, o gene c-fos, foi possível determinar quais neurônios são 

ativados no cérebro em resposta a estímulos específicos. Como o produto do gene c-fos, a 

proteína c-Fos, pode ser facilmente detectada por anticorpo específico, decidiu-se, neste 

estudo, utilizar o método imunohistoquímico para detecção da proteína c-Fos em cérebro de 

ratos, com o intuito de estabelecer quais são as áreas ativadas pela exposição ao calor e à 

mudanças da hidratação e, ainda, se há sobreposição de ativação das áreas cerebrais nestas 

condições de estimulação.

Os resultados do presente estudo demonstram que, a elevação aguda da temperatura 

ambiente de 23°C para 33°C aproximadamente leva a aumento da Tc de ratos em diferentes 

condições de hidratação (normoidratados, desidratados e hiperosmóticos). Após 45 min de 

exposição ao calor, os animais apresentaram perda de peso corporal em tom o de 10 gramas 

em associação com o aumento das concentrações plasmáticas de Na^, K^, bem como da 

osmolaridade plasmática, o que indica perda de água por evaporação. Além disso, 

demonstrou-se que a exposição aguda ao calor aumenta a expressão de c-Fos em estruturas 

hipotalâmicas e extrahipotalâmicas e que o estado de hidratação prévio á exposição ao calor 

modifica a expressão de c-Fos nas diferentes áreas cerebrais. Como as áreas ativadas 

reconhecidamente participam dos mecanismos de controle da osmolaridade dos líquidos 

corporais e do sistema cardiovascular, o aimiento da expressão de c-Fos na exposição ao calor 

sugere que estas áreas desempenham importante papel nos mecanismos de termorregulação.

5 DISCUSSÃO
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Em ratos, um dos mecanismos de termorregulação por perda evaporativa de água é o 

resfriamento corporal, onde o animal espalha saliva pelo corpo. Assim a regulação da 

temperatura corporal durante a exposição ao calor é altamente dependente do nivel de 

hidratação. De fato, ratos expostos ao calor aumentam a produção de saliva e a freqüência 

com que os animais espalham a saliva pelo corpo, especialmente na região abdominal 

(HAINSW ORTH, 1967; 1968; STRICKER et a l ,  1970). A redução do nível de hidratação 

diminui a capacidade de resfriamento evaporativo e altera a atividade de outros sistemas 

termorregulatórios efetores (M ORIMOTO, 1990). Este efeito pode ser regulado em parte por 

neurônios hipotalâmicos, que são responsivos a ambas as mudanças, de temperatura e do mvel 

de hidratação (HORI et a l ,  1988; TRAVIS et a l ,  1993). Em nosso estudo, animais 

desidratados apresentaram menor capacidade para regular a temperatura corporal, quando 

expostos ao estresse térmico, apresentando aumento brusco da temperatura colônica. Isto pode 

ser devido à redução do nível de hidratação ocasionado pela privação hídrica prévia à 

exposição ao calor, o que leva à deficiência da perda evaporativa de calor, ocasionando 

aumento da temperatura colônica, 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 à privação 

hídrica de 14 horas perderam peso neste período (» 10 gramas) e, após exposição ao calor, 

houve perda adicional de mais 10 gramas. Os animais hiperosmóticos perderam 10 gramas de 

peso corporal antes do experimento devido à privação alimentar prévia ao experimento e 

quando submetidos ao calor perderam aproximadamente mais 5 gramas de peso corporal. 

Dados da literatura mostram que a desidratação térmica está associada com diminuição da 

água total do corpo, do volume do líquido extracelular e do volume plasmático. Quando o 

mvel de desidratação térmica é pequeno o volume plasmático é mantido relativamente



62

constante, entretanto, quando há alto nível de desidratação térmica ocorre diminuição 

importante da volemia (DURKOT et al., 1986; HOROWITZ et al., 1979; NOSE et a l, 1983; 

NOSE et al., 1985).

Além das alterações no volume dos líquidos corporais, a desidratação térmica altera a 

osmolaridade plasmática e a concentração de sódio plasmático (HAINSWORTH et al., 1968; 

NOSE et al., 1983; NOSE et a l, 1986; NOSE et al., 1985; STRICKER et al., 1970). Os 

aumentos da osmolaridade plasmática e da natremia no presente estudo são indicativos de 

uma redução da água do compartimento intracelular. Resultados semelhantes foram 

observados por outros autores que sugerem que esta redução de água no compartimento 

intracelular seja a responsável pela sede desencadeada em animais submetidos ao calor 

(ANDERSSON, 1978; FITZSIMONS, 1971; RAMSAY et al., 1977; ROLLS et al., 1982).

No presente estudo, animais hiperosmóticos, mesmo em condições controle de 

temperatura, apresentaram diminuição da concentração de potássio plasmático. Efeito similar 

na concentração de potássio plasmático foi observado por Nose e colaboradores (NOSE et al, 

1985; 1986). Por outro lado, alguns estudos mostram que a desidratação por privação hídrica 

em ratos reduz (BENNETT et al., 1987; MCKINLEY et a l, 1983) ou não altera (BARNEY et 

a l, 1983) a concentração plasmática de potássio. Estes autores sugerem que na privação 

hídrica, a diminuição do potássio plasmático pode ser devida à redução da água total corporal 

e ao aumento da concentração de sódio plasmático que elevam os níveis plasmáticos de 

vasopressina e esta, por sua vez, aumenta a captação celular de potássio reduzindo os níveis 

plasmáticos deste íon. Em nosso estudo, é possível que o mesmo mecanismo possa ter sido 

desencadeado resultando em diminuição da concentração plasmática de potássio em animais 

hiperosmóticos.

No presente trabalho, a desidratação ocasionada pela privação hídrica de 14 horas 

durante a noite foi capaz de aumentar significativamente a imunorreatividade a Fos em
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núcleos neuronais do OVLT, SFO, que são envolvidos na osmorrecepção, no PVN e SON, 

onde os neurônios sintetizam vasopressina e no MnPO e LSV que parecem ser estruturas 

importantes na integração das respostas de controle hidrossalino, cardiovascular e 

termorregulador. Nossos dados estão de acordo com  investigações prévias, onde ratos 

privados de água por 24 ou 48 horas apresentam aumento da expressão de c-Fos nas mesmas 

estruturas (McKJNLEY et al., 1994). Dados semelhantes também foram observados após 3 

dias e de 1-5 dias de privação hídrica (MIYATA et al., 1994; SLADER et al., 1994).

Os dados do presente estudo mostram que a administração de salina hipertônica 9% 

via orogástrica também induziu ativação de c-Fos no PVN, SON, LSV MnPO e nos órgãos 

circumventriculares SFO e OVLT. Respostas semelhantes foram observadas em ratos 

mantidos por 10 dias com oferta líquida exclusiva de salina 2 M (MIYATA et al., 1994). 

Após o mesmo tipo de tratamento crônico de 7 dias, com ingestão de sal, a imunorreatividade 

à c-Fos foi observada, não somente no PVN, mas também em estruturas da lâmina terminal, 

OVLT, MnPO e no SFO (KOVACS et al., 1993).

Os órgãos circunventriculares cerebrais contêm capilares fenestrados e possuem a 

barreira hematoencefálica 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 hipertônica (9%) via 

orogástrica. Dados semelhantes foram obtidos em estudos que examinaram a expressão de c- 

Fos em ratos adultos depois de mudanças osmóticas (KOVACS et a l ,  1993; LARSEN et al, 

1995;OLDFIELD et al., 1991; OLSON et a l ,  1993).

As evidências mostram que células do OVLT são osmossensitivas e que projeções 

eferentes desta estrutura medeiam certas respostas osmorregulatórias. Além disso, o SFO é 

muito conhecido por mediar os efeitos estimulatórios da angiotensina II na ingestão hídrica e 

secreção neurohipofisária em ratos (FERGUNSON et a l ,  1988; MANGIAPANE et a l ,  1984;
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OLDFIELD et al, 1991). Nossos achados são consistentes com outros trabalhos que mostram 

que o SFO é importante componente osmoresponsivo. O SFO envia projeções para a região 

AV3V e apresenta conexões recíprocas com o MnPO, OVLT, PVN e SON (MISELIS, 1981). 

Células do SFO aumentam sua freqüência de disparo durante a hipematremia, (GUTMAN et 

al., 1988) e estudos com lesão desta estrutura têm sugerido que células desta estrutura podem 

ter um papel facilitador na ingestão de água induzida pela salina hipertônica (HOSUTT et al, 

1981) e na secreção de AVP (MANGIAPANE et al., 1984) em ratos adultos. Nossos 

resultados evidenciam que áreas específicas do prosencéfalo são ativadas pela 

hiperosmolaridade plasmática induzida pela administração orogástrica de solução salina 

hipertônica (1,5 M) em ratos, o que também foi relatado em estudos que utilizaram 

administração subcutânea de salina hipertônica (2,0 M) (RINAMAN et al., 1997). Dados da 

literatura mostram que tanto a desidratação quanto à administração de salina hipertônica 

induzem expressão de c-Fos no PVN e SON (McKINLEY et al., 1990; SHARP et al., 1991).

Com relação às vias neurotransmissoras responsáveis pela osmorregulação e pela 

termorregulação, alguns estudos mostraram que injeção intracerebroventricular de carbacol, 

um agonista colinérgico, induz imunorreatividade a c-Fos no SON, PVN e MnPO 

(ROWLAND et al., 1994). A estimulação colinérgica do SON, pela microaplicação de 

neostigmina, aumentou a expressão de c-Fos neste núcleo e ocasionou aumento da Tc. Por 

outro lado, a estimulação colinérgica no PVN diminuiu a Tc e aumentou a ingestão de água. 

De acordo com evidências neuroquímicas, o MnPO tem conecções recíprocas com a área 

preóptica e hipotálamo anterior, sendo que o MnPO envia projeções para o PVN e SON. 

Desta forma, a estimulação de receptores colinérgicos muscarínicos e ativação colinérgica no 

PVN e SON pode ter fianção oposta na regulação da temperatura corporal e o circuito que 

inclui a área preóptica, hipotálamo anterior, MnPO, PVN e SON pode ser essencial nos 

mecanismos de termorregulação, como também na osmorregulação (TAKAHASHI, 2001).
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Estudos mostram que estímulos como a hiperosmolaridade, causada pela desidratação 

e ingestão crônica de sal, aumentam a expressão do gene nNOS no PVN e SON 

(KADOWAKI, et al., 1994; UETA et al., 1995; VILLAR et al., 1994). Outros estudos 

demonstraram que NO hipotalâmico inibe (CHIODERA et a l, 1994; KADOWAKI et a l, 

1994; YASIN et al., 1993) ou estimula a liberação de AVP (OTA et al., 1993). Ueta e 

colaboradores mostram que a produção de NO e o aumento da expressão do gene n-NOS no 

PVN e SON de ratos hipovolêmicos pode ter papel fisiológico na regulação da liberação de 

AVP ativada pela hipovolemia (UETA, 1995).

Em nosso estudo, animais desidratados e hiperosmóticos apresentaram forte 

imunorreatividade a c-Fos no PVN e SON, assim como redução de peso corporal o que 

indica perda de água corporal e, conseqüente, hipovolemia. Assim, podemos sugerir que vias 

oxidonitrérgicas podem estar atuando na regulação da liberação de AVP nestes núcleos.

A All pode agir como neurotransmissor no circuito neuronal mediando a regulação 

cardiovascular e homeostase do líquido corporal (PHILLIPS, 1987; UNGER et a l, 1988). 

Estudos sugerem que vias angiotensinérgicas centrais, que estimulam a liberação de 

vasopressina na periferia, são ativadas durante o estresse térmico e pode ter papel na 

modulação cardiovascular, através da vasoconstricção mediada por receptores Vi e V2, para 

ajustes na hipertermia. Alguns estudos também demonstram que é possível que 

termorreceptores enviem sinais para o SNC, podendo participar na modulação das ações 

centrais da All e, consequentemente, das respostas neuroendócrinas e de ativação do sistema 

nervoso simpático (KREGEL et a l, 1994).

O estresse térmico agudo pode produzir diminuição da água dos compartimentos de 

líquido intracelular e extracelular, resultando em aumento da osmolaridade plasmática e 

diminuição do volume plasmático (SAWKA et a l, 1985). Tanto a hiperosmolaridade, quanto 

a hipovolemia, estimulam a secreção de vasopressina da hipófise posterior, que na circulação
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periférica altera a atividade de receptores de volume cardiopulmonares e osmorreceptores 

(DUNN et al., 1973; WADE et al., 1986). Evidências sugerem que AVP circulante pode levar 

à vasoconstricção, resultando em aumento da resistência periférica total e da pressão arterial. 

A AVP também reduz a perda de água pela urina e este mecanismo pode ser crucial para a 

manutenção da homeostase hidrossalina durante o estresse térmico (UNGER et al., 1981).

Parâmetros como: redução da excreção urinária, aumento da freqüência respiratória, 

da salivação e da movimentação, não foram mensurados em nosso estudo, entretanto, estes 

parâmetros puderam ser facilmente observados no período experimental. Nossas observações 

levaram aos seguintes resultados: ratos submetidos ao calor apresentam redução da excreção 

urinária, aumento da freqüência respiratória, da salivação e da movimentação. Desta forma, 

estes dados em conjunto com dados da expressão de c-Fos em animais submetidos ao estresse 

térmico em diferentes condições de hidratação, sugerem que várias vias neurotransmissoras 

possam estar atuando em conjunto para a regulação da homeostasia térmica e osmótica. 

Nossos dados mostram que, animais submetidos ao calor apresentam hiperosmolaridade 

plasmática, perda do volume plasmático e aumento da expressão de c-Fos nos núcleos PVN e 

SON. Assim, podemos sugerir que vias vasopressinérgicas têm papel preponderante nesta 

regulação, além das vias angiotensinérgicas que podem estar estimulando a liberação de AVP.

Estresse, como a contenção, é conhecido por estimular a expressão de c-Fos no 

hipotálamo, especialmente na área preóptica mediana e no SON e elevar a Tc (SENBA, 

1997). A POA geralmente envia sinais excitatórios para os neurônios do SON, embora o 

exato tipo de neurônio precisa ser esclarecido em estudos fiituros. A POA é conhecida por ser 

importante não somente para mediar a perda de calor, mas também para controlar a produção 

de calor (KANASUE et al., 1998). Sinais eferentes inibitórios dos neurônios preópticos, 

sensitivos ao calor, provavelmente regulam a termogênese por tremor e por não -tremor 

(CHEN et al., 1998; ZHANG et a l, 1995), mas suas conexões não são ainda claras.
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Similarmente, a supressão da expressão de c-Fos induzida por exposição ao frio no PVNm 

devido ao aquecimento da POA sugere que neurônios recebem estímulos excitatórios dos 

receptores cutâneos e estímulos inibitórios da POA. A imunorreatividade a c-Fos no PVNm 

em ratos expostos ao frio corresponde bem com o envolvimento desta área na liberação de 

vasopressina em cães e cobaias durante a exposição 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 têm papel fimdamental na osmorregulação e que o LSV e MnPO além de participar na 

osmorregulação, também parecem ser importantes no controle da temperatura corporal.

Como entre os mecanismos de termorregulação, está a perda de água por evaporação, 

é importante que haja integração no SNC de áreas que controlam a osmorregulação, o sistema 

cardiovascular e a temperatura corporal. A ativação da LSV e área preóptica, em todas as 

situações de hidratação e de temperatura aqui estudadas, sugere que estas áreas podem ser as 

responsáveis pela integração das fimções osmorregulatórias e termorregulatórias centrais.
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O presente estudo constitui o primeiro a mostrar o efeito da exposição aguda ao calor 

através de luz infravermelha (+ 33) durante 45 min, na temperatura corporal, ativação 

neuronal e sua influência sobre as concentrações plasmáticas de sódio, potássio e da 

osmolaridade. Neste estudo, podemos fazer as seguintes conclusões:

A hipertermia induzida pela exposição aguda ao calor em ratos normoidratados leva à 

ativação de áreas hipotalâmicas, tais como a LSV, MnPO e PVN, que podem estar envolvidas 

na termorregulação. Entretanto, o OVLT, SFO e SON parecem estar mais envolvidos com a 

osmorregulação.

O aumento da expressão de c-Fos no MnPO e LSV, em resposta ao estresse térmico e 

à hiperosmolaridade dem onstra parecer haver sobreposição funcional de áreas que controlam 

o equilíbrio hidrossalino e a  temperatura corporal. Desta forma, sugerindo que estas áreas 

sejam responsáveis pela integração das funções termo e osmorregulatórias.

Nossos dados revelam pela primeira vez, que a área septal lateral (LSV) parece estar 

envolvida na sobreposição do controle da homeostasia hidrossalina e da termorregulação. 

Papel que antes era direcionado somente a área preóptica.

A hipertermia induzida pela exposição aguda ao calor leva à alterações da 

concentração de sódio plasmático e da osmolaridade plasmática que foram agravadas pela 

condição prévia a esta exposição.

6 CONCLUSÃO
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ANEXOS



Tabela 1 -  Temperatura das caixas experimentais e temperatura corporal de ratos 
normoidratados, desidratados e hiperosmóticos submetidos ao calor « 33°C durante 45 
minutos ou mantidos em condições controle de temperatura 23°C).

Estado dc 

Hidratação

Tcirípcrlura Corporal

controlc cxpcrinicntaJ

Tcinpcratura Aitibicntc

controle experimental

Normoidratado (8) 

Desidratado (8) 

Hiperosinólico (8)

37.8 ± 0.3

37.8 ± 0,1 

37.6 ± 0.2

41.5 ± 0.4 fl. 

4 3 .2 ± 0 .2 f l,/)

41.8 ± 0.2 fl, c

24.1 ± 0 .2

26.0 ± 0.7

24.1 ±0.1

32.5 ± 0.2 fl

32.5 ± 0.2 fl 

32.0 ± 0.2 fl

O número dc animais utilizados cin cada experimento está entre parênteses. Análise estatística; ANOVA para 
medidas repetidas "Two Way” seguido de pós-teste de Student-Newman-Keuls.
As diferenças estatísticas (p<0,05) demonstradas pelo pós-teste Student-Newman-Keuls onde (a) representa a 
comparação entre as condições dc temperatura da caixa (controle e experimental) na mesma condição de 
liidratação (h) representa a diferença em relação aos animais normoidratados sob a mesma condição de 
temperatura e (c) indica diferença em relação aos animais desidratados sob a mesma condição dc temperatura.



Tabela 2 ^  Alterações nas concentrações plasmáticas de sódio e potássio e da osmolaridade 
plasmática em ratos normoidratados, desidratados e hiperosmóticos submetidos ao calor 
33"C durante 45 minutos ou mantidos em condições controle de temperatura (« 23°C).

Cone. Normoidratado (8) Desidratado (8) Hiperosmótico (8)

Controle Experimental Controle EApcrinientaJ Controle Experimental

Na' 134.63 ±0.73 142.50 ± 1.05 a i40.75± 1.82 A 145.25 ±0.53 tf 142.75 ±0.77/? 145.88 ±0.81

K* 5.94 ±0.16 5.25 ±0.13 5.96 ±0.17 5.40 ± 0.28 4.96 ±0.15 ò, c 5.41 ±0.35

Osm 323.00 ± i .36 3.12.50 ±3.19 a 325.75 ± 2.02 3.34.63 ± 1.16 a 329.25 ± 1.41 340.00 ±2.51 a. h

O  número dc animais utili/ados cm cada experimento está entre parênteses. Análise estatistica; ANOVA para 
medidas repetidas “Two Way” seguido dc pós-lcste de Student-Newman-Keuls.
As diferenças estatísticas (p<(),()5) demonstradas pelo pós-teste Student-Newman-Keuls onde (a) representa a 
comparação entre as condições de temperatura da caixa (controle e experimental) na mesma condição de 
hidratação (b) representa a diferença cm relação aos animais normoidratados sob a mesma condição de 
temperatura e (c) indica diferença em relação aos animais desidratados sob a mesma condição de temperatura.



Tabela 3 -  Número de núcleos c- Fos positivos em áreas do SNC de ratos normoidratados, 
desidratados e hiperosmóticos submetidos ao calor 33°C durante 45 minutos ou mantidos em 
condições controle de temperatura (« 23°C).

Are;is SNC Normoidratado

Controlc
(4)

Experimental
(4)

Desidratado

Controle
(4)

Experimental
(4)

Hiperosmótico

Controlc
(4)

Experimental
(4)

LSV 14.25 + 3.73 320.75 +23.51 a,b 190.3 +49.4/j 343.75 ± 26.68 a b

MnPO 28.75 + 8.52 70.00 + 9.95 a 193.0 +33.9/j 206.8 + 68.9/) 238.3 ±39.9/7

VLPO 9.3 + 1.6 24 ± 3.7 50.5+6.0* 64.3 ±5.2/7 50.5 ±6.3/7 58.8 ±10.1 b

SFO 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 171.5 ±20.4/7 162 ±18.5/7 108.3 ± 17.6/7 123.8 ±22.4/7

OVLT 35,3 ± 7.5 55.5 ±3.1 141,5 ±6,3/) 161,5 ± 18,4/) 164,8+29,7/. 192,3 ±21,0/7

PVN 12,0 + 1,9 86,0 ± 10,8 a 165,0 ± 11,1 b 192,5 + 27,5/) 495,0± 75,2 b. c 437.5 ±62,2 b. c

SON 1.75 ±0.75 ll.50±0.96 182.5 ± 16.9/) 307.3±2!.l fl, h 272.5 ± 26.9/),£• 314.3 + 19.1 b

O número de animais utilizados em cada experimento está entre parênteses. Análise estatística; ANOVA para 
medidas repetidas "Two Way” seguido de pós-lcslc de Student-Newman-Keuls,
As diferenças estatísticas (p<0J)5) demonstradas pelo pós-teste Student-Newman-Keuls onde (a) representa a 
comparação entre as condições de temperatura da caixa (controle e experimental) na mesma condição de 
hidratação (h) representa a diferença cm relação aos animais normoidratados sob a mesma condição de 
temperatura e (c) indica diferença em relação aos animais desidratados sob a mesma condição de temperatura.



Tabela 4 -  Mudanças no peso corporal de ratos normoidratados, desidratados e 
hiperosmóticos antes e após exposição ao calor * 33°C durante 45 minutos.

Peso (gramas) Normoidratado (8) Desidratado (8) Hiperosmótico (8)
Peso inicial 3 0 I . 6 ±  11,5 280.4 ±5 . 74 264.9 ±4.93
Peso final 289.0 ± 10.8 273.1 ±4.95 260.0 ±5.35

O núincro dc animais ulili/.ados cm cada c.xpcrimciito está entre parênteses.
Análise estatística; ANOVA “One Way” demostra não haver diferença estatística entre os gnipos estudados.
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