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CERQUEIRA, Diana Rodrigues. De estudo dos efeitos da interleucina-1beta nos nicleos
central e medial da amigdala sobre o apetite por sodio e o papel do sistema serotoninérgico
central. 123 f. il. Tese (Doutorado em Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundacéo
Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2017.

RESUMO

INTRODUCAO: interleucine-1p (IL-1p), mediadora da comunica¢io entre os sistemas
imune, enddcrino e nervoso central que ao acessar 0 encéfalo modula fungdes adaptativas
complexas do organismo na manutencdo da homeostase, incluindo a atividade do eixo
hipotalamo- hipofise na resposta ao estresse, temperatura corporal, comportamento ingestivo e
neurotransmissdo das monoaminas centrais. Microinjecdes de IL-1p no encéfalo promove
inibicdo da sede e do apetite por sodio e a administragdo periférica e central desta citocina
induz um aumento na concentragdo de serotonina no hipotdlamo. A serotonina medeia o
controle de vérias fungbes centrais, como a homeostasia hidrossalina. O nicleo central da
amigdala (CeA) e o nucleo medial daamigdala (MeA) integramo circuito do comportamento
do apetite do sodio e estdo envolvidos com as agBes homeostéticas e cognitivas. Portanto, o
presente estudo teve como objetivo investigar o efeito da microinjegdo de IL-1p na CeA ou na
MeA no apetite de sddio em ratos com depletacdo deste ion e a participacdo do sistema
serotoninérgico central neste efeito. MATERIAIS E METODOS: Ratos Wistar (250g e
270g) foram anestesiados com cetamina/xilazina (80-7 mg/kg, ip) e submetidos a canulagdo
estereotaxica na CeA ou MeA ou CeA e Ventriculo lateral (VL) ou MeA e VL. No dia
anterior as sessoes experimentais, 0s ratos receberam injegdes de furosemida (20 mg / kg, s.c)
e dieta hipossddica (0,001% Na' e 0,33% K*). Os animais receberam IL- 1B nas concentracdes
de 0,4, 0,8, 1,6 ng /0,2 pl ou veiculo na CeA ou na MeA, e a ingestdo de salina hipertdnica e a
de agua destilada foram medidas durante 2h. Para testar o envolvimento das vias
serotoninérgicas, 0s ratos receberam para-clorofenilalanina (p-CPA) (200 pg/2ul) ou veiculo
no VL trés dias antes das microinjegdes de IL-1B na concentragdo de 1,6 ng / 0,2 ul ou
veiculo, naCeA ou naMeA, e aingestéo de salina hipertonica e agua destilada foi medida por
2h. Apenas os dados de ratos cujas canulas-guia estavam na CeA ou MeA ou CeA e VL ou
MeA e VL foram considerados. RESUL TADOS: Os dados mostram que a microinjecéo de
IL-1P na CeA ouna MeA inibe o apetite de sodio, sendo o percentual de inibigao da IL-1p na
CeA maior que na MeA. A inibicdo é especifica para o apetite por sddio e ndo esta
relacionado & anedonia ou inabilidade locomotora e, este efeito antinatriorexigénico da IL-1,
depende do sistema serotonérgico central. Observa-se também que a IL-1B na CeA ou na
MeA promove aumento da temperatura corporal, sendo a hipertermia mais expressiva na
MeA. CONCLUSAO: O efeito antinatrioregénico da IL-1p depende do sistema
serotoninérgico central.

Palavras-chave: Interleucina- 1B, Apetite por Sddio, Serotoning, Hipertermia.



CERQUEIRA, Diana Rodrigues. Study of the effects of interleukin-1beta on the central and
medial nuclei of the amygdala on sodium appetite and the role of the serotoninergic system
central. 123 f. il Thesis (PhD in Pathology) - Federal University of Bahia. Oswaldo Cruz
Foundation, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2017.

ABSTRACT

BACK GROUND: interleukin-1p (IL-1pB) mediates the communication between the immune,
endocrine and central nervous systems, which, upon access to the encephalon, modulate
complex adaptive functions of the organism in the maintenance of homeostasis, including
hypothalamic-pituitary axis activity in response to stress, body temperature, ingestive
behavior and neurotransmission of central monoamines. IL-1B microinjection into the brain
promotes inhibition of thirst and appetite by sodium and the peripheral and central
administration of this cytokine induces an increase in the concentration of serotonin in the
hypothalamus. Serotonin mediates the control of several central functions, such as hydrosaline
homeostasis. The central amygdala nucleus (CeA) and medial amygdala nucleus (MeA)
integrate sodium appetite behavior circuitry and they are involved with homeodtatic and
cognitive actions. Therefore, the present study aimed to investigate the effect of IL-1p
microinjection into CeA or MeA on sodium appetite in sodium depleted rats and the
participation of the central serotonergic system in this effectt MATERIALS AND
METHODS: Wistar rats, weighing between 250g-270g were anesthetized with
ketamine/xylazine (80-7mgkg, ip) and submitted to stereotactic cannulation of the CeA or
MeA, or CeA and lateral ventricle (VL) or MeA and VL. The day before the experiments, rats
received injections of furosemide (20mg/kg, sc) and low sodium diet (0.001% Na" and 0.33%
k™). The animals received IL-1p at concentrations of 0.4, 0.8, 1.6 ng/0,2ul or vehicle in CeA
or MeA and the hypertonic saline and distilled water intakes were measured for 2h. To test the
involvement of serotonergic pathways, the rats received p-chlorophenylalanine(p-CPA) (200
ug/2ul) or vehicle in VL three days before microinjections of IL-1B at concentration 1.6
ng/0,2ul or vehicle in CeA or MeA and the hypertonic saline and distilled water intake were
measured for 2h. Only data from rats whose guide cannulas were in the CeA or MeA or CeA
and VL or MeA and VL were considered. RESUL TS: The data show that microinjection of
IL-1B in CeA or MeA inhibits sodium appetite, with the percentage of inhibition of IL-1f in
CeA being greater than in MeA. Inhibition is specific for sodium appetite and is not related to
anhedonia or locomotor inability, and this antinatriorexigenic effect of IL-1 depends on the
central serotonergic system. It is also observed that IL-1B in CeA or MeA promotes an
increase in body temperature, being the most expressive hyperthermia in MeA.
CONCLUSION: The antinatrioregenic effect of IL-1p depends on the central serotonergic
system

Key words:. Interleukin-1p, Sodium Appetite, Serotonin, Hyperthermia.
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1 INTRODUCAO

As citocinas s80 mediadores necessarios para conducdo da resposta inflamatériae
também da comunicacdo reciproca entre os sistemas endocrino, imune e nervoso cerntral,
fundamentais a manutencdo da homeostase (LICINIO e WONG, 1996; WATKINS et al.,
1999, GALEA et al., 2007). A citocina pré-inflamatoria interleucina- 1 (IL-1P) ¢ sintetizada
por diversos tipos celulares quando ativados, incluindo células residentes do encéfalo. M uitos
estudos tém demonstrado que a IL-1p, a0 acessar o sistema nervoso central, pode modular
funcdes homeostaticas importantes de controle desse sistema, como a temperatura corporal, a
pressdo arterial, a sede e o0 apetite por sodio, como também, a neurotransmissdo de
monoaminas centrais (PA LUZ et al.,, 2009; SHINTANI, 1993).0 receptor IL-1R €
encontrado em diferentes regides do SNC sendo abundante no hipocampo e em areas
hipotaldmicas (QUAN et a., 1993; ROTHWELL e HOPKINS, 1995; DIANA et al., 1999).

O apetite especifico por sddio € um comportamento motivado, conservado em
muitas espécies de animais e resulta da perda organica desse ion. A ingestdo de sodio tem por
finalidade o restabelecimento da natremia perdida (FI TZSIMONS, 1998). O controle central
da homeostasia hidrossalina € desencadeado por diversos sinais vindos da periferia que
acessam o encéfalo, que integra e processa tais informacdes, e ativa sinais estimulatorios ou
inibitérios, por acdo de neurotransmissores e/ou neuromoduladores, através das vias de
conexdes aferentes ou eferentes e dos receptores localizados nas &eas envolvidas na
imbricada rede de regulacdo desse comportamento (ANTUNES-RODRIGUES, 2004;
JOHNSON e THUNHORST, 1997; JOHNSON, 2007). Verifica-se que apés tratamento
periférico ou microinjecdo direta nos ventriculos encefélicos de lipopolissacarideo (LPS) ou
IL-1B, h4d aumento da atividade neuronal em 4areas envolvidas com a regulagdo da
homeostasia hidrossalina como o SFO, o OVLT, o MnPO e a AP (WATKINS et al., 1999;
ELMQUIST et al., 1996; KERADI, 1997).

A acdo antidipsogéncia da IL-1p tem sido demonstrada por varios estudos (DE
CASTRO E SILVA, 2006; LUZ et al., 2009).0Observa-se que administracdo periférica de IL-
1B resulta em anorexia, adpisia e dimuigdo da excre¢do de sodio e de potassio, sem alterar o
volume urindrio. Ainda se observa que a excrecdo de sodio induzida pela IL-1p foi suprimida

emanimais renal desnervado (KANNAN et al., 1996). Em outro estudo, microinjecdesde IL-
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1B inibem a ingestdo de &gua e o pré-tratamento com o antagonista |L-1RA blogueia esse
efeito antidipsogénico (PLATA-SALAMAN e FRENCH-MULLEN, 1992), entretanto,
poucos estudos mostram o efeito antinatriorexigénico dessa citocina. Verificase que o
tratamento com LPS ou IL-1, por via intraperitoneal ou microinjegdo em areas do encéfalo,
inibe o apetite por sddio em ratos depletados desse ion (PA LUZ et al., 2006., ALMEIDA,
2011a, CERQUEIRA et al., 2016). Estes estudos demonstram que a IL-1B exerce agdo
inibitoria sobre a homeostasia hidrossaling, sugerindo que esta seja sua acdo enddgena em
situacBes em que esta citocina € comumente liberada. Contudo, os mecanismos pelo qual a

IL-1P promove tal efeito sdo pouco conhecidos.

Muitos estudos tém demonstrado que a IL-1 pode atuar no sistema nervoso
central e modular a atividade de diferentes monoaminas centrais. Verificou-se que o
tratamento intraperitoneal ou encefadlico com IL-1p induz a liberacdo da serotonina, da
dopamina e da noradrenalina e seus metabdlitos (SHINTANNI et al., 1993., DUNN, 2006).
Dados da literatura mostram que a serotonina participa dos mecanismos inibitérios do apetite
por sodio (MENANI et al., 1996., 2002., 2014., CASTRO et al., 2003., CP LUZ et al., 2006,
2007). Areas envolvidas no controle do apetite por sodio, como o MnPO, PVN, o0 OVLT, o
SFO, 0 LPBN, o NTS apresentam conexdes reciprocas com os nicleos dorsal e mediano da
rafe, regido onde se encontram os nlcleos dos neurdnios serotoninérgicos (AZMITIA 1999,
2001., HOYER, 2002).

Estudo mostra que neurbnios angiotensinérgicos do SFO se projetam para o
nicleo dorsal da rafe, sugerindo que as informacdes sobre as variagdes nos niveis de ANGII
plasméaticos podem ser detectadas no nlcleo dorsal da rafe (TANAKA et al., 1998). Verifica-
se também que microinjecdes de ANGII diretamente no SFO reduz os niveis extracelul ares de
serotonina e seus metabolitos (TANAKA et al., 2004). Desse modo, como a IL-1B modifica
os niveis de serotonina disponiveis, ndo se descarta a possibilidade de o efeito inibitério dessa
citocina sobre o apetite por sddio seja mediado por este neurotransmissor. Entretanto, até o

presente momento, ndo hé dados disponiveis mostrando esse possivel mecanisno.

Dados da literatura mostram que a deplecdo encefalica de serotonina 5-HT atraves
da administracdo sistémica de p-CPA (inibidor da sintese de serotonina), bem como, lesdo do
nicleo dorsal da rafe permite estudar a miriade de funcBes controladas pelo sistema nervoso
central de coordenagdo serotoninérgica, dentre elas o apetite por sodio (REIS, 1994; 2007).
Ratos normonatrémicos ou que recebem injecdo intraperitoneal de p-CPA apresentam copiosa
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ingestdo de salina hipertdnica (LIMA et al., 2004) Verifica-se também que ratos depletados de
sodio com lesdo no nicleo dorsal da rafe apresentam o comportamento de apetite por sodio
(OLIVARES et al., 2003). Obsavase em ratos desidratados que a administracéo
intraperitoneal de MK212 ou mCPP, agonistas dos receptores 5-HT2C, inibe o apetite por
sodio (NEILL e COOPER,1989). Observa-se também que ratos depletados de sodio, tratados
comm-CPBG (agonista do receptor 5-HT3) apresentam inibicdo da ingestdo de salina
(CASTRO, 2003). Observa-se também que ratos depletados de sodio, por dialise peritoneal,
ingerem elevado volume de salina hipertbnica e seus encéfalos apresentam elevada
imunorreatividade a ¢c-FOS no nicleo dorsal da rafe, no LPBN e na AP apds ingestéo,
indicando a ativagdo neuronal destas areas que participam da regulacdo da homeostasia
hidrossalina (FRANCHINI et al., 2002). Estes dados corroboram o tdnus inibitério da

serotonina sobre o apetite por sodio.

RELEVANCIA DO ESTUDO

Os niveis de IL-1B encontram-se elevados em doengas como cancer, artrite
reumatoide e diabetes (HUANG et al.,, 2001; A.M LEWIS, et al., 2006., LARSEN ¢t al.,
2007). Individuos acometidos por estas doencas, e outras infecgdes e/ou inflamagoes,
manifestam mudancas comportamentais associadas aos niveis aumentados dessa citocina
como anorexia, adipsia, letargia, anedonia, distirbios do sono e inabilidade social (KELLEY
et al., 2003; DANTZER et al., 2008). Ao conjunto dessas manifestagdes, aos quais também
estéo incluidas a febre e as alteracbes neuroenddcrinas, refere-se como comportamento
doentio (sickness behavior) (DANTZER, 2009). Muitos estudos também mostram o
envolvimento da IL-1B em pandemias como obesidade e hipertensdo (OSBORNEet al., 2008.,
CROWLEY e JEFFS, 2016).

Dados da literatura sugerem uma associagdo entre a IL-1p e doengas como a
doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e a depressdo maior, que sdo caracterizadas pela
disfuncéo da neurotransmisséo central (GOSHEN et al., 2008; SHAFTEL et al., 2008; LEAL
et al., 2013), bem como evidenciam a acdo desta citocina sobre a neutrotransmisséo de
monoaminas (SHINTANI et al., 1993). Existe uma associagdo entre alL-1p e a hiperatividade
do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal, comum em individuos deprimidos, além disso, observa-

Se gue pacientes que recebem imunoterapia com citocinas frequentemente mostram que 0s
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sintomas associados a depressdo tém sido atenuados com suporte de antidepressivos
(PINEDA €t al., 2012; FELGER e LOTRICH, 2013). Diversos estudos mostram miriade de
funcbes encefalicas sob coordenacdo serotoninérgica dentre estas, funcbes cognitivas e a
regulacdo central do apetite por sodio (BUHOT et al., 2000; CASTRO, 2003; MENANI,
1996, 2014; C.PLUZ et al., 2006, 2007).

S80 poucos os estudos mostrando a agdo de I L- 13 em areas encefalicas especificas
e envolvidas no controle do sistema nervoso central do apetite por sodio e 0s poucos estudos
publicados mostram que esta citocina promove efeito antinatriorexigénico (P.A LUZ et al.,
2009; ALMEIDA, 2011; CERQUEIRA et al., 2016). Além do controle dos liquidos corporais,
sabe-se que o sbdio esta envolvido na manutencdo da pressdo sanguinea, no equilibrio &cido-
base, no metabolismo da glicose e na sintese protéica (JOHNSON, 2007; MOHAN e
CAMPBELL, 2009), de modo que a manutencdo dos niveis adequados deste ion é
fisiologicamente essencial. Assim sendo, diante do envolvimento do sbdio em diversas
funcdes do organismo, a investigacdo do efeito da IL-1p, que é sintetizada naturalmente em
resposta a infecgdo, inflamacéo, lesdo tecidual ou invasdo de agentes agressores, no sistema
nervoso central sobre comportamento do apetite por sddio, se reveste de essencial

importancia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CITOCINAS

Mediadores classicos da resposta inflamatOria, as citocinas sdo proteinas ou
glicoproteinas hidrossoluveis de baixo peso molecular, variando de 8 a 30kDa, que podem
participar também de funcbes metabdlicas e enddécrinas (SOMMER eWHITE, 2010).
Séosintetizadas em reposta a agressdo tecidual ou a invasores patdgenos e enviam
sinais modulatérios, para as diferentes células do sistema imunologico (CURFS et al., 1997;
ZHANG e AN, 2007). As citocinas atuam em baixas concentrages, ndo sd0 armazenadas
como moléculas pré-formadas e podem ter agcdoautécring, paracrinaou endécrina (VARELLA
e FORTE, 2001). S&o sintetizadas por células distintas do sistema imunologico, tais como
macrofagos, mondcitos, células-T-CD4, eosindfilos, e outros tipos celulares, como
hepatdcitos, fibroblastos, midcitos, adipécitos, células gliais e neurbnios (BENVENISTE,
1992; WATKINS et al.,, 1999; VARELLA e FORTE, 2001; HOUFMANN et al., 2001;
RAMADORI e ARMBRUST, 2001; COPPACK, 2001).

As citocinas apresentam distintas propriedades, de modo que muitas destas podem
agire desencadear multiplos efeitos sobre mais de um tipo celular (pleiotropia); duas ou mais
podem promover as mesmas acoes (redundancia); potencializam seus efeitos quando agem
juntas (sinergia), como podem apresentar efeito contrério (antagonismo) (VARELLA e
FORTE, 2001; OLIVEIRA et al., 2011). Ao se ligarem aos receptores especificos, ativam
mensageiros intracelulares que regulam a transcricdo génica e assim atuam na atividade, na
diferenciacdo, na proliferacéo e sobrevida da célula imunolégica; bem como a producéo e a
atividade das citocinas que ou potencializam a resposta inflamatéria (pro-inflamatérias) ou
atenuam a resposta inflamatéria (anti-inflamatérias). As citocinas estdo agrupadas em
interleucinas (IL), fatores de necrose tumoral (TNFs), interferons (INFs), fatores de
crescimento mesenquimal (TGFs) e quimiocinas (RAEBURN et al., 2002; WHITE et al.,
2005). Linfécitos T CD4" (células T helper) podem se diferenciar em vérias linhagens de
células T reguladoras (T regs), incluindo Thl, Th2 e Thl7, de modo que diferenciacéo

depende dos fatores de transcricBo que expressam e 0S genes que 0s trancrevem, conforme
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definido pelas citocinas do microambiente que essas células sdo ativadas (SAN TARLASCI et
al., 2013). Tais moléculas medeiam a comunicagdo entre células imunes que participam das
reacdes inflamatdrias e permitem a comunicagdo reciproca entre os sistemas imunoldgico,
endocrino e nervoso central (SNC) (RAEBURN et al., 2002). A interacdo entre estes sissemas
promove gjustesfinos neuroenddcrino, autondmico e comportamental frente a infecgdes e
doencas comocancer, diabetes, hipertensdo, artrite reumatdide e depressio (SZELENYI,
2001; RICOTE et al., 2004; LARSEN et al., 2007; VAN TESSEL et al., 2013; SCHETT et
al., 2016).

Os membros da familia interleucina-1 (IL-1) participam ativamente na promogao
edesencadeamento das respostas fisiopatoldgicas, agudas e/ou crénicas, a patbgenos e danos
teciduais, além disso, a sintese dessas moléculas ocorre por estimulos infecciosos e
inflamatérios, sendo assim mediadores da resposta imune inata edo processo inflamatério. A
estimulacdo e a liberagcdo das citocinas pro-inflamatérias sd0 essenciais para inicio e
manutencdo da imunidade adquirida (DINARELLO, 1996; 2011; NETEA et al., 2010;
SCHETT et al., 2016). Esta é a maior familia de citocinas, com onze membros identificados e
descritos (IL-1F1 a IL-1F11) (DINARELLO, 2011; GARLANDA et al., 2013
SANTARLASCI et a., 2013; SCHETT et d., 2016; KWAK et al., 2016).

As interleucinas sdo moléculasintracelulares que carecem de sequencia peptidica
sinalizadora, sendo necess&rio 0 processamento proteolitico para se tornarem moléculas
biologicamente ativas, com excecdo da IL-Ra, que é a Unica isoforma secretada, visto que
apresenta uma sequéncia de peptideos sinalizadores na porgdo N-terminal hidrofébica. As
citocinas dessa familia se ligam a receptores heterodiméricos e uma vez ligados ao receptor,
essas interleucinas ativam vias de sinalizagdo intracelular semelhantes, com o recrutamento da
proteina adaptadora MyD88 a0 receptor Toll-IL-1 (TIR). (GARLANDA et al., 2013;
SANTARLASCI et al., 2013; NETEA et al., 2015; KWAK et al., 2016). Sete membros desta
familia tém atividade agonista (IL-1a, IL-1f, 1L-18, IL-33, IL-36a, I1L-36p, IL-36y), um com
acdo anti-inflamatoria (I1L-37) e trés com atividade de receptor antagonista (IL-1Ra, | L-36Ra,
IL-38) (GARLANDA etal., 2013; AFONINA et a., 2015; KWAK et al., 2016).

Os receptores dos membros da familia IL-1s80 proteinas transmembrana
caracterizados por apresentar seis cadeias receptoras, com quatro complexos sinalizadores,

sendo que dois destes, o IL-1R2 e o IL-18BP ndo apresentam mecanismos desinalizacéo
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intracelular, 0 que os categoriza como receptores do tipo “decoy” (AKHABIR e
SANDFORD, 2010., DINARELLO, 2011b., GARLANDA et al., 2013) e outros dois atuam
como reguladores negativos, 0 TIR8 ou SIGIRR e ol L-1RAcPb (GARLANDA et al., 2013).
Os receptores da familia IL-1 sdo classificados como “Toll-like” e sdo importantes por
desencadear respostas imunoldgicas diversificadas como a ativagdo do fator de transcrigdo
nuclear kappa B (NF-kB) ¢ das proteinascinases ativadas por mitdgenos relacionadosao
estresse (MAPKS), a expressdo de genes inflamatorios e o reconhecimento de agentes
invasores (TAKEDA e AKIRA, 2004; ALLAN et al., 2005; SANTARLASCI et a., 2013).

Todas as células do sistema imune inato expressam e/ou sdo afetadas pelos
membros da familia 1L-1 e as alteragdes no padrdo de expressdo destas interleucinas estéo
relacionadas a progressdo das doencas, como também a lesdo tecidual ou invasdo de
patdgenos. Além disso, estas citocinas também estimulam a sintese de prostaglandinas e
oxido nitrico, estando relacionadas a agdes homeostéticas e metabdlicas (DINARELLO e
WOLF, 1993; DINARELLO, 1996; IGWE et al., 2001.,, RICOTE et al., 2004; VAN
TASSEL et d., 2013; SCHETT et al., 2016). Diante disto, o entendimento da acdo das
interleucinas permite discorrer sobre como algumas infecgdes e inflamagdes se processam, as

mudancas comportamentais associadas a esses evertos e as possiveis estratégias terapéuticas
(IGWE et a., 2001; LEWIS et al., 2006; GARLANDA et al., 2013).

2.2 INTERLEUCINA-1BETA (IL-1p): BIOLOGIA E INTERACAO
COM SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Ha dois tipos de IL-1 com 17 KDa, a IL-1a e a IL-1PB, que exercem diversas
atividades bioldgicas, as quais incluem a promocéo de febre, vasodilatacdo, hematopoiese,
ativacdo linfocitaria, quimiotaxia, angiogénese e sintese de anticorpos (GARLANDA et al.,
2013). Apesar de apresentarem sequéncias de aminoécidos homoldgas, sdo codificadas por
genes diferentes do cromossomo 2 (DINARELLO, 2012; GARLANDA et al., 2013; KWAK
et al., 2016). A transcricdo e a tradugdo do RNAm em proteina precursora pré-1L-1 ocorre
apos ativacdo de receptores especificos capazes de reconhecer vias de padrbes de
reconhecimento de patdgenos, tais como receptores toll like (TLR) ou apds liberacdo de
outras citocinas (WATKINS et al., 1999; NETEA et d., 2015).
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A pro-IL-1a estd constitutivamente expressa nas células epiteliais do trato
gastrointestinal, nos pulmdes, no figado, nos rins, como também € liberada por células em
necrose, 0 que pode indicar o inicio répido de uma cascata de citocinas inflamatérias
mediando as fases iniciais da inflamagdo. A pro-IL-1a é clivada em IL-1a pelacalpaina II,
uma protease de cisteina associada & membrana e dependente de Ca*? (CHEN et al., 2007,
RIDER et al., 2011; AFONINA et al., 2014; NETEA et al., 2015; SCHETT et al., 2016). A
pré-1L-1B, todavia, ¢ inerte, de modo que apenas quando clivada em IL-1p, se torna proteina
madura. S80 dois mecanismos de ativagdo da pro-1L-1p, o primeiro pela protease de cisteina
caspase-1, dependente de inflamossoma, um complexo multiprotéico formado apds o
reconhecimento de diversos sinais inflamatérios, tais como os padrdes moleculares associados
ao perigo (DAMPs) e aos patégenos (PAMPs) (ZHOU et al., 2016). Estes inflamossomas
apresentam  dominios  citosdlicos composto de receptores de ligagdo a

nucleotideos e oligomerizacdo (NOD), mais comumenteo NLRP3, e a proteina adaptadora

associada a apoptose (ASC), que ao reconhecerem o agente lesivo formam um complexo
protéico NLRP3/ ASC /pré-caspase-1. Ao se ligar a pré-caspase-1, este conmplexo induz
clivagem a sua forma madura, a IL-1B (NETEA et al., 2015; ZHOU et al., 2016; KWAK et
al., 2016., SCHETT et al., 2016). O outro mecanismo de ativacdo da pro-1L-1p em IL-1p,
independente da caspase-1 e da ativacdo de inflamossomas, € mediado por neutrofilos. Tais
células fornecem proteases de serina quetambém processama | L- 1B, dentre elas, a proteinase-
3 ou mieloblasting, a elastase, a catepsina G e granzima A, além de outras proteases liberadas
por microorganismaos invasores como a quimase, a quimiotripsina e ameprina A (SCHETT et
al., 2016). Tal mecanismo € de suma importancia, uma vez que os neutrofilos sdo células
abundantes no tecido inflamado. A IL-1p ¢ sintetizada por células hematopoiéticas, tais como
mondcitos e macréfagos sanguineos, células do sistema imune inato, como as células
dendriticas da pele e as natural killers (NK), e por células do sistema nervoso, como 0S
neurdnios, astrocitos e microglia. E secretada por uma via independente do conplexo golgi e
reticulo endoplasmatico (ALAN et al., 2005; GALEA et al., 2007; DINARELLO, 2011a,,
NETEA et a., 2015)

OsagonistasIL-1a e IL-1B competem pelo mesmo sitio do receptor de membrana
IL-1R1, que esta expresso em quase todos os tecidos. Este receptor para exercer sua atividade,
necessita da proteina acessoria IL-1-RAcP, formando um complexo receptor heterodimérico
essencial a transdugdo de sinais, a IL-1 a0 se ligar a0 receptor, desencadeia suas agles.
(DINARELLDO, et al., 2000; O'NEILL e DOWER, 2001; ALLAN et al., 2005). O antagonista
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enddgeno deste receptor, IL-1Ra, estd expresso em quase todos os tecidos e compete com | L-
1B pelo sitio de ligacdo, além disso, estd presente no soro em maiores concentragdes que a IL-
1B (AREND e GUTHRIDGE, 2000; DINARELLO, et al., 2000). O antagonista IL-1Ra a0 se
ligar no receptor IL-1R1, inviabiliza o recrutamento da proteina acessoria e por consequércia,
a formacdo do complexo receptor heterodimérico, logo, ndo ha sinalizacdo intracelular
(DINARELLO, et al., 2000; NETEA et al., 2015). IclL-1RA1, iclL-1RA2, iclL-1RA3,
também sdo antagonistas do receptor 1L-1R1, contudo sdo isoformes intracelulares (PALMER
et al., 2002). A manutencdo do equilibrio entre IL-1 e | L-1Ra é importante para prevencdo do
desenvolvimento ou progressdo de doencgas inflamatdrias (IRIKURA et al., 2002; SGROI et
a., 2011).

A IL-1p estd presente no organismo em concentragdes baixissimas, e diante de um
evento infeccioso ou inflamatério a sua sintese € aumentada. A 1L-1pB pode acessar 0 SNC,
sgja por via sanguinea ou neural (VITKOVIC et al., 2000; STEINMAN, 2004). Esta citocina
€ importante mediadora na comunicagdo entre o0s sistemas imune, enddcrino e nervoso
central, 0 que permite a0 encéfalo monitorar as alteragbes organicas que ocorrem em
condicbes de doenca e coordenar respostas efetoras para manutencdo da homeostasia
(STEINMAN, 2004). O receptor IL-1R € encontrado em diversas &eas do SNC e acles
homeostaticas de controle central podem ser moduladas por esta citocing, dentre as quais a
atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, a termorregulacdo, a pressdo arterial e o
comportamento ingestivo (FARRAR et al., 1987, SHEANA, 2004; KARADI, 2005;
TAKACS, 2010; GADEK-MICHALSKA et al., 2011). Alémdisso, diversos estudos mostram
0 envolvimento da IL-1B na neurotransmissdo, no comportamento doentio ¢ na depressao
(DANTZER et a., 2008; GOSHER et d., 2008).

Citocinas produzidas na periferia alcancam o encéfalo por vias de acesso distintas,
de forma direta ou ativando segundos mensageiros cuja sintese € induzida por estas citocinas,
tais vias de acesso ndo sGo mutuamente exclusivas e podem depender da localizagcdo do
estimulo infeccioso/inflamatério e o estado de doenca do individuo (LICINIO e WONG,
1997). Diversos estudos mostram que injecbes periféricas sejam de IL-1B ou de
lipopolissacarideo (LPS), produto da membrana celular de bactérias gram negativas capaz de
induzir a ativacdo de células do sistema imune e sintetizar IL-1, podem levar a ativagéo de
nervos periféricos, mais comumente o nervo vago (BOROVIKOVA e al.,, 2000;
STEINMAN, 2004). Observa-se queratos tratados com injegdo intraperitoneal de IL-1p ou
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LPS, apresentam sintomas de doenca e elevada expressdo da proteina c-Fos em eferencias
vagais primarias (GOEHLER et al., 1999). Estudo semelhante mostra ratos que ao receberem
injecdo intraperitoneal de LPS apresentam elevada expresséo de RNAm de IL-1B no
hipotdlamo, no hipocampo, no cortex e na hipofise, enquanto ratos vagotomizados, ou
tratados com salina isotonica, por via intraperitoneal, ndo expressam RNAm de IL-1p nestas
areas encefdlicas (HANSEN et a., 1998).

A IL-1B pode acessar o SNC diretamente pelos 6rgdos circunventriculares
(CVOs). Estudos mostram que apés injecdo intraperitoneal de LPS ha aumentoda expressdo
de c-Fos e de RNAmde IL-1B no encefélo, inicialmente em células perivasculares, células
meningiais e dos neurbnios dos CVOs, tais como o 6rgdo subfornical (SFO), o
orgadovasculoso da lamina terminal (OVLT), a érea postrema (AP) e aeminéncia média
(QUAN et al., 1994; LICINIO e WONG, 1997., SCHULZ e ENGELHARDT, 2005) e
posteriormente, no parénquima encefalico, em areas com barreira hematoencefalica tipica,
como 0 nlcleo pré-optico mediano (MnPO), o nucleo paraventricular (PVN), a amigdala, o
nicleo do leito da estria terminal (BNST), o nicleo parabraquial (PBN), 0 nlcleo do trato
solitério (NTS), o cortex, o hipocampo e cerebelo (DAY e AKIL, 1996; TURRIN et al.,
2001). Uma vez que tais noléculas ndo atravessam a BHE, sua acessibilidade também
podedar-se por transportadores especificos ali localizados (BANKS et al., 1995, BANKS
2005; PAN et a., 2011). De forma indireta, IL-B pode ativar células endoteliais do plexo
coroide bem como células perivasculares a secretarem segundos mensageiros como oxido
nitrico, prostaglandines e até mesmo IL-B (MANESS, et al., 1998; CRAGNOLINI et 4d.,
2006; GARCIA BUENO et al.,, 2009). A IL-p também pode ser produzida por células
residentes no SNC, tais como 0s neurdnios, os astrocitos e as células gliais, desta forma, pode
modular a liberagdo de neurotransmissores e hormonios (ROTHWELL et al., 1995., HAOUR
et d., 1998, KAMIKAWA et d., 1998; EK et al., 2001).

O receptor IL-1R esta difusamente distribuido no SNC, sendo abundante no
hipocampo e em éreas do hipotdlamo (ROTHWELL e HOPKINS, 1995; DIANA et al.,
1999). Estudoscom técnicas de autoradiografia mostram distribuicdo disseminada pelo SNC,
com alta densidade destes receptores em regiées como nas células granulares do giro dentado,
nas células piramidais do hipocampo, no hipotalamo, no plexo cordide, na hipéfise, nas
células granulares do cerebelo e nas meninges (FARRAR et al., 1987; BAN et al., 1991). Tal

padrédo de distribuicdo indica a presenca deste receptor em corpos neuronais de regiGes
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envolvidas na regulagdo da temperatura, no comportamento ingestivo e na secrecédo de
hormonios. Através da técnica de hibridizacdo in situ, verifica-se a expressdo de RNAm para
0 receptor 1L-1R no endotélio vascular, no nicleo basolateral da amigdala (BLA), no nicleo
argueado do hipotdlamo, nos nicleos motores trigeminal € no hipoglosso (ERICSSON et al.,
1995). Usando a técnica da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)
seguidade Southern blotting, identificou-se expresséo de RNAm para o receptor IL-1R em
quase todo o encéfalo (PARNET et al., 1994). Sabe-se que para que ocorra a sinalizacao
celular, este receptor precisa da proteina acessoria |L-1-RAcP, contudo outra proteina
acessOria deste receptor € encontrada exclusivamente em neurdnios do SNC, a IL-1RAcPb
(AcPb) (SMITH et al., 2009).

Muito se tem estudado sobre 0 estresse e seus mecanismos, em virtude da elevada
incidéncia nas atuais circunstancias do modo de vida. O estresse € gerado pela percepcéo de
sinais fisicos e psicolégicos levando a perturbagdes na homeostasia do individuo, que para
adaptar-se as situagdes desencadeia respostas efetoras de Iuta ou fuga (PALMA et al., 2007).
Diversos estudos mostram o envolvimento da IL-1f em eventos comuns as respostas ao
estresse, cono a ativagdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (SAPERSTEIN et al., 1992;
VAN DER MEER et al., 1996; LEE et al., 1998; GADEK-MICHALSKA et al., 2011). Para
estudar a acdo da IL-1B central na mediacdo dos efeitos imunossupressores do estresse,
submeteram um grupo de ratos a choques elétricos intermitentes na cauda, por quarenta
minutos, e observou-se diminuicdo na proliferacdo de linfocitos T e toxicidade de células
natural killers. Contudo, quando os animais recebempré-tratamento com injecoes
intracerebroventricular (i.c.v.) do anticorpo monoclonal da IL-1, que reage com IL-1p,
observa-se atenuacdo da resposta. Os ratos submetidos ao estresse do choque, ao receberem
pré-tratamento com injecdo i.c.v. de hormoénio estimulante de afa- melandcitos (a-MSH), que
bloqueia os efeitos de IL-1B, a diminui¢ao foi discreta. Ainda neste estudo, ratos que
receberam injecBes i.c.v. de |L-1 apresentam diminui¢cdo na proliferacdo de linfocitos T e da
atividade de células NK enquanto 0 grupo que recebeu pré-tratamento com anticorpo de
hormadnio liberador da corticotrofina (CRH) apresenta atenuacdo desta resposta. Este conjunto
de dados sugere que a IL-1p ¢ um mediador relevante da resposta imune ao estresse
(SAPERSTEIN et al., 1992). Em outro estudo, ratos que ao receberem injecdo intraperitoneal
oui.c.v. de|L-1p apresentam aumento na secrecéo de hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH)
e CRH (VAN DER MEER et al., 1996). Gadek-Michalska e colaboradores (2011) mostram

em seu estudo que ratos submetidos ao estresse de conteng&o apresentam aumento nos niveis
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plasméticos de IL-1p, de ACTH e de corticosterona, alémdo aumento na expressdo de c-Fos

no cortex pré-frontal, no hipotdlamo e no hipocampo.

A IL-1B foi descrita primeiramente como “pirogeno endogeno” pela capacidade
de induzir elevacéo rapida e sustentada da temperatura corporal. O aumento da temperatura €
um dos primeiros sintomas a surgir em individuos acometidos por infeccdes e/ou inflamagoes,
e pode ser interpretado como estratégia adaptativa do organismo para combater o patégeno
(KLUGER et al., 1998). ApGs contato com agentes infecciosos e/ou inflamatérios, as células
do sstema imunoldgico sdo acionadas a liberacdo de citocinas, por conseguinte, a febre
resulta da comunicagdo entre o sistema imune e 0 SNC (DINARELLO, 1994). Inameros
estudos relatam o envolvimento dessa citocina na génese da febre. A IL-1f, IL-6 e 0 TNF-
asd0 0s principais pirdgenos enddgenos que agem principalmente na regido do hipotalamo
anterior desencadeando diversas respostas fisiologicas que culminam com a febre
(DINARELLO, 1994; KLUGER et al., 1998; LEDEBOER et al., 2002). Na ativagdo do
sistema imune também ha liberacdo de anti-pirégenos enddgenos modulam o aumento da
temperatura corporal, impedindo que esta alcance niveis lesivos ao organismo (KLUGER et
al., 1998). Ledeboer e colaboradores (2002) mostram queratos que recebem injecéo
intravenosa 1L-10 apresentaram atenuacdo da resposta de febre induzida por injecdo
intravenosa de LPS, como também supressdo da sintese de IL-1B em tecidos periféricos, no
plasma e no tronco cerebral. Em estudo semelhante, ratos com delegdo génica para IL-10 (IL-
107/) apresentam febre alta e prolongada em reposta ao tratamento com LPS, além do
aumento de IL-6 e TNF-o, quando comparado aos ratos selvagens. Os ratos IL-10/, ap0s
injecoes de | L-10 apresentaram hipotermia profunda, assim, estes dados sugerem que a IL-10

age como um antipirético enddgeno apos aexposicdo ao LPS (LEON et al., 1999).

A IL-1B, é a principal indutora da sintese de |L-6 (ZETTERSTROM et al., 1998).
Verificaase que camundongos com delecdo génica para IL-6 (IL-6/), tanto a injecéo
intravenosa quanto a injegdo central de IL-1f ou LPS foram ineficientes em promover a febre
(CHAI et al., 1996). Corroborando tal informacéo, Cartmell e colaboradores (2000) mostram
que ratos com febre induzida por injegd@o subcutanea de LPS apresentam aumento dos niveis
de IL-1B e IL-6 no liquor cefalorraquidiano, supostamente atuando em sinergia no SNC para
desencadear a resposta de febre. Evidenciando a agdo conjunta destas citocinas, Leon e
colaboradores (2002) mostraram que injecdo intravenosa do antagonista IL-1Ra, atenua o
estado febril induzido tanto por inecdo de LPS, quanto por injecéo delL-6.
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Individuos acometidos por doencas apresentam, além da febre, reducéo do apetite
e da ingestdo de alimentos nas fases aguda e crénicada respostas inflamatorias, e embora haja
diminuicéo no consumo de alimentos, ha também reducdo do gasto energético, o0 que pode ser
considerado uma estratégia do organismo frente ao estado doentio. A IL-1p parece agir na
mediacdo de alteragdes metabdlicas e nutricionais, comuns na resposta infecciosal/
inflamatOria, necessérias para manutencado do equilibrio energético (MCCARTY et al., 1985;
BRET-DIBAT et al.,1995; PARNET et al., 2002). Ratos submetidos a injecdes i.c.v. de IL-
1B, por quatro dias, apresentam reducdo continua da ingestéo de alimentos, perda de peso e
niveis plasmaticos de | L-6 e corticosterona aumentados, sugerindo que a exposicao cronica do
SNC aesta citocina é suficiente para induzir anorexia e caquexia (FINCK e RW JOHNSON,
1997).

O hipotdlamo € a area do SNC que integra as informagdes nutricionais. Seus
neurbnios sd0 sensiveis a IL-1f, a grelina, a CCK e a leptina (LENARD e BERTHOUD,
2008). Para mostrar a acdo da IL-1p sobre o metabolismo energético, Gonzalez e
colaboradores (2006) investigaram a acdo da grelina, hormdnio orexigénico importante na
mediacdo da regulacdo central da ingestéo de alimentos e saciedade. Neste estudo, injecéo
I.c.v. de IL-1P promove supressdo alimentar por 24 horas, em ratos com 20 horas de jejum, e
0 pré-tratamento com injecéo i.c.v. de grelina reduziu o efeito anorexigénico da IL-1p por 24
horas, sugerindo que a grelina € um peptideo orexigénico capaz de antagonizar a anorexia
induzida por IL-1p. Outros estudos sugerem interacdo dos efeitos da colecistocinina (CCK) e
IL-1B. Injecdo intravenosa de CCK promove ativacdo das vias aferentes vagais gastricas e
esta ativacdo € potencializada por injecéo intravenosa de IL-1 (BUCINSKAITE et al., 1997),
Corroborando tal dado, Kurosawa e colaboradores (1997) mostraram que ao administrar, por
via intravenosa, L-364-718 (devaizepida), antagonista do receptor CCK tipo A (CCKA) ha
diminuicdo da atividade das aferéncias vagais gastricas induzida por IL-1p. Verifica-se que
ratos privados de agua e de alimento por 24 horas, ap0s receberem microinjecéo de IL-1f no
hipotédlamo ventromedial (VM H), apresentaram inibicdo da ingestdo de agua, de alimentos e
perda de peso (KENT, et al., 1994). Estudos semelhantes, ratos submetidos aos mesmos
protocolos, mas com microinjecdo de IL-1B na regido ventromedial do globo palido ou no
nicleo accunbens (Nach) também apresentam inibicdo da ingestdo de &gua, de alimentos e
perda de peso (KERADI et d., 2005; TAKACS, 2010).
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A sede € uma sensacdo subjetiva que surge da necessidade de agua do organismo
e congtitui um mecanismo de defesa para aumentar a ingestéo de agua, a fim de restabelecer a
homeostasia hidrica. Em resposta a percepcao ao aumento da osmolaridade e da diminuicéo
do volume dos liquidos corporais, € o Unico mecanismo comportamental eficiente para
correcdo do volume, assim sendo, fundamental para manutencdo da osnolaridade e a
regulacdo da pressdo sanguinea a longo prazo. (FITZSIMONS, 1998). A adpsia € frequente
em individuos doentes, logo, ndo se descarta a possibilidade de que a IL-1p end6gena possa
desempenhar importante papel fisioldgico no controle da homeostasia hidrica em
circunstancias nas quais esta citocina € naturalmente liberada (PLATA-SALAMAN, 1989;
OSAKA et al., 1992). Dados da literatura mostram que a IL-1B, administrada via
intraperitoneal ou i.c.v., promove efeito antidipsogénico significante, seja em ratos com
desidratacéo intracelular ou desidratacéo extracelular (SONTI et al 1997; DE CASTRO e
SILVA etal., 2006; PA LUZ et al., 2009). Observa-se que microinjecéo de IL-1p na area pré-
Optica inibe a ingestdo de &gua em ratos com desidratacdo extracelular e o tratamento com
&cido acetilsalicilico reverte o efeito antidipsogenico da IL-1p, sugerindo que este efeito ¢
mediado por prostaglandinas (CALAPAI et al., 1997).

Diversos estudos dolaboratério de Neurociéncias (ICSJUFBA) nmostram a
participacdo de vérios neurotransmissores neuromoduladores no controle da homeostasia
hidrica. Ao investigar a ac8o desta citocina sobre a ingestdo hidrica, verifica-se que ratos
submetidos a trés protocolos distintos para inducdo da sede, que sdo aprivacdo hidrica por
24h, a inecdo subcutanea de polietilenoglicol (PEG) e a sobrecarga intragéstrica de sal,
apresentam inibicdo da ingestéo de agua apods injecdo i.c.v.de IL-1; tal efeitoparece depender
de um compornente opioide end6geno, visto que o pré-tratamento com naloxona, antagonista
opioide ndo seletivo, inibe o efeito antidipsogénico desta citocina (DE CASTRO e SILVA et
al., 2006; PA LUZ et al., 2006). A adpsia € uma manisfestacdo classica de individuos
acometidos por infecgbes e/ou inflamagdes em resposta ao aumento dos niveis de citocinas
pré-inflamatérias, como a IL-1p. Esses dados corroboram com os apresentados na literatura,
bem como mostram a interacdo reciproca do sistema imunolégico com o sistema nervoso
central.

2.3 IL-1p E APETITE POR SODIO
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Poucos estudos mostram a acdo das citocinasno apetite especifico por sodio,
embora oefeito antidipsogénico da IL-1B sgja conhecido. Dados da literatura mostram que
injecdo intraperitoneal ou i.c.v., sejade LPS ou de IL-1B promove efeito antinatriorexigénico
(PA LUZ, et al., 2009; RL ALMEIDA et al., 20114). Durante a resposta inflamatoria, quando
a IL-1p é comumente liberada, hormonios envolvidos na homeostasia podem ser secretados
(CARNIO et al., 2006). Em estudo mimetizando infeccéo sistémica, ratos depletados de sodio
e tratados com captopril, inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), que recebem
injecdo intraperitoneal de LPS apresentam inibicdo do apetite por sodio e da excrecdo de
sodio, mas tais achados n&o foram conclusivos paraafirmar se a inibigdo da ingestdo de sodio
€ um efeito direto do LPS ou secundario a reducéo da excrecdo de sodio (RL ALMEIDA et
al., 2011a). Em estudo semelhante, observou-se que os ratos também depletados de sodio e
tratados com captopril, a serem pré-tratados com injecdo intraperitoneal de ioimbinaou com
injecdo i.c.v. de RX-821002, antagonistas seletivos dos adrenoreceptores tipo alfa 2 (R-a2),
nao apresentam inibicdo da ingestdo de salina hipertdnica (RL ALMEIDA et al., 2011b). A
conservacdo renal de gua e sodio, bem como a inibicdo da sede e do apetite por sddio sdo
alteragdes na homeostasia hidrossalina manifestadas no comportamento doentio e tais
manifestagbes podem ser mediadas por R-a2 prosencefalicos (DE LUCA JR et al., 2016). Ao
investigar a agdo direta da IL-1p no SNC sobre o apetite por sodio, Luz e colaboradores
(2006) observaram que ratos depletados de sodio que recebem injecéo i.c.v. de IL-1B, ndo
manifestam o apetite por sddio. Neste estudo, o pré-tratamento com naloxona, impossibilita o
efeito antinatriorexigénico da IL-1B, sugerindo a participagdo dos opioides centrais na
mediacdo deste comportamento (PA LUZ et a., 2006).

2.4 HOMEOSTASIA HIDROSSALINA E APETITE POR SODIO

O conjunto de acbes coordenadas pelos sistemas nervoso, endécrino e efetores,
para manutencdo dos niveis adequados de agua e sddio, entre outros, no organismo, de forma
a assegurar a integridade de processos fisiologicos essenciais € referido como homeodtasia.
Este conceito foi desenvolvido por Claude Bernard em 1865, ao entender que os individuos
apresentam mecanismos internos de regulacdo para manutencdo constante do equilibrio;
porém, o termo homeostasia foi definido por Water Bradford Cannon em 1932

(GOLDSTEIN, 2010). O sodio é essencial aos processos fisioldgicos e diante da necessidade
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organica deste ion, os animais 0 procuram nos seus ambientes naturais. As estratégias
comportamentaispara aguisicd0 de agua e sodio sG0 mecanismos importantes para

manutencdo da homesotasia hidrossalina.

Agua e eletrolitos estdio distribuidos nos compartimentos liquidos corporais
intracelular e extracelular (LIC e LEC, respectivamente). A regulacdo primaria da
homeostasia hidrossalinaocorre pelo gjuste fino entre ingestéo e excrecdo de agua e eletrélitos
pelos rins. Os mamiferos apresentam niveis estreitos de osnolaridade plasmética e quaisquer
alteragdesno volume e concentracdo de ions dos liquidos corporais podem afetar a integridade
de cédlulas, tecidos e a atividade de macromoléculas que mantém a vida. (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2004; BOURQUE, 2008). O sddio no LEC promove gradiente de
pressdo osmotica e através das menbranas celulares, conduz o movimento da agua a fim de
equilibrar a osnolaridade entre os compartimentos. (VERBALIS, 2003; DANIELS e
FLUHARTY, 2004). Além de participar da comunicagdo celular, o sddio atua no controle do
volume dos liquidos corporais e manutencdo da pressdo arterial, que sdo reguladas por
sistemas precisos, que envolve respostas encefalicas, enddcrinas, cardiovasculares e renais
(MOHAM e CAMPBELL, 2009). Niveis adequados de sodio sdoimportantes também para o
equilibrio &cido-base, a excitabilidade de células nervosas, 0 metabolismo da glicose e a
sintese protéica. Portanto, desvios nas variaveis hidrossalinas desencadeiam respostas
homeogtaticas precisas as alteragdes no volume e naosmolaridade dos liquidos corporais de
modoarestabeleceras concentragdes Otimas das varidveis perdidas. A homeostasia
hidrossalinaé mantida pela regulacdo da distribuicdo e da concentragdo da agua e eletrolitos
nos meios intra e extracelular e a sinergia entre sistemas fisiologicos e efetores
comportamentais (JOHNSON, 2007; HURLEY e JOHNSON, 2016).

Inimeras condigBes patoldgicas e fisiologicas, que alteram omicroambiente do
LIC edo LEC, ativam vias que conduzemas informactes ao SNC e entéo as respostas efetoras
sd0 acionadas (AN TUN ES-RODRIGUES et al., 2004; BOURQUE, 2008). Diante da perdade
a&gua, comum em situacbes de vOmito, diarréia, diabetes mellitus e polidria, tém-se
desidratagéo e diminui¢do do volume LIC e, em seguida do LEC, criando uma condigéo de
hipernatremia que desencadeia a sensacéo de sede epromove a ingestdo de agua, a liberacéo
de vasopressina (VP) e a reabsorcdo de agua pelos rins (KREIMEIER, 2000;
STACHENFELD, 2008; BOURQUE, 2008). Ao contrario do que ocorre em situaces de
sudorese excessiva, onde ha perda de sodio e outros eletrélitos, desencadeia a avidez e apetite
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por sodio, supressdo da secregdo de VP, ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) e diminuicdo da excrecdo de sodio pelos rins (JOHNSON e THUNHORST, 1997,
BOURQUE, 2008; HURLEY e JOHNSON, 2013). A sede e o apetite por sbdio sdo
mecanismos comportamentais para correcdo de perdas organicas de agua e de sodio e
manutencdo da homeostasiahidrossalina. (JOHNSON e THUNHOST, 1997; FITZSIMONS,
1998; MORRIS et al., 2008; GEERLING e LOEWY, 2008).

O apetite por sodio € um comportamento inato caracterizado pela busca motivada,
aquisicdo e ingestéo de solugdes ou alimentos ricos em sbdio, normalmente aversivos, em
reposta a diminuicdo das concentragbes organicas deste ion. Este comportamentoé
conservado entre os vertebrados terrestres, sendo desencadeado por hiponatremia e
hipovolemia (FITZSIMONS, 1998; GEERLING e LOEWY, 2008; DE LUCA JR et al., 2010;
GREENWOOD et al., 2014). Tal conmportamento apresenta primeiro a fase do apetite,
caracterizada pela busca do animal ao objeto de desgjo e na sequéncia, a fase da saciedade,
promovida pelo estimulo do objeto de desgo e seu consumo (BERRIGDE et al., 2009;
CASTRO e BERRIGDE, 2014). Informagtes de volume e osmolaridade dos liquidos
corporais, oriundos da periferia, chegam a0 SNC e ativam células especializadas no
monitoramento da osmolaridade, os osmorreceptores, que detectam variagOes de natureza
guimica e mecanicado intersticio, transformado em sinais e conduzido ao SNC (JOHNSON,
2007). Os osmorreceptores estdo localizados em regides estratégicas na periferia, como a
lingua, a cavidade orofaringea, no sistema porta- hepético e nos rins, como tambémno SNC,
emregifes periventriculares desprovidas de barreira hematoencefalica efetiva como os 6rgaos
circunventriculares (CVOs), que incluem a area postrema (AP), o 6rgdo subfornical (SFO), o
0rgdo vasculoso da lamina terminalis (OVLT), regido anteroventral do terceiro ventriculo
(AV3V), além de areas no parénquima encefalico importantes por sua fungdo integradora
como o0 nulcleo pré-Optico mediano (MnPO), o nicleo supradptico (SON), nicleo
paravertricular do hipotdlamo (PVN) e a porcéo caudal do nicleo do trato solité&rio (NTS)
(JOHNSON e THUNHORST, 1997; MCKINLEY et al., 2004; BUNDZIKOVA et al., 2008;
BOURQUE, 2008).

Variagdes no sodio plasmatico ativam canais de sddio especificos Nay, expressos
nos CVOs, em adtrocitos e células gliais, que sinalizam tais inconstancias aos neurbnios
envolvidos na homeostasia do sddio (GROB et al., 2003; E WATANABE et al., 2006;
NODA, 2006; 2007, NODA e HIYAMA, 2014; MATSUDA et al., 2017). Diversos estudos
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mostram a importancia dos canais Nagna homeostasia do sddio. Observou-se que
camundongos, com expressdo do gene para 0 canal de sodio Nainativada (Knockout),
submetidos ou ndo a privacdo hidrica, apresentam robusta ingestéo voluntaria e preferencial
de salina hipertdnica em relagdoasacarose, ao 4cido cloridrico e ao cloreto de quinino, quando
comparados a camundongos selvagens. Ainda neste estudo, a transeccéo da corda timpanica e
do nervo glossofaringeo, nervos especializados na percepcao do sabor salgado, ndo modificou
a ingestéo espontanea de salina hipertbnica nestes camundongos (U WATANABE et al.,
2003). Os camundongos knockout para Na, quando depletados de soddio apresentam excessiva
ingestdo de salina hipertdnica (NODA et al., 2006) e ap0s injegdo de salina hipertdnica no
terceiro ventriculo encefalico (3V) ndo apresentaram ingestdo de agua como o esperado
(HIYAMAet al., 2004). Assim, atribui-se ao canal Nax a funcdo de receptor seletivopara sodio
no SNC (E WATANABE et a., 2000; HIYAMA et d., 2004).

Informactes sensoriais pré-ingestivas contribuem para o inicio e a manutencdo do
comportamento do apetite por sodio, uma vez que ativam areas cerebrais e mecanismos
envolvidos na motivagdo da recompensa (CASTRO e BERRIGDE, 2014; KRAUSE e
SAKAI, 2007). O sabor salgado ativa inicialmente os canais epiteliais seletivos ao sodio
(ENac) localizados na lingua e neextensdoda cavidade orofarigea, onde as informagdes séo
conduzidas pelos nervos facial (VI1), glossofaringeo (IX) e vago (X) ao SNC (BOUGHTER
JR e BACHMANOQV, 2007). Estudos apontam a corda timpanica, ramo do nervo VI, como o
principal nervo por onde trafega informagdes sobre sabor salgado e a principal via de acesso
desta informagdo a0 SNC (BOUGHTER JR e BACHMANOV, 2007; GEERLING e
LOEWY, 2008; SPECTOR et al., 2010). Corroborando esta informacéo, ratos com transeccao
da corda timpéanica apresentam inabilidade de identificar o sabor salgado e apds a reinervagéo,
tal capacidade é recuperada (SPECTOR et al., 2010). Observa-se que lesdo eletrolitica no
NTS interrompe 0 aumento a palatabilidade ao sddio, suprimindo a expressao do apetite por
sodio em ratos depletados deste ion (FLYNN et al., 1991).

Células sensiveis a variagdes do volume e pressdo informam constantemente
mudancas nos meios intra e extracelular, e sGo importantes para 0 monitoramento da presséo
sanguinea. S0 células sensoras em regides estratégicas 0s mecanoreceptores, localizados em
regides de alta ou baixa pressdo, presentes no leito de grandes vasos, 0s receptores
cardiopulmonares, localizados em regifes de baixa pressdo sanguinea como étrios cardiacos,

vasos pulmonares e regifes do sistema circulatério de baixa pressdo e 0s baroreceptores,
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localizados em regides de alta pressdo sanguinea como arco adrtico, regido sino-adrtica e
arteriolas aferentes renais e regides do sistema circulatério de alta presséo arterial (JOHNSON
e THUNHORST, 1997; FITZSIMONS, 1998; ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Dados
da literatura corroboram a importancia dos receptores de volume e pressdo na homeostasia
dos compartimentos liquidos corporais. Ratos com denervacdo dos seios carotideos e dos
arcos adrticos quando depletados de sodio, ndo apresentam o comportamento de apetite por
este ion apods 48 horas da deplecdo (THUNHORST et al., 1994). Em outro estudo, ratos
submetidos a denervacdo sino-adrtica, a resseccdo laringea e a remocdo dos ganglios
simpaticos cervicais e também depletados de sbdio, ndo apresentam ingestédo de salina
hipertdnica quando comparados a0 grupocujos procedimentos foram mimetizados (sham)
(ROCHA etal, 1993).

Informagbes osmosensoras viscerais, de receptoresde volume e pressédo e
sensacles gustatdrias acessam o encéfalo através do pares de nervos VII, 1X e X, facial,
glossofaringeo e vago, respectivamente, que se projetam diretamente parao N TS, onde ocorre
a primeira integracdo e processamento de todas as informag0es periféricas, e desta area para
nicleo parabraquial (PBN). A partir do PBN, diversas conexdes dirigem-se para areas
prosencefalicas, mesoencefalicas e romboencéfalicas que integram a complexa rede neural de
controle da homeostasia hidrossalina, ativando mecanismos regulatorios estimulatérios ou
inibitérios que modulam as respostas osmoregulatérias necess&rias para aperfeicoar a
homeostasia, uma vez que diferentes tipos de perturbacbes no equilibrio desencadeiam
diferentes tipos de respostas efetoras combinadas ou néo (DANIELS e FLUHARTY, 2005;
KRAUSE e SAKAI, 2007; BOURQUE, 2008).

O comportamento de apetite por sodio é controlado por informacdes sensoriais da
periferia, sendo que os niveis de sodio s8o0 monitorados desde a sua ingestéo até sua diluicéo
no LEC. Assim, as informacdes pré e pOs-ingestivas sd0 importantes nos mecanismos de
controle do apetite de sodio. Sinais pos-ingestivos participam da inibicdo do comportamento
de apetite por sddio, informando ao SNC, por retroalimentacéo, via aferéncia do nervo vago.
Tais sinais limitam a ingestdo em individuos com apetite por especifico sddio, por vezes antes
do restabelecimento da natremia normal, e sGo decorrentes da passagem do liquido pelo
duodeno e jgguno proximal (BOURQUE, 2008; GEERLING e LOEWY, 2008; KRAUSE et
al., 2010). Ratos que tratados com injecdo subcutanea de ANG Il mostram maior volume

ingerido de salina hipertdnica quando apresentam fistula gastrica aberta, sugerindo que fatores
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orofarigeos e pds-ingestivos interagem no controle do apetite por sddio induzido por ANGII
(SALISBURY et al., 1987). Em outro estudo, ratos com fistula gastrica e depletados sodio
apresentam maior volume ingerido de salina hipertdnica quando comparados a animais sem
fisula e também depletados de sodio, mostrando assim a necessidade dos sinais pos
ingestivos para saciacdo do apetite por sodio. (K RAUSE et al., 2010). Ratos com remogéo das
glandulas adrenais (adrenalectomizados) e com fistula gastrica aberta apresentam maior
volume ingerido de salina hipertdnica, independente das concentragdes, quando comparados a
animais adrenalectomizados com fistula gastrica fechada. Estes achados sugerem que o
preenchimento gastrointestinal produz estimulos inibitorios para 0 consumo de solugdes,
independente das concentragdes (STRICKER e HOFFMANN, 2006).

Mecanismos hormonais participam diretamente da regulagdo da homeostasia
hidrossalina. Diante da hipovolemia e hiponatremia induzidas pela deplecéo de agua
edesddio, 0 sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) é ativado, independente do
controle central, para manutencéo do equilibrio entre os compartimentos liquidos. Entretanto,
a angiotensina Il (ANGII) atua nos CVOs, ativando a rede neural que modula a pressao
arterial e a liberacdo de VP e estimula a sede e apetite por sodio (FITZSIMONS, 2008;
MCKINLEY, 2004; DANIELS e FLUHARTY; 2004; GEERLING e LOEWY, 2008). O
SRAA é acionado quando ocorre diminuicéo da pressdo arterial, a diminuicdo da percepcao
do sodio pela mécula densa e a ativagdo simpética. Frente a estes eventos, a renina € liberada
atuando sobre 0 seu substrato, 0 angiotensinogénio, convertendo-o em angiotensinal (ANGI),
que clivada é pela acdo da enzima conversora da angiotensina (ECA), convertendo-se em
ANGII, com potente acd0 vasopressora, indutora da sede e do apetite por sddio e da secrecéo
de ALDO (FORMENTI et a., 2009).

Todos os comporentes do sistema renina angiotensina (SRA) sdo também
sintetizados no encéfalo e os receptores de angiotensina do tipo 1 (AT;) sdo distribuidos em
&eas importantes da regulagdo central da homeostasia hidrossalina e cardiovascular
(MCKINLEY et al., 1992; 2004). Variacbes nas concentracdes de ANGIlI e ALDO ativam
mecanismos neuroenddcrinos facilitatorios para correcdo da homeostasia (DANIELS e
FLUHARTY, 2005). Diversos estudos mostram a acéo facilitatéria dos hormonios do SRA
para 0 apetite por sodio. Avrith e Fitzsimons (1980) observaram que ratos normovolémicos
enormonatrémicos ap receberem microinjecdes i.c.v. ou na area pré-optica (POA) de ANGII

ou renina, apresentam robusta ingestdo de solucdo salina hipertonica (2,7%). Em estudo
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semelhante, ratos também normonatrémicos, que recebem injecBes de captopril, farmaco
inibidor ECA ou de salarasina, antagonista inespecifico dos receptores da angiotensina, néo
apresentam o apetite por sodio induzido por microinjecdes i.c.v. ou na POA de renina
(AVRITH e FITZSIMONS, 1983). Denonsrou-se que ratos normonatrémicos que
recebemmicroinegdes i.c.v. de renina apresentamelevada imunoresatividade a c-Fos e Erg-1,
proteinas marcadoras da atividade neuronal imediata e tardia, respectivamente, nos 0rgaos
periventriculares (XUE e JOHNSON, 1998). Corroborando estes dados, observou-se que
ratos depletados de sodio tratados com injecdo intravenosa (i.v.) de ANGII apresentam
copioso apetite por sodio e elevada expressdo da proteina c-Fosno OVLT, SFO, MnPO, PVN
e SON (LANE et al., 1997).

Outro componente do SRAA importante para a homeostasia hidrossalina é a
aldosterona, hormoénio mineralocorticoide secretado pelo cortex das glandulas adrenais que
atua nos rins aumentando a reabsorcdo do ion sodio e excrecdo de potéssio e ions de
hidrogénio. As concentraces da ALDO sdo inversamente proporcionais a osmolaridade
plasmética, e a dieta privativa de sodio € estimulo potente para secreg@o deste hormdnio
(GEERLING e LOEWY, 2008). O comportamento ingestivo estimulado por
mineralocorticdides é exclusivo para 0 apetite por sddio, em contraste com a ANGII que
estimula tanto oapetite por sédio quanto a sede (GEERLING e LOEWY, 2006). Na primeira
metade do século XX, estudos pioneiros com animais adrenalectomizados foram realizados
por Curt Ritcher. Ratos adrenalectomizados apresentam robusta ingest&o de salina hiperténica
e quando recebem implantes de tecido da glandula adrenal, o apetite por sbdio € suprimido
(Ritcher, 1930). Em estudo semelhante, ratos adrenalectomizados apresentam perda de apetite
e peso, livre e avido consumo de solugdo salina hiperténica. O apetite por sddio € atribuido as
deficiéncias enddcrines ou alteragdes patoldgicas em digtintas regides do organismo
(RITCHER, 1936; 1939). Em estudo mais recente, ratos também adrenalectomizados e
privados de salina hipertbnica por 24 horas apresentam rapida ingestdo de solugdo salina
hipertbnica e esvaziamento gastrico lento, de modo que a concentracdo da salina ingerida
determinava a velocidade de esvaziamento géstrico e o fim da ingestdo. Tais resultados
indicam que estes animais detectam variagdes no volume e na concentracdo da salina ingerida
de forma pré-sistémica (BYKOWSKI et a., 2007).

Estudos demonstram que a ALDO pode atuar no SNC para controlar o apetite por
sodio. O acetato de deoxicorticosterona (DOCA) é anmplamente utilizado nos estudos do
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apetite por sddio por estimular a ingestdo de salina hipertbnica com padréo semelhante a
ALDO. Observou-se que ratos normonatrémicos ap0s receberem injegdes subcutaneas por
quatro dias consecutivos de DOCA, apresentam aumento progressivo na ingestéo de salina
hipertbnica e elevada expressao de c-Fos no MnPO ventral e OVLT e quando depletados de
sodio e tratados com microinjecdo i.c.v. de DOCA, os ratos apresentaram copiosa ingestdo de
salina hipertonica (LANE et al., 1997). Outros estudos mostram que ratos normonatrémicos
ou depletados de sddio que apresentam lesdo na AV3V, ao receber i.c.v. de renina ou injegoes
subcutaneas de DOCA por trés dias consecutivos, apresentaram ingestéo de salina hipertbnica
leve e robusta, respectivamente (DE LUCA JR et al., 1992). Estudos mostram que a ANGII e
a ALDO podem atuar de forma sinérgica para estimular o apetite por sddio, com menor
laténcia e maior magnitude do que seria produzido com maiores quantidades de cada um dos
hormdniosem separado (FLUHARTY e EPSTAIN, 1983; DE LUCA JR et al.,, 1992).
Observou-se queratos normonatrémicos ou depletados de sodio, ao receberem injecoes
subcuténeas de DOCA e de ANGI | apresentam volume ingerido equivalente ao somatério das
ingestdes individuais induzidas por cada hormbnio, e os ratos depletados de sodio
apresentaram maior expressdo de c-Fos no OVLT, MnPO e SFO quando comparados aos
tratamentos individuais com estes hormonios (LANE et a., 1997).

Receptores para AN G Il e ALDO estdo distribuidos em areas distintas no SNC, de
modo que e a ingestéo de salina hipertdnica pode ser estimulada pela ativag&o dos receptores
individuais ou em conjunto (DE LUCA JR et al., 1992; GEERLING e LOWEY, 2006).
ALDO e DOCA agem em receptores mineralocorticoides (MR) especificos. Poucas areas
cerebrais sdo0 sensiveis a mineralocorticdides, e esta sensibilidade € dependente da
coexpressdo do receptor MR, da enzima 11p-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (HSD2),
gue é indispensavel a inativacdo de glicocorticoides que competem pelo sitio do receptor MR,
e de facil acessibilidade a aldosterona. Os neurbnios que atendem a estes trés critérios sao
seletivamente responsivos a aldosterona e referidos como HSD2 (GEERLING e LOEWY,
2006; HAQUE et al., 2015). Estudo imunohistolégico identificou neurénios HSD2 nas
regides dorsomedial e vascular do NTS, tanto em animais adrenalectomizados privados de
sodio quanto os depletados deste ion. Em contrapartida, quando estes animais tiveram acesso
a alimento e solucéo salina com elevada concentragdo de sodio, 0os neurdnios HDS2 do NTS
foram inativados (GEERLING et a., 2006).
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Outros hormonios envolvidos na homeostasia hidrossalina sdo a vasopressina
(VP), a ocitocina (OT) e o peptideo natriurético atrial (ANP) quea presentam papel inibitorio
no apetite por sodio. A VP e a OT sdo sintetizadas por neurbnios magnocelulares do PVN e
SON do hipotalamo e liberados na circulacdo pela neurohipdfise; sdo secretados em resposta a
reducdo do volume do LEC ou aumento da osmolaridade plasmética. A VP coordena a
migracéo dos canais de aquaporing, do citoplasma para membrana celular das células dos
tlbulos renais, para promover a reabsorcdo de agua, ea OT junto com o ANP promove
aumento na retencdo de sodio pelos rins e inibicdo do comportamento ingestivo
(FITZSIMONS, 1998; ANTUN ES-RODRIGUES, 2004). Verifica-se que ratos depletados de
sodio que recebem VP i.c.v. apresentam diminuic¢do da ingest&o de salina hipertonica quando
comparados a0 grupo controle, mas ndo ha supressdo do apetite por sddio (SATO et al.,
1997). Observa-se que ratos tratados com injecdes subcutanea de DOCA por sete dias, e
depletados de sddio por 24 horas, quando recebem microinjecéo i.c.v. de VP, apresentam
diminuicdo da ingestéo de salina hipertdnica, mas ndo a supressdo do comportamento. Em
contrapartida, o pré-tratamento com microinjecdes i.c.v. de TV-AVP, ([d(CH2)5 1,0-Et-
Tyr2,Vald, Arg8] VP), antagonista inespecifico dos receptores da vasopressina V1 e V2,
invialibiliza o efeito da VP (FLYNN et al., 2001). Diversos estudos sugerem que a ocitocina
também apresenta efeito inibitério sobre o apetite por sddio (BLACKBURN et al., 19923;
1992b, STRICKER e VERBALIS, 1996; 2004). Observa-se gque ratos hormonatrémicos que
recebem microinjecdo de ANGII i.c.v. apresentam pronunciado apetite por sddio e aumento
da expressdo de c-Fos em neurdnios sintetizadores de OT e de VP na regido magnocelular do
hipotalamo e em neurénios sintetizadores de OT na regido parvocelular do PVN, indicando a
possibilidade de que alguma via inibitéria central pode ser ativada, limitando a ingestéo de
salina hipertbnica induzida por este tratamento (BLACKBURN et al., 1992a). Em estudo
semelhante, observa-se também que ratos tratados com injecdo subcutanea de
polietilenoglicol (PEG), colbide hiperoncético que promove sequestro das moléculas de agua
no LEC, que recebem microinjecdo de OT i.c.v., apresentam inibic&o da ingestdo de salina
hipertbnica e aumento da ingestéo de agua. Neste estudo também foi observado que a
administracdo intraperitoneal de naloxona, antagonista dos receptores opioides do tipo p,
inibe a ingestdo de salina hipertbnica e induz a sintese de ocitocina periférica e central
(BLACKBURN et al., 1992b). Outros estudos mostram que ratos gque recebem injecéo
subcutanea de PEG e microinjecéo i.c.v. de OT ndo apresentam ingestéo de salina hipertdnica,
além disso, observou-se também que injecOes periféricas de salina hipertdnica estimula a
sintese de OT (STRICKER e VERBALIS, 1996; 2004).Em resumo, mecanismos enddcrinos e
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autondmicos sdo ativados diante da hipovolemia/ hiponatremia, por informagdes vindas de
osmorreceptores, de receptores gustatérios e de receptores de volume e pressdo, além da
ativacdo do SRAA e sinais dos pés-ingestivos. Tais mecanismos sdo coordenados pelo SNC
que dirige a busca e aquisicdo do sodio, conforme ilustrado na figura a seguir.

Coordenagiio de respostas efetoras Bzt
\\
-
’ [Na+]
‘[Nad-]

ALDOSTE! NA
20 RO RECEPTORES DE VOLUME

ANGIOTENSINA II VASOPRESSINA
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SINAIS POS INGESTIVOS

= =

Figura. 1 Sinais estimulatérios e inibitorios para o apetite por sodio (desenho autoral).

2.5 AREAS ENCEFALICAS DO CIRCUITO DE CONTROLE DO APETITE
POR SODIO

As informagOes a respeito dos parametros hidrossalinos sdo conduzidas por
aferéncias nervosas e fatores circulantes ao SNC. Asprincipais vias nervosas de acesso Sao 0S
nervos vago (X) e glossofaringeo (1X) que fazem sinapse com o NTS (NORGREN, 1983;
GEERLING e LOEWY, 2008). A partir do NTS as informacdes sdo direcionadas a varias
&eas centrais envolvidas com a regulacdo hidrossalina. Ao mesmo tempo, diversas
substancias circulantes associadas ao controle dos liquidos corporais acessam o SNC: as
pequenas e lipofilicas atravessam a barreira hematoencefdlica, as maiores passam por
mecanismos especificos de transporte, enquanto muitas substancias acessam por regides onde

a citoarquitetura da barreira hematoencefalica é diferenciada, uma vez que apresentam
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capilares fenestrados que permitem a passagem de substancias de elevado peso molecular do
plasma para o parénquima cerebral, as areas circunventriculares (CVOs) (MCKINLEY et al.,
1992; JOHNSON e LOEWY, 1993, ENGELHARDT, 2003). No SNC, o controle do
comportamento  ingestivo € processado por éareas facilitatorias, predominantes no
prosencéfalo, e por areas inibitdrias predominantes no romboencéfalo. As areas limbicas,
relacionadas com a motivacao, o prazer e arecompensa, também integram arede de regulacéo
do apetite por sodio (FITZSIMONS, 1998; MCKINLEY et al., 1992; JOHNSON e
THUNHORST, 1997; GEERLING e LOEWY, 2008).

A barreira hematoencefalica separa o0 parénquima encefalico e a corrente
sanguinea, de modo que as Unicas estruturas sem esta barreira sdo 0s plexos coréides e as
regides cincunvizinhas localizadas ao longo da linha média do terceiro e quarto ventriculos.
Os CVOs sd0: SFO, OVLT, eminéncia mediana, lobo intermediario da hipofise,
neurohipofise, 6rgdo subcomissural (SCO), glandula pineal (PT) e AP (JOHNSON e GROSS,
1993). O SFO, 0 OVLT e a AP sdo referidos como sensorios, ndo apenas pelas citoarquitetura
diferenciada que permite o acesso livre de substancias pesadas e polares, mas por suas células
estarem em contato direto com o sangue e o liquor cefaloraquidiano. A extensa vasculatura
destas edruturas apresenta receptores para 0 &acido gama-aminobutirico (GABA), a
serotoning, a rening, a ANGII, além de expressarem os canais Na;, bem comoa f&cil
acessibilidade a peptideos regulatérios, como agrelina e a leptina, e mediadores da resposta
imunologicacomo a IL-1p (JOHNSON e GROSS, 1993; DENTON et al., 1996;
FITZSIMONS, 1998; WATANABE, 2000; MCKINLEY et al., 2001; SMITH e FERGUSON,
2010; GALEA et al., 2006). Outras areas encefalicas participam da integracéo e arranjo das
informacgdes hidrossalinas, sdo elas: NTS, PBN, regido ventrolateral do bulbo (RVLM),
talamo, PVN hipotalamico, SON e MnPO, destas areas, as informagdes sdo retransmitidas
para areas efetoras que geram e desencadeiam respostas organizadas (BOURQUE, 2008,
SMITH e FERGUSON, 2010).

Os componrentes que produzem o apetite especifico por sddio sdo os referidos
como facilitatorios e estdo localizados ao longo da lamina terminalis (LT), na parede anterior
do 3V, composta pelo SFO, o MnPO e o OVLT, que atua como uma unidade funcional
integrada, de modo que seus neurbnios constituem o substrato anatbmico primério para
percepcdo de variagdes osméticas. Além disso, estas estruturas apresentam conexdes

reciprocas e também com outras areas importantes naregulacdo cardiovascular, sendo quea
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hipovolemia, a hiponatremia e a hipotensdo ativam o sistema facilitatorio. (FITZSIMONS,
1998; JOHNSON e THUNHORST, 1997; MCKINLEY et al., 1999; SMITHe FERGUSON,
2010).

Estudos mostram a responsividade da lamina terminalis a desafios osmoticos
(ROWLAND et al., 1996; DE LUCA JR et al., 2002). Encéfalos de animais depletados de
s0dio, sem acesso a agua destilada ou alimento rico em sodio por 24 horas, apresentam
elevada expressdo de c-Fos no SFO e no OV LT, enquanto animais depletados de sddio, que
tiveram agua destilada por 24 horas, receberam microinjecdo i.c.v. de renina e ap0s periodo
de laténcia, apresentaram robusta ingestdo de salina hiperténica e seus encéfalos mostraram
elevada expressdo de c-Fos no SFO, no MnPO e no OVLT (ROWLAND et al., 1996). Em
outro estudo, observou-se que ratos desidratados por 24h, apos duas horas de ingestéo de agua
destilada, apresentaram robusta ingestdo de salina hiperténica e os encéfalos com elevada
expressao de c-Fos nas &reas da lamina terminalis e no SON (DE LUCA JR et al., 2002). A
ingestdo de agua promovida por injecdo subcuténea de PEG e microinjegdo i.c.v. de ANGII
também é associada a elevada expressao de c-Fos por toda LT e PVN. Contudo, 0s animais
gue receberam injecdo periférica de losartana, antagonista dos receptores ATy, a sede e a
ativacdo neuronal foram diminuidas, sendo a menor expressdo de c-Fos no SFO. No mesmo
estudo, animais depletados de sodio que receberam ANGII i.c.v., apresentaram elevada
ingestdo de salina hipertonica e expressdo de c-Fos no MnPO e no SFO, enquanto 0s animais
gue receberam losartana apresentaram reducéo do apetite por sddio e da expressdo de c-Fos,
sendo quase inexpressivo no SFO (CREWS e ROWLAND, 2005). Animais submetidos a
dialise peritoneal apresentam diminuicdo da concentracdo de sodio plasmatico, e quando
recebem salina hipertonica i.c.v., 24 horas depois, apresentam ingestéo de salina hipertonica
modesta quando comparado a0 grupo que ndo recebeu salina hipertdnica i.c.v.
(CHIARAVIGLIO e PEREZ GUAITA, 1986). Este dado sugere que receptores no SNC

detectam variacOes de sodio intersticial e controlam o apetite por sodio.

Localizado acima do 3V, o SFO faz conexdes e ferentes com areas hipotalamicas
importantes na funcdo autondmica envolvidas com a regulacdo cardiovascular, imunolégica,
func@o reprodutiva e homeostase energética tais como: PVN, arqueado, hipotadlamo lateral,
&rea perifornical (PFA) e SON (FERGUSON et a., 2010). Diversos estudos mostram a
importancia do SFO como &ea priméria para percepcdo de variagdes na osmolaridade

plasmética, portanto imprescindivel para os comportamentos de sede e o apetite por sodio
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(DENTON et al., 1996; GOLDIN et al., 2000; HI'Y AMA et al., 2004). Aumento da expressao
de c-Fos € observado no SFO e no NTS ap6s 24 horas da deplecdo de sodio e perdura por até
12 horasdepois da ingestdo de salina hipertdnica, declinando ao longo deste periodo. Tais
dados sugerem 0 SFO e 0 NTS podem ser marcadores temporais da deplecdo de sddio e
regido de entrada das informacfes sensoriais no SNC (HOUPT et al., 1998). Esta hipbtese é
confirmada em estudo onde ratos com lesdo no SFO, desdratados por 24 horas ou que
receberam injecdo sistémica de salina hipertbnica apresentam ingestdo normal de agua,
contudo, os ratos depletados de sddio apresentam diminuigdo da ingest&o de salina hipertdnica
quando comparados ao grupo sem lesdo do SFO (WEISINGER et al., 1990).

O MnPO integra parte da lamina terminalis e compreende a regido localizada ao
longo da parede rostral do 3V. Faz conexdes eferentes com areas hipotalamicas envolvidas na
regulacdo cardiovascular comoo PVN, o SON, o LPB e o HLA (JOHNSON e LOEWY,
1993), além de ser indicado como &rea importante no ritmo circadiano e na termorregulacéo
(MORRISON et al., 1998, CLAPHAN, 2011; MCKINLEY; 2015). A regido ventral do
MnPO junto com o OVLT, comple a regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V)
(JOHNSON e THUNHORST, 1997). O MnPO parece ser importante area integradora de
sinais, responsivo as alteracbes osmaticas, de volume e de temperatura (MCKINLEY, 2004;
MORRISON e NAKAMURA, 2011). Estudo eletrofisiologico mostra que neurbnios do
MnPO sd0 responsivos as variagbes osméticas e pelo processamento imunohistoquimico,
foram identificados nestas células os canais Nac (GROB et al., 2004). Deste que ratos
depletados de sodio apresentam aumento da expressdo do RNAm para os receptores AT, no
SFO, no MnPO e na regido parvocelular do PVN, tem sido sugerido que a deficiéncia de
sodio induz plasticidade dos receptores ATiem resposta a desafios hidrossalinos (CHARRON
et al.,, 2002). A participacdo da ANGII no MnPO no controle da ingestdo de sodio €
corroborada por estudo com animais depletados de sodio que recebem injecdo periférica de
ANGII e apresentam robusto apetite por sodio em comparacdo aos animais que recebem
microinjecdo de losartana no MnPO (LUCA JR e FRANCIS, 2004). Verifica-se queratos
depletados de sddio e com lesdo no MnPO apresentaram diminuicdo da ingestdo de salina
hipertbnica quando comparados a0 grupocom deplecdo simulada (sham) (DE LUCA JR e
FRANCIS, 2004). Por outro lado, ratos com lesdes simultaneas no SFO e no OVLT, mas com
MnPO intacto, apresentam significativa diminuicdo da ingestdo de agua e salina hipertonica,
mas ndo abolicdo do comportamento, sugerindo a modulacdo de outras areas do SNC

(MCKINLEY, 1999). Estudo mostra que ratos com lesdo na AV3V, ao receberem sobrecarga
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intragastrica de salina hipertdnica, apresentaram reducdo na ingestdo de agua e de salina
hipertbnica, além da diminuicdo da expressdo de c-Fos no PBN e no NTS (ROCHA et al.,
1999). Ratos com lesdo na AV3V e submetidos a dietas hipossodicas, apresentam diminuicdo
daingestédo de sodio (BAELER e JOHNSON, 1979).

Estendendo-se através da parede rostral do 3V 0 OV LT é altamente vascularizado
e suas células estdo em contato direto com liquor cefaloraquidiano, o que faz desta area
integrante do circuito primério de monitoramento da osnhwolaridade plasmética e regulacéo
cardiovascular (JOHNSON e LOEWY, 1993; KINSMAN et al., 2016). Estudo
eletrofisiolégico com culturas de neurbnios do OVLT mostra a responsividade destas células
adiferentes concentracdes de solucéo salinade modo que esta responsividade foi diretamente
proporcional a concentragdo da solugdo salina. No mesmo estudo, microinjecdes de salina
hipertbnica no OVLT induzem aumento da atividade simpética do nervo renal e da presséo
arterial, e o pré-tratamento com muscimol, angonista dos receptores GABA do tipo A
(GABA,) atenua a resposta simpatoexcitatoria e a pressora (KINSMAN et al., 2016).
Observa-se também que ratoscom lesdo no OVLT, depletados de sddio ou privados de agua
apresentam diminuicdo do apetite por sodio ou da sede (JOHNSON e GROSS, 1993).

A amigdala estendida integra e modula funcéo neural e hormonal relacionada ao
apetite por sddio e a regulagdo cardiovascular, além de motivagdo e do hedonismo, do
aprendizado, da memoria, do medo, da ansiedade e da depressdo. Vias neuronais reciprocas
entre o complexo amigdaldide e a &rea tegmental ventral (VTA), regido relacionada a sintese
de dopamina e parecem ser importantes para o controle do comportamento de recompensa e
deaversdo (JOHNSON et al.,, 1999; WALKER e DAVIS, 2005; JENNINGS, 2013). A
amigdala estendida é formada pelos nicleos central e medial (CeA e MeA, respectivamente) e
0s nucleos lateral e mediano do leito da estria terminal (BSTL e BSTM, respectivamente)
(JOHNSON et a., 1999). O BSTL e a CeA apresentam conexdes reciprocas e com areas
envolvidas na regulagdo cardiovascular e dos liquidos corporais, como o0s nucleos
parabraquial lateral (LPBN) e PVN. O BNST e MeA recebem aferénciasda L T e informactes
viscerais do LPBN (JOHNSON et al.,, 1999; VEINANTE e FREUND-MERCIER, 1998).
Além disso, a amigdala estendida apresenta receptores para diversos neurotransmissores e
neuromodulares, como 0 GABA, a serotonina, os opioides, adopamina, a histamina, arenina,
a ANGII, a aldosterona e a IL-18 (GEERLING e LOEWY, 2008; CP LUZ et al., 2007,
HORVITZ, 2001; ALMEIDA et al., 2015). Estudos mostram participacdo dos nucleos da
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amigdala no controle do apetite por sddio. Observa-se em ratos depletados de sodio elevada
expressao de c-Fos e RNAm do receptor opioide do tipo g (1-OR) no BNST, na CeA, na
regido da concha do nucleo accumbens (NAch), no MnPO e no SFO (GRODIN et al., 2011).
Tanto a CeA gquanto a MeA parecem ser importantes para o controle do apetite por sodio.
Estudos com lesdo eletrolitica mostram redugéo da ingest&o de salina hiperténica induzida por
tratamento periférico de ANGII ou ALDO (ZHANG et al., 1993; ZARDETTO-SMITH et al.,
1994). Receptores GABA, também presentes na CeA, parecem ser importantes para o
controle do apetite por sodio. Observou-se que ratos depletados de sddio que recebem
microinjegdes de muscimol, agonista dos receptores GABAA, apresentam diminui¢do da
ingestdo de salina hipertbnica, e o pré-tratamento com microinjegdes de losartana na CeA,
inviabiliza o efeito inibitorio do muscimol. Neste estudo verifica-se também que apenas as
microinjecoes de losartana na CeA ndo modifica a ingestdo de salina hipertonica, assim, este
resultado sugere que a desativacdo de mecanismos facilitatérios por muscimol ocorre por
mediacdo daANGII (HU B et al., 2015).

O distema mesocorticolimbico, o circuito da motivacdo e recompensa, que inclui:
a VTA, o palido ventral (VP) o Nach, a CeA, a MeA, a amigdala basolateral (BLA), o
hipotalamo lateral (HL) e o cortex pré-frontal (PFC). Tais &reas sdo importantes no controle
da atividade motora, do aprendizado, da memdria e dos comportamentos motivacionais e
hedbnicos, além de sistemas de neurotransmissores como opioides, dopamina e GABA
(BERRIGDE, 1996; CARDINAL et al., 2002; FONTININI et al., 2009). A recompensa que
pode ser definida como busca motivada por fontes que desencadeiam a sensacdo de bem estar
e gratificagdo. O circuito cerebral da recompensa medeia o estado motivacional do “querer”,
do “desejar” e os mecanismos heddonicos do “gostar” (CARDINAL et al., 2002; BERRIDGE,
2009). O prazer pode ser definido como sensagdo promovida pela associagdo do “querer”, do
“gostar” e do “aprendizado”, o que inclui associagcdo de experiéncias novas recompensatorias
com experiéncias passadas (BERRIDGE, 1996; 2009). A salina hipertonica utilizada nas
sessdes experimentais que avalia, mensura e qualifica o apetite por sddio € altamente aversiva
a animais normonatrémicos, entretanto, diante da necessidade organica de sodio apresentada,
a ingestéo de salina hipertdnica torna-se altamente palatavel, assim, o apetite por sodio passa
a ser um agente motivador (BERRIGDE e FLYNN, 1984; ROITMAN et al., 2002; NA et al.,
2007; YAN et al., 2014). A informagdo do sabor salgado € transmitida a areas cerebrais
envolvidas com os comportamentos motivacionais, de modo que 0s circuitos neurais que

detectam a necessidade organica de sodio e dirige o apetite por este ion, compartilham
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componentes com circuitos associados com a motivagdoe a recompensa (JOHNSON e
GROSS, 1993; DANIELS e FLUHARTY, 2004; KRAUSE e SAKAI, 2007). Estado
hiponatrémico persistente pode induzir sinais associados ao comportamento depressivo, bem
como induzir plagticidade neuronal em areas cerebrais envolvidas com a recompensa e
sensibilizagdo as drogas, como Nacb (GEERLING e LOEWY, 2008). Verifica-se que em
ratos submetidos a repetidas deplecdes de sodio ha alteragdes morfoldgicas nos dendritos da
regido da concha do Nach, indicando plasticidade neuronal apds os sucessivos desafios
osmoticos, e maior sensibilidade ao apetite por sddio. Nesse estudo, a deplegdo de sodio
promoveu aumento da sensibilidade a anfetamina, indicando as alteragbes neuronais comuns
a0 sal e sensibilizagdo a drogas podem proporcionar um mecanismos geral para respostas
comportamentais (ROITMAN et al., 2002). Em estudos semelhartes, ratos submetidos a uma
deplecéo ou deplectes repetidas de sddio apresentam robusta ingestdo de salina hipertonica e
elevada expressdo de c-Fos no Nacb apds finalizacdo deste comportamento (VOORHIES e
BERNSTEIN, 2006; NA et al., 2007). Outra area da circuitaria € o HL. Verifica-se que ratos
com lesdo nesta area apresentam adpsia e afagia e a ingestédo de salina hipertdnica induzida
por DOCA € expressivamente reduzida. No mesmo estudo, a lesio no HL ndo alterou o
apetite por sddio em animais com hiponatremia induzida por dialise intraperitoneal (WOLF,
1964). Estudo indica que o cOrtex parece necessario ao processo de aprendizagem,
identificac8o e sensibilidade ao sabor salgado (BLONDE et al., 2014). Ratos com lesdo no
neocortex ou cortex sensorial, depletados de sddio ou tratados com injecdo intraperitoneal de
DOCA apresentaram resposta natrioréxica esperada, contudo atrasada e atenuada, quando
comparados com o grupo controle. Observou-se também neste estudo que 0s animais sem
lesdo neocdrtex ou cortex sensorial aprenderam em menor tempo a discriminar a solucéo de
NaCl dasolucdo de KCl edo lette (WOLF et al., 1970).

Enquanto as areas prosencéfalicas apresentam-se facilitatérias para o apetite por
sodio, as areas posteriores pontinas atenuam este comportamento. As informacfes viscerais
chegam ao SNC através de aferéncias vagais ao do nicleo do trato solitério (NTS). Também
podem acessar pela area postrema (AP) através de fatores circulantes (JOHNSON e LOEWY,
1993; JOHNSON e THUNHORST, 1997; GEERLING e LOEWY, 2008). Outra regido que
integra a rede inibitoria do apetite por sodio, € 0 nlcleo parabraquial (PBN) que recebe
aferéncias do NTS e AP, e envia para o MnPO, SFO e CeA (NOGREN, 1978; OHMAN e
JOHNSON, 1986; MENANI et al., 2014). Consistente com estes dados, tém-sea ingestao
robusta de salina hipertbnica e a elevada expressdo de c-Fos em neurdnios AP, regiéo
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mediana do NTS e PBN, apresentados por ratos hiponatrémicos (FRANCHINI e VIVAS,
1999; GODINO et al., 2007).

A AP corresponde a uma estrutura bilateral, localizada sobre a superficie dorsal
do bulbo, adjacente afossa rombdide e regido caudal do quarto ventriculo (4V). Seu aporte
sanguineo chega das artérias cerebrais inferior e posterior, sendo esta uma possivel via de
acesso entrea APeo NTS (JOHNSON e LOEWY, 1993; MILLER e LESLIE, 1994). Recebe
aferéncias do nervo vago e dos nicleos hipotalamicos paraventricular e dorsomedial (PVN e
DMH, respectivamente) e projeta eferéncias para o NTS e LPBN (FITZSIMONS, 1998;
MCKINLEY e JOHNSON, 2004; STRICKER e HOFFMANN, 2006). Além de envolvida no
controle da homeostasia cardiovascular e hidrossaling, esta aea € importante na
monitorizag&o e percepcdo quimica de toxinas eméticas circulantes, portanto esté relacionada
a geracéo do vomito (MILLER e LESLIE, 1994; FITZSIMONS, 1998). Diversos estudos
mostram a funcdo AP-NTS no apetite por sodio (CONTRERAS e STETSON, 1981;
EDWARDS e RITTER, 1982; HYDE e MISELIS, 1984). Estudos mostram que lesdo na AP
promove espontanea ingestéo de substancias hipertonicas, contudo suaremogdo ndo é criticaa
vida (WATSON, 1985; JOHNSON e LOEWY, 1993; FITZSIMONS, 1998). Verifica-se que
ratos normonatrémicos com lesdo na AP apresentam ingest&o copiosa de salina hipertonica
(CONTRERAS e STETSON, 1981). Em estudo semelhante, apés lesdo na AP, ratos
apresentam excessiva ingestéo de salina hiperténica, mas ndo apresentam natriurese, além dos
niveis de aldosterona presente na urina semelhantes aos de animais sem lesdo; apresentam
também bradicardia e pressdo sanguinea normal (KOSTEN et al., 1983).Verifica-se também
gue ratos com leséo na AP, tratados cronicamente com injecdo intravenosa de losartana por 10
dias e martidos com dieta hipersddica, ndo apresentam alteragBes na pressdo sanguinea
tampouco na ingestdo de agua, contudo ha aumento da ingestédo de salina hipertbnica
(OSBORN et al., 2000). Lesao AP e regido caudal do NTS de ratos promovem polidipsia
permanente, natriurese e ingestdo copiosa de salina hipertbnica, em resposta a privacéo
hidrica de 24 horas (HYDE e MISELIS, 1984).

O PBN, edtrutura pontina circunvizinha ao pendinculo cerebelar superior, ou
bréguio, esta dividido em nlcleo parabraguial mediano e lateral (MPBN e LPBN,
respectivamente) (NOGREN, 1978). Diversos estudos evidenciaram que o circuito formado
por NTS-AP-LPBN ¢€ inibitério para o apetite por sodio (MENANI et al., 1996;
FITZSIMONS, 1998). A hipovolemia ativa 0 SRA, em contrapartida a hiperosmolaridade
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plasmética ativa mecanismos antinatriorexigénicos no PBN (DE LUCA JR, 2003). O PBN
funciona como regido integradora importante com projecdes as regides prosencefalicas,
exercendo atividade inibitéria (MENANI et al., 2014). Dados da literatura mostram que
microinjecd de muscimol no LPBN promove ingestdo de salina hipertbnica em ratos
normonatrémicos, sugerindo que o GABA promove uma desativacdo inespecifica ou geral da
inibicdo associada ao LPBN (OLIVEIRA e al., 2007). Ouros sisemas de
neurotransmissores, como 0 hormdnio liberador da corticotrofina (CRH) também parece
exercer efeito inibotdrio no LPBN. Observa-se em ratos depletados de sodio que microinjecdo
no LPBN do antagonista do hormbnio liberador da corticotrofina, a-helicalg - 41(CRHg _ 41),
estimula a ingestéo de salina hipertonica, indicando que o CRH enddgeno age limitando o
apetite por sodio (DE CASTRO E SILVA et al., 2006).

Diversos estudos utilizam os conhecimentos e as ferramentas da eletrofisiologia,
da biologia molecular e da anatomia para fornecer evidéncias da presenca e da modulacéo de
neurotransmissores e/ou neuromoduladores e dos seus receptores, localizados em areas
especificas do SNC, e as vias heuronais conectando tais areas envolvidas com a regulacdo do
apetite por sodio. Os principais neurotransmissores/ neuromoduladores sGo 0 GABA, o
glutamato, a acetilcolina, a adrenalina, a histamina, os opioides, a dopamina, a serotonina, a
angiotensina e a aldosterona, que sdo sintetizados e liberados em respostas a eventos
periféricos, aivando mecanismos natriorexigénicos e/ou antinatriorexigénicos para
manutencdo da homeostasia hidrossalina. (FITZSIMONS, 1998, MARGATHO et al., 2002;
ANDRADE et al., 2004; MAGRANI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; DE GOBBI et al.,
2009; NASCIMENTO et al., 2014). Neste estudo, investigamos se efeito da IL-1p na CeA e
naMeA sobre o apetite por sodio de ratos depletados deste ion é dependente da integridade do
sistema serotoninérgico central, uma vez que s0 pouquissimos o0s estudos mostrando 0s
efeitos desta citocina sobre este comportamento, além da possivel mediacéo desse efeito por

vias de neurotransmissao.

2.6 SISTEMA SEROTONINERGICO CENTRAL E APETITE POR
sSODIO

A indolamina 5-hidroxitriptamina (5-HT ou serotonina) atua em todo organismo,

como heuwrotransmissor e/ou modulador e/ou horménio e deriva da hidroxilacdo e
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carboxilacdo do triptofano, aminoécido essencial obtido na dieta, cuja sintese ocorre por uma
via metabdlica curta de duas reacBes, mediada por acdo da enzima triptofano hidroxilase
(TpOH), existente nas isoformas tipo 1, encontrada nos tecidos, e tipo 2, encontrada apenas
no citoplasma dos neurbnios serotoninérgicos (TpOH; e TpOH,, respectivamente). A TpOH
converte o L-triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP), que ao ser descarboxilado pela 5-
hidroxitriptofano descarboxilase, resulta em5-HT. ApGs sintetizada, a5-HT € armazenada em
vesiculas e diante de um estimulo, o neurdnio serotoninérgico € despolarizado, ocorrendo a
abertura dos canais de Ca*?, a entrada deste fon na célula e exocitose de com 5-HT. Tal

processo € mediado por auto-receptores pré-singpticos (MANSON et al., 1999).

A remocado da 5-HT na fenda sindptica € mediada pelo transportador de serotonina
(SERT), proteina transmembrana especifica dependente de Na'/Cl™ presente nos neurdnios
serotoninérgicos (MANSON et al., 1999). Diversos farmacos sdo utilizados para o tratamento
dos transtornos psiquiétricos como a depressdo e ansiedade, bloqueando o transportador
SERT, como os inibidores da receptacdo de serotonina (ISRS). Estas drogas ao se ligarem nos
transportadores SERT inviabiliza que a 5-HT seja recaptada pelo neurbnio pré-sinético,
consequentemente  aumentando a concentracdo  extracelular do neurotransmissor,
potencializando sua agdo no neurdnio pds-sinaptico. S8o exermplos desta classe de farmacos a
fluoxeting, o citalopram e a sertralina (JONGHE e SWINKELS, 1997; LESCH, 2005). Outra
via regulatéria dos niveis de 5-HT na fenda sindptica é a sua degradacdo, catabolizada pela
enzima monoamina oxidase tipo A (MAO,), localizada nas membranas mitocondrial e axonal
dos neurdnios serotoninérgicos pré-sinaptico, promove desaminagdo oxidativa resultando em
5-hidroxiindolacetildeido (5-HIA), que a0 ser oxidado pela enzima aldeido desidrogenase,
resulta em &cido 5- hidroxiindolacético (5-HIAA), seu principal metabdlito (AZMITIA, 1999;
ZANG et al., 2004; VAN DONKELAAR et al., 2011).

A sintese de 5-HT parece ser limitada pela disponibilidade de triptofano no
liqguor. Estudo mostra que injecBes de triptofano ou elevado consumo de carboidratos
promove aumento dos niveis deste aminoacido e da 5-HT, todavia, quando o aumento de
triptofano plasmético resulta da ingestdo elevada de proteinas, os niveis de 5-HT ndo
aumentam, supostamente devido a presenca de outros aminoacidos neutros no plasma, cono,
a tirosing, a fenilalaning, a leucina, a isoleucina e a valina (FERNSTROM e WURTMAN,
1972). Dietas pobres deste aminoacido podem comprometer a sintese de 5-HT e ocasionar a

deplecéo organica desta indolamina. Verifica-se que ratos submetidos a dieta livre de
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triptofano por vinte e cinco dias, apresentam deplecdo sérica e encefalica da 5-HT e do 5-
HIIA, e apbs duas horas de acesso ao alimento com triptofano, houve aumento nos niveis
s&ricos da 5-HT (BIGGIO et al., 1974).

Apenas 2% da 5-HT é encontrada difusamente no SNC e como esta indolamina
ndo atravessa a BHE, € necessario 0 acesso do triptofano ao parénquima encefalico. Este
processo envolve gasto energético e ocorre por carreadores protéicos ndo especificos que
transportam outros aminoacidos neutros, como por exemplo, a valina, a fenilalanina e a
tirosina (BLUNDELL, 1992). No SNC a 5-HT é sintetizada por neurdnios serotoninérgicos
dos nicleos da rafe, entretanto, ndo o Unico neurotransmissor / neuropeptideo identificado
nesta regido, onde também sdo encontrados 0 GABA, o glutamato, a noradrenalina, a
acetilcolina, a encefaling, a dopamina, a substancia P e a neurotensina (AZMITIA, 1999). A
rafe compreende de agrupamentos neuronais localizados na regido medio-sagital ao longo da
extensdo rostro-caudal do tronco cerebral, ocupando uma area gque se estende do mesencéfalo
ao bulbo, com sete nucleos localizados na regido da porcéo medial da formacéo reticular (B1-
B9). Esta subdivida em grupos superior e inferior, sendo 0s nulcleos do grupo superior ou
rostral: o caudal linear (CLN; B8), o dorsal da rafe (DRN; B6 e B7), o mediano da rafe
(MRN; B8 e B5) e o supraleminiscal (SLN; B9), situados no mesencéfalo e na ponte. E 0s
nicleos do grupo inferior ou caudal: o obscuro da rafe (NRO; B2), o pélido da rafe (NRPa;
Bl e B4) e o magno da rafe (NRM; B3), situados no bulbo (JACOB e AZMITIA, 1992,
AZMITIA e WHITAKER-AZMITIA, 1997; AZMITIA, 1999; HORN UNG, 2003). A maioria
dos neurbnios serotoninérgicos multipolares, partes dos grupamentos Bl e B3, estdo
localizados na regido ventrolateral da medula (RVLM). A AP também apresenta neurdnios
serotoninérgicos, voltados ao 4V, supostamente envolvidos com a emese, além disso, estes
neurdnios projetam-se da AP para o hipotalamo e outras regides prosencefalicas (M ENANI,
1996; AZMITIA e WHITAKER-AZMITIA,1997).

Os somes dos neurdnios serotoninérgicos se encontram organizados ao longo da
linha média dos nicleos da rafe e os seus axonios arborizam-se em grandes areas
compreendendo alvos diversos funcionalmente, formando vias complexas: s80 cinco vias para
o prosencéfalo e trés para a medula (LIDOV e MOLLIVER, 1982, AZMITIA e
WHITAK ER-AZMITIA, 1997). Neurbnios serotoninérgicos do grupo superior se projetam
para regides prosencefalicas. O DNR apresenta conexdes reciprocas com o cortex, o globo
palido (GP), o hipocampo, o hipotdlamo, o talamo, a amigdala estendida, o nicleo
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supraguiasmético (SCN), a substancia nigra, o NAcb, o nicleo habenular, a &rea septal, o
corpo estriado, os CVOs e o plexo coroide (VERTES, 1991; JACOBS e AZMITIA, 1992;
MICHELSEN, 2008). O MNR, por sua vez, também apresenta conexdes reciprocas com o
cortex, o hipocampo, o hipotalamo, o tdlamo, a amigdala estendida, a &rea septal, o nicleo
habenular, além da area pré-optica (POM), a VTA, do corpo mamilar médio, do nlcleo
supramamilar, do nulcleo posterior, da regido perifornical do hipotdlamo e da zona mediana
incerta (AZMITIA e SEGAL, 1978; JACOBS e AZMITIA, 1992; VERTES et al., 1999). Os
neurdnios serotoninérgicos do grupo inferior enviam suas projecdes para o tronco encefalico,
por trés projecdes paralelas as colunas dorsal, intermediéria e ventral da medula (JACOBS e
AZMITIA, 1992; HORNUNG, 2003). A 5-HT encefélica medeia importantes mecanismos
regulatorios de controle central, como a homeostasia cardiovascular e respiratéria, o
comportamento ingestivo, o comportamento sexual, a temperatura corporal, a resposta ao
estresse, a nocicepcdo, o ritmo circadiano, a liberagdo de neurotransmissores, a
neuroplasticidade, as fungdes cognitivas, a locomogdo, a motivagdo e a recompensa, 0 abuso
de drogas e a adic¢do, o comportamento social, além de estar associada a0 surgimento de
psicopatias de elevada prevaléncia clinica como os transtornos de ansiedade e compulsivo e a
depressio (CASTRO E SILVA et al., 1997; MORIN, 1999; EDDAHIBI et al., 2001,
MENANI et al.,, 2002; FERREIRA et al., 2005; CP LUZ et al., 2006; LACASSE e LEO,
2006; MAGALHAES et al., 2010; MENESES e MARIN et al., 2012., GASBARRI, 2016).
Assim sendo, o interesse em estudar o sistema serotoninérgico central mobiliza ferramentas
da neuroquimica, da eletrofisiologia e da genbmica com o objetivo de entender a miriade de

mecanismos em que este neurotransmissor esta envolvido (BEST et al., 2010).

A 5-HT desempenha sua funcdo, estimulatoria ou inibitéria, interagindo com seus
diferentes tipos de receptores (5-HT; a 5-HT7) classificados segundo critérios farmacoldgicos
e moleculares que consideram a sequencia de aminoacidos que os codificam, os mecanismos
de transducéo de sinalizacdo intracelular. Sdo 14 subtipos de receptores 5-HT (5-HTR), sendo
cinco subtipos dos receptores 5-HT1: 5HTy4, 5HT1g, SHT1p, 5HT1E, € SHTyf; trés subtipos
dos receptores 5HT,: 5HT,a, SHT2g, € 5HT2c; dois subtipos dos receptores 5-HTs: 5HTsa €
5HTsg (HOYER et et al, 1994.,, KOHEN et al., 1996). Todos os 5-HTR sdo do tipo
metabotropico, logo asinalizacdo intracelular se processa de maneira lenta, uma vez que estao
acoplados a proteinas G e assim sendo, para que ocorra a transducdo de sinal, faz-se
necessario a formagdo de um segundo mensageiro. A excegdo dos demais, o0 receptor 5-HT3 é

anico receptor ionotrépico regulado por ligante, portanto sua acdo € mais rapida e apresenta
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permeabilidade seletiva a Na, K* e Ca?* (PEROUTKA e HOWELL, 1994; THOMPSON e
LUMMIS, 2006; MCCORVY e ROTH, 2015). Os 5-HTR sdo encontrados tanto no SNC
quanto na periferia, mediando diversas fungdes e, diante da amplitude da distribuicéo destes
receptores, compreende-se a participacdo deste neurotransmissor /neuromodulador/ hormdnio

em diversos mecanismos fisiologicos.

Diversos estudos mostram a participacéo da 5-HT e das vias serotoninérgicas na
regulacdo da homeostasia hidrossalina, sobretudo sua participacdo nos mecanismos inibitérios
do apetite por sddio (REIS, 1994; FITZSIMONS, 1998). Algumas areas prosencefalicas
envolvidas no controle do apetite por sodio recebem projecOes eferentes de neurdnios
serotoninérgicos do DRN, sdo elas: SFO, OVLT, MnPO, PVN, SON e HL, e estas areas
prosencefélicas também enviam projegdes para MRN (MARCINKIEWICZ et al., 1989,
TANAKA, 1998; AZMITIA, 2001; CELEADA, 2001). Diversos estudos mostram que apos
injecOes periféricas ou nos ventriculos encefalicos (VL ou 3V) com agonistas ou antagonistas
dos receptores da serotonina exercem acdo modulatoria sobre a sede e 0 apetite por sodio
(ROUAH-ROSILIO et al., 1992; BADAUE-PASSOS JR et al., 2003; CASTRO et al., 2000;
2001; 2002; 2003). Alguns estudos sugerem que a serotonina e suas vias exercem tonus
inibitdrio sobre o controle do apetite por sodio (MENANI et al., 1996; 2000; 2014). Observa-
Se que ratos normonatrémicos ou depletados sodio tratados com antagonista inespecifico dos
5-HTR, dexfenfluramina, amplamente utilizado na préatica clinica como anorexigénico,
diminui a ingestdo de salina hipertonica e a ingestéo espontanea de alimento hipersodico. Por
outro lado, o tratamento com metergolina, antagonista inespecifico dos 5-HTR, aumenta a
ingestdo de salina hipertbnica e a ingestdo espontanea de alimento hipersodico,
respectivamente (ROUAH-ROSILIO et a., 1992).

Uma das técnicas utilizadas para estudar a mediagdo do sistema serotoninérgico
central nas diversas fungdes, cognitivas ou homeostéticas, em que a 5-HT esta envolvida € a
deplegdo, encefdlica ou organica, desta indolamina com o uso do féamaco para-
clorofenilalanina (p-CPA), bem cono a lesdo do DNR (MAZER et al., 1997; LIMA et al.,
2004; REIS et al., 2007). Observa-se que a deplecdo encefalica de 5-HT ou lesdo do DNR
aumentam o apetite por sodio, tanto em ratos normonatrémicos quanto depletados de sodio,
sugerindo que a supressdo das vias serotoninérgicas ascendentes do DNR podem alterar os
mecanismos angiotensinérgicos envolvidos na regulacdo do apetite por sddio, bem como a
atividade dos sensores de sddio presentes no SFO (REIS, 2007). Corroborando este dado,
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estudos mostram a interag@o das vias angiotensinérgicas e serotoninérgicas no controle do
apetite por sodio. Neurbnios angiotensinérgicos do SFO projetam-se para DNR, de modo que
variacfes nos niveis de ANGII sdo monitorados por neurdnios sensiveis do SFO e transmitem
esta informacdo para 0 DNR, assim, diante de uma hipovolemia, neurbnios serotoninérgicos
gue se projetam para SFO apresentam aumento da atividade elétrica (TANAKA et al., 1998;
2001), além disso, verifica-se em ratos normonatrémicos que apos tratamento com ANGII ha
diminuicdo dos niveis de plasméticos de 5-HT e seu metabdlito, o &cido 5-
hidroxiindoleacético (5-HIAA) (TANAKA et al., 2003); observa-se também que ratos
depletados de sodio ha diminuicdo dos niveis de 5-HT e 5-HIAA no SFO, sugerindo que a
serotonina nesta area pode participar do controle da sede e do apetite por sddio induzidos por
ANGII (TAKAHASHI e TANAKA, 2016).

Estudos do laboratério de Neurociéncias (ICS/UFBA) contribuiram de maneira
representativa a literatura sobre o envolvimento do sistema serotoninérgico central no cortrole
da homeostasia hidrossalina, de inicio com injecdes no 3V, investigando a possivel
participacdo dos diferentes tipos de receptores da serotonina nas éreas periventriculares, e
posteriormente em areas especificas do encéfalo (DE CASTRO E SILVA et al., 1996.,
CASTRO et al., 2000; 2001; 2002; 2003., CP LUZ et al., 2006; 2007). Nesses estudos,
verifica-se que ratos submetidos a trés distintos protocolos inducéo da sede, aprivacdo hidrica
por 14h, ou a injegdes i.c.v. de ANGII ou do agonista colinérgico carbacol, quando tratados
com injecdo i.c.v. de L-694,247, agonista seletivo dos receptores 5-HT1p, ha inibicdo ou
auséncia da ingestéo de &gua e o pré-tratamento com i.c.v. de GR 127935, antagonista
receptores do tipo 5-HT1p, ndo inibe ou anula a sede. Em animais normoidratados o
tratamento com L-694, 247 ndo promove alteragbes na ingestdo de dgua (DE CASTRO E
SILVA et al., 1996). Observa-se também que ratos normoidratados, com sede induzida por
injegOes i.c.v. de ANGII ou carbacol, a0 receberem i.c.v. de GR 113808 ou SB 204070,
antagonistas dos receptores 5-HT4, apresentam aumento ingestédo de agua quando tratados
com ANGII e diminuicdo da ingestdo de agua quando a sede € induzida por estimulacdo
colinérgica, sugerindo papel inibitério da serotonina quando a sede é estimulada por ANGII e
facilitatério quando estimulada por carbacol (CASTRO et al., 2000).

Ainda investigando 0s mecanismos serotoninérgicos sobre a sede, verificou-se
gue ratos com desidratacdo extracelular, induzida por sobrecarga orogastrica de salina

hipertbnica, ou hipovolemia, induzida por injecdo subcutanea de polietilenoglicol (PEG), ao
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receberem injecOes i.c.v. de GR 113808 apresentam inibicdo da ingestdo de agua quando
desidratados e estimulacdo da ingestdo quando hipovolémicos (CASTRO et al., 2001). Em
outro estudo, ratos com desidratacdo extracelular ou com desidratacdo intracelular, induzida
por privagdo hidrica, ou hipovolémicos, tratados com i.c.v. de meta-clorofenilbiguanida (m-
CPBG), agonista seletivo dos receptores de 5-HT3, apresentam inibicdo da ingestdo agua,
porém, quando pré-tratados com LY-278584, antagonista seletivo 5-HT3, ndo h& inibicdo da
sede. Ainda se verifica neste estudo que o mCPBG também inibe a sede induzida por ANGII
e por carbacol, sugerindo acdo inibitoria da serotonina, via receptores 5-HT3, sobre a ingestédo
hidrica (CASTRO et al., 2002).

Circuitos neurais envolvidos no controle da sede podem ser compartilhados no
controle do apetite por sodio, de modo que ao estimular ou inibir a sede podem estimular ou
inibir o apetite por sodio (JOHNSON e THUNHORST, 1997). Ha, porém circuitos que
estimulam ou inibem a ingestéo de agua sem qualquer alteracdo na busca e na aquisicéo do
sodio (STRICKER e SVED, 2000). Diante dos dados obtidos com a sede, buscou-se
investigar o envolvimento das vias serotoninérgicas centrais no controle do apetite por sodio.
Verifica-se entdo que ratos depletados de sddio, tratados com injecéo i.c.v. mCPP, apresentam
diminuicdo da ingestdo de salina hipertbnica e o pré-tratamento com o antagonista dos
receptores 5-HT2g ¢ 0 SDZ-SER 082, invializa o efeito antinatriorexigénico do mCPP. No
mesmo estudo, a injecéo i.c.v. de mCPBG, promove reducdo expressiva da ingestdo de salina
hipertbnica, e o pré-tratamento como LY -278 584, antagonista do receptor 5-HTs3, bloqueou a
inibicdo promovida pelo mCPBG (CASTRO et al.,, 2003). Em estudos posteriores,
investigou-se a participacdo da serotonina e seus receptores na CeA e naMeA, no controle do
apetite por sodio, onde verificou-se que microinjecbes de m-CPBG na CeA ou naMeA levam
a0 blogueio do apetite por sodio e o pré-tratamento com ondansetrona, antagonista do
receptor 5-HT3, inviabiliza o efeito antinatriorexigénico do m-CPBG em ratos depletados de
sodio. Observa-se que microinjegcdo de m-CPP ou SDZ-SER 082 na CeA, ndo modifica a
ingestdo de salina hipertonica. Por outro lado, a microinjegdo de SDZ-SER 082 na MeA
promove diminuicdo da ingestdo de salina hipertbnica em ratos depletados de sodio. Estes
resultados confirmam o papel inibitério dos receptores 5-HTz na CeA e na MeA sobre o
apetite por sodio, enquanto os receptores 5-HT,c na MeA parecem ter efeito estimulatério
(CPLUZ et dl., 2006; 2007).
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2.7 INDUCAO E FACILITACAO EXPERIMENTAL DO APETITE
POR SODIO

Sistemas hormonais coevoluiram com sistemas neurais para, em Sinergia,
controlar de forma organizada os comportamentos da sede e do apetite de sddio, essenciais as
corregdes das flutuacbes na homeodtasia hidrossalina. Tais sistemas respondem a estimulos
combinados de LIC e LEC (STACHENFELD, 2008; MECAWI et al., 2015). A maioria dos
desafios hidrossalinos que incitam o apetite por sodio envolve aativagdo do SRA encefélico e
levam horas ou dias para produzir um estado neural, enddcrino e comportamental associado
a0 apetite por sddio (ROWLAND e MORIAN, 1999; CHARRON et al., 2002; GEERLING e
LOEWY, 2008). Diante da escassez organica de sodio, os individuos se mobilizam a
encontrar e consumir substancias repletas deste ion. Nos laboratérios de pesquisa, 0s animais
consomem solugdes salinas usualmente hipertonicas e desagradaveis ao paladar, com
concentracOes variando de 1,5 a 3% de NaCl, durante um periodo especifico, em resposta a
perda organica de sddio (ROWLAND e MORIAN, 1999; ANTUNES-RODRIGUES ¢t al.,
2004; GEERLING e LOEWY:; 2008). Assim, referem-se usualmente ao apetite por sodio

como ingestéo livre de solucBes hipertonicas aversivas.

Os primeiros estudos para investigar este comportamento foram realizados por
Ritcher, usando animais adrenalectomizados (RITCHER, 1936; 1939). Em sua pesquisa foi
possivel verificar aimportanciada ALDO na conservacdo organica de sodio. Evidenciando tal
importancia, muitos estudos injetam ALDO ou DOCA de forma sistémica ou direta no SNC,
para induzir a busca e a aquisicao de solucdes hipertdnicas (DE LUCA JR et al., 1992; LANE
et al., 1997; GEERLING et al., 2006; BYKOWSKI et al., 2007; YANG e MA, 2008). Outro
meio para inducdo experimental do apetite por sddio € o tratamento com ANGII. Alguns
protocolos utilizam da ANGIlI associado a mineralocorticdides potencializando o
comportamento do apetite por sddio (FITZSIMOSN, 1998; MCKINLEY et al., 2003; 2014,
THORNTON et al., 2007; GEERLING e LOEWY, 2008). Segundo a hipdtese da sinergia,
ANGII e ALDO agem juntos dirigindo copiosa ingestdo de solucdo salina hipertbnica
(AVRITH e FITSIMONS, 1979; DANIELS e FLUHARTY, 2004; MORRIS et al., 2008;
GEERLING e LOEWY, 2008).

Os protocolos experimentais para os desafios hidrossalinos sdo frequentemente

realizados com farmacos utilizados na prética clinica para tratamento da hipertensdo. A
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furosemida é um potente diurético que age sobre o co-transportador de Na'/2CI/K*
localizados na membrana luminal das células epiteliais, do ramo ascendente espesso da alca
de Henle, produzindo excrecdo de agua, de Na’, de Cl' e de K™ pela urina. Além de promover
um estado de hipovolemia e de hiponatremia, ha ativagcdo de mecanismos de conservacéo do
sodio, como 0 SRAA e 0 aumento dos niveis plasméticos de rening, ANGI, ANGII e ALDO
sdo perceptiveis aos CVOs (ROWLAND e MORIAN, 1999; GEERLING et al., 2006;
MCKINLEY et al.,, 2014; KLOET et al., 2010). A utilizacdo de diuréticos nos protocolos
experimentais induz a rgpida natriurese poucos minutos apés a administragdo do farmaco. Ha
0 acompanhamento continuo da expressiva diurese, a fim de evitar que os animais tenham
contato com urina excretada. Esses farmacos associados a dieta hipossddica resultam em uma
condicéo enddcrina e neural que dirige e motiva o animal a buscar e adquirir solucéo salina
hipertdnica (ROWLAND, 2007).

No presente estudo, o apetite por sodio foi induzido por injecdo subcuténea de
furosemida. A deplecéo de sddio durouem média quatro horas e as caixas forradas com papel
absorvente foram constantemente trocadas, para evitar que os ratos lambessem a urina
excretada. ApoOs quatro horas do tratamento com furosemnida, os ratos foram transferidos
para as caixas individuais com maravalha limpa, com alimento hipossddico (fubd) e agua
destilada disponiveis por 24 horas, até o inicio das sessdes experimentais. Neste periodo, os
animais consomem agua, restabelecendo o volume liquido perdido, mas néo restabelecem o
sodio, consequentemente, mecanismos para conservacdo do sodio e sinais facilitadores sdo
ativados, criando um estado fisioldgico que os dirige o apetite por sédio (JOLOWIEC, 1974).
Por estes motivos wilizamos este método para induzir a hiponatremia que desencadeia o

comportamento do apetite por sodio.

Dados da literatura mostram o uso da furosemida em associagéo ao captopril,
inibidor da ECA (modelo FURO/CAP). Este protocolo traz como vantagem o curto periodo
de tempo (aproximadamente 3 horas) para indugdo do comportamento de apetite por sodio,
visto que ao inibir a formacdo de ANGII periférica, induz a formacdo rgpida de ANGII
central. Observa-se que injecdes cronicas de furosemida associada ao captopril, separadas por
uma semana de intervalo, aumentam a ingestdo de sodio regulatéria e a ndo regulatoria
(diaria) e esse consumo foi suprimido quando os ratos receberam pré-tratamento de losartana,
confirmando a participacdo da ANGII no apetite por sodio (PEREIRA et al., 2010). Muitos
estudos mostram a deplecdo de sodio por dialise peritoneal, um modelo estabelecido de
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desidratacéo extracelular que promove a diminui¢cdo na concentracdo de sodio plasmatico em
um periodo curto (aproximadamente 4 horas). Consiste em introduzir solucdo osmoticamente
ativa (solucdo de glicose) por via intraperitoneal, em volume equivalente a 10% do peso
corporal do animal. O peritdnio funciona como membrana semipermeavel, de modo que os
eletrolitos movem-se em favor do gradiente de concentracdo (CHIARAVIGLIO e GUAITA,
1986; VIVAS et al., 1995; FRANCHINI et al., 2002). A deplecdo de sodio, seja por uso
furosemida, ou da furosemina associada ao captopril, ou por dialise peritoneal, ativa areas da
circuitaria neural de controle do apetite por sddio como o OVLT, o MnPO, o SFO, aAV3V, a
MeA, a CeA, aBLA, o BNST, o Nach, o SON, o PVN, o LPBN, a AP eo NTS (VIVAS et
al., 1995; LANE et al., 1997; PASTUSKOVAS e VIVAS, 1997; HOUPT et et al., 1997,
THUNHORST et al., 1998; FRANCHINI et al., 1999; 2002.; J et al., 2005; CREWS e
ROWLAND, 2005; NA et a., 2007).

O modelo de privagdo hidrica e reidratacdo parcial (PHRP) permite estudar
Sseparadamente 0os comportamentos de sede e o0 apetite por sodio. Oferta-se as buretas
graduadas com agua e apds 0s animais saciarem a sede, oferta-se as buretas graduadas com
salina hipertbnica, para iniciar a ingestdo de salina hipertbnica, assim sendo é possivel a
idertificacdo das &reas encefalicas envolvidas em cada comportamento. Tal protocolo consiste
em privar os animais de agua por 24 a 36 horas, promovendo um estado hipovolemia. Nesta
condicdo h4 ativacdo do SRAA e aumento da osmolaridade plasmética. No periodo de
reidratacdo parcial (teste da sede), os animais tém acesso aagua por 2 horas, o que possibilita
acorrecéo parcial da hipovolemia e adiluicdo do LEC e apOs areidratacdo parcial, os animais
passam a ter acesso também a solucdo salina hipertdnica (teste do apetite por sodio). A
ingestdo de salina hipertonica corrige totalmente o volume do LEC e a osmolaridade (DE
LUCA JR et al., 2002a; 2002b.; 2010.; VENDRAMINI et al., 2009). Observa-se que ratos
privados de agua, por 24 a 30 horas, apresentam expressao de c-Fos no OVLT, SFO, MnPO e
SON. Apos reidratacéo por duas horas, sema ingestéo de salina hiperténica, a expressao de c-
Fos permanece inalterada no SFO, é reduzida a metade no OVLT e no MnPO e ausente no
SON (DE LUCA JR et al., 2002a).

Hormbnios envolvidos na respostas ao estresse também podem induzir o apetite
por sodio. Observa-se que ratos normonatrémicos tratados com injegdes subcutaneas de
ACTH sintético por 5 dias apresentam aumento diério da ingestéo da solugéo hipertbnica de
NaCl, em detrimento da ingestéo das solugdes de cloreto de potéssio (KCI), de cloreto de
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magnésio (M gCl,) e de célcio (CaCly) e a adrenalectomia ndo altera a resposta ao tratamento
com ACTH (WEISINGER et al, 1978). Em estudo semelhante, camundongos
normonatrémicos tratados com injecéo intraperitoneal de ACTH por 7 dias apresentam
aumento da ingestdo livre de sddio, mas quando o ACTH foi injetado i.c.v., ndo se observa o
aumento no consumo livre de sbdio. Ainda este estudo verifica-se que injecéo intraperitoneal
do CRH ndo induz aumento da ingestdo livre de sddio, mas quando os camudongos recebem
injecdo i.c.v. de CRH, manifestam o comportamento (DENTON et al., 1999). Utiliza-se
também a ioimbina, antagonista seletivo dos adrenoreceptores tipo alfa 2 (R-02), para induzir
0 apetite por sddio. Verifica-se quei njecdo subcuténea de ioimbina em ratos normonatrémicos
induz aingestdo de sdlina hipertdnica (ZARDETTO-SMITH et a., 1991;1994).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOSGERAIS

1. Investigar os efeitos da IL-18 na Amigdala central (CeA) e na Amigdala medial
(MeA) sobre o apetite por sodio.

2. Verificar a necessidade do sistema serotoninérgico central na resposta induzida pela
IL-1P.

3. Veificar o efeito dallL-1p na CeA e na MeA sobre a temperatura corporal.

3.2 OBJETIVOSESPECIFICOS

* Investigar os efeitosda IL-1p na CeA ¢ na MeA sobre o apetite por sédio de ratos
depletados deste ion.

* Investigar os efeitosda IL-1 na CeA ¢ na MeA na atividade locomotora de animais

depletados de sodio.

» Investigar os efeitos dalL-1p na CeA ¢ na MeA na resposta heddnica a ingestéo de

substéncia palatavel.

» Observar o efeito da IL-1p na CeA e na MeA sobre a temperatura corporal de ratos
depletados de sodio.

» Verificar se 0 efeito da IL-1p na CeA e na MeA sobre o apetite por sodio de ratos

depletados deste ion depende daintegridade do sistema serotoninérgico certral.
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4 HIPOTESES

Hipotesegeral:

Hipdtese nula (Hp): Seaacdo dalL-1p, na CeA e na MeA,ndo modifica a ingestdo de salina
hipertdnica em ratos com depletagdo de sodio, entdo a IL-1p ndo participa da regulacéo

central do apetite por sodio.

Hipotese teste (H1): Se a agcdo da IL-1B, na CeA e na MeA,modifica a ingestdo de salina
hipertbnica em ratos com depletados de sodio, entdo a IL-1p participa da regulacdo central

do apetite por sodio.

Hipobteses especificas

1. Apossivel ativacgodos receptores |L-1R pela admistracdo diretade IL-1B na CeA ¢ na
MeA inibe o apetite especifico por sodio.

2. A inibicdo do apetite por sodio, induzido pela IL-1B na CeA e na MeA ndo decorre de

alteracOes locomotoras.

3. A inibicdo do apetite por sodio induzido pela IL-1p na CeA e na MeA ndo é devido a
inbicdo inespecifica do comportamento ingestivo.

4. A possivel ativagdo dos receptores|L-1R pela administracéo diretadelL-1p na CeA e

na MeA promove hipertermia em ratos depletados de sodio.

5. A inibicdo do apetite por sddio induzido pela IL-1B na CeA e na MeA depende da
integridade do sistema serotoninérgico central.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

No presente estudo, foram utilizados Rattus norvegicus, cepa Wistar, com 12 semanas
de vida pesando 250 + 20g, provenientes do Biotério Setorial do Laboratério de
Neurociéncias, do Institwto de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia
(ICS/UFBA). Os animais foram mantidos em sala climatizada com temperatura de 22 + 2 °C
e luz controlada com periodo de claro/escuro de 12 horas (7h as 19h), com ragdo balanceada
(Nuvital Nutrientes Ltda., Curitiba, Brasil), agua destilada e solucéo salina hiperténica (1,5%)
ad libitum. O nimero de animais utilizados nos experimentos foi previamente calculado,
utilizando o programa estatistico BioEstat versdo 5.0, poder do teste em 90% e p< 0,05. O
tamanho ideal da amostra de 10 a 12 animais por grupo, para os protocolos de apetite por
sodio. Os protocolos experimentais estdo de acordo com as recomendacdes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e National Institutes of Health
(NIH/USA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da instituicio
(CEUA-ICS-UFBA: 056/2014).

5.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Para realizacdo da cirurgia estereotaxica, os animais foram anestesiados, por via
intraperitoneal (i.p.), com cetamina - xilazina (80-7mg/kg) A seguir, foram tricotomizados e
colocados no aparelho estereotaxico para implante de canula guia na CeA ou na MeA. Para
canulacdo da CeA, utilizou-se canula de 15 mm, seguindo as coordenadas estereotaxicas:
anteroposterior = 2,0 mm posterior ao bregma, lateral = 4,2 mm e vertical = 7,0 mm a partir
da calota craniana. Para canulagéo da MeA utilizou-se canula de 15 mm, com anteroposterior
= 2,0 mm, lateral = 3,6 e vertical = 7,6 mm. Para os grupos submetidos a deplecéo encefalica
de serotonina, canulou-se, além da CeA ou da MeA, também o ventriculo lateral (VL) e para
iss0, utilizou-se de canula de 12mm, com anteroposterior = 0,5 mm, lateral = +/- 1,4 mm e
vertical = 3,4mm. As pontas das canulas guia foram posicionadas 1 mm acima das areas
pretendidas e as coordenadas foram baseadas em The Rat Brain Atlas (WATSON e
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PAXINOS, 2009). As canulas utilizadas na cirurgia central foram confeccionadas com
agulhas hipodérmicas de aco inoxidavel, com didmetro de 0,7 mm, fixadas no cranio com
acrilico dentério auto-polimerizante. Apds este procedimento, as canulas foram ocluidas com
mandris removiveis confeccionados com fio de ago inoxidavel, que foram trocados
diariamente como medida prevertiva para a obstrucéo das canulas, como também habituar os
animais as microinjecdes certrais.

Ao final da cirurgia os animais receberam doses profiléticas de pentabiotico
veterinario Fort-Dogde (Penicilina G procaina com Leciticina, estéril; penicilina G potassica
estéril, sem Leciticina; Benzilpenicilina potassica; Citrato trissodico anidro estéril; Penicilina
G benzatina com Leciticing, estéril; Estreptomicina estéril (base) Diidroestreptomicina estéril
(base), na dose de 0,2 ml/Kg, e arti-inflamatério e analgésico Banamine (flunixina
meglumina) e na dose de 0,1 ml/100g, ambos por via intramuscular. Ao acordarem da
cirurgia, os animais foram alojados em caixas plésticas individuais e foram manipulados
diariamente durante o periodo de recuperacdo cirlrgica, em uma simulagdo das condicdes
experimentais aos quais foram submetidos, a fim de reduzir o estresse e monitorar as
condi¢cdes de salde e bem estar. As caixas, os mandris, os bebedouros de agua destilada e
salina hipertonica (1,5%) ou agua filtrada, foram trocados diariamente. No quinto dia foram

redlizadas as sessOes experimentais.

5.3 DROGASE MICROINJECOES

Para deplecéo de sodio foi utilizado o diurético de aca furosemida (Lasix; Sanofi-
Aventis Famacéutica Ltda, Sdo Paulo, Brasil), na dose de 20 mg/rato, por injecao subcutanea.

Interleucina-18 (Rh IL-1B, recombinante humana — derivada de Escherichia coli;
SIGMA CO., St. Louis, MO, EUA) utilizada nas concentragdes de 0,1, 0,4, 0,8 e 1,6 ng.
Solucéo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) foi utilizada como veiculo. As microinjecdes centrais
foram efetuadas através de uma seringa de Sul (Hamilton, Co. Inc. Whittier, C.A.) conectada
a uma agulha odontologica n° 30G com 16 mm atraves de um tubo de polietileno (PE10) na
CeA ou na MeA. O volume total injetado foi de 0,2 pl durante aproximadamente sessenta
segundos para cada canula. Os grupos controle receberam microinjecdes de solucéo salina
isotbnica no mesmo volume. ApGs as microinjecdes da droga, foi esperado um tempo extra de

um minuto afim deviabilizar adifusdo dadroga no parénquima encefalico.
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Para-clorofenilalanina metil ester (p-CPA, SIGMA CO., St. Louis, MO, EUA), na
concentragdo de 200 pg/2 pl. Solugdo fisiolégica (NaCl 0,9%) como veiculo. As
microinjecdes centrais foram efetuadas através de uma seringa de 10 pl (Hamilton, Co. Inc.
Whittier, C.A.) conectada a uma agulha odontoldgica r° 30G com 13 mm de comprimernto,
através de um tubo de polietileno (PE10) no VL. O volume total injetado foi de 2 pl durante
aproximadamente sessenta segundos. O grupo controle recebeu microinjecdo de solugdo
salina isotonica no mesmo volume. A concentracdo de p-CPA utilizada no presente estudo
esta de acordo com sugerido na literatura (REIS et al., 1994; HRITCU et a., 2007).

5.4 HISTOLOGIA

Apbs as sessdes experimentais os animais foram anestesiados com cetamina-xilazina
(80-7mg/kd/; i.p.) e receberam microinjecdes do corante azul de Evans (2%) com volume de
0,1ul. Ap6s cinco minutos, os animais foram submetidos a perfusdo transcardiaca com
solucdo salina isotbnica seguida por formol a 10%. Os encéfalos foram removidos e fixados
em solucdo formol 10%, refrigerados a 4°C por 24 horas. Apés este periodo os encéfalos
foram transferidos para solucdo de formol glicosado a 30%, onde ficaram estocados e
refrigerados, a 4°C por 48 horas, para crioprotegd@o antes do processamento histolégico. Apos
este periodo, os encéfalos foram cortados por técnica de congelamento no criostato (35uM),
organizados em laminas com gel e entdo conduzidos para secagem na estufa. ApOs secagem,
as laminas foram coradas com cresil violeta para verificacdo do posicionamento das canulas.
Aos grupos que receberam injecdes de IL-1p apenas os dados referentes aos ratos cujo as
canulas estavam na CeA ou MeA foram utilizados. Nos grupos que receberam injecdo i.c.v de
p-CPA, foram considerados na andlise apenas os dados cujo as canulas estavam naCeA e VL
ou MeA eVL.
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6 PROTOCOLOSEXPERIMENTAIS

6.1 DEPLECAO ORGANICA DE SODIO

Apobs quatro dias de habituacdo as sessdes experimentais, a racdo e os bebedouros
graduados de agua destilada e de solucéo salina hipertonica (1,5%) foram removidos para dar
inicio a deplecdo de sodio. Para induzir a deplecdo, os animais receberam injecéo s.c de
furosemida na dose de 20 mg/rato ou solucéo fisioldgica estéril (grupo normonatrémico, sem
deplecdo). A diurese foi monitorada por observagéo e as caixas trocadas constantemente, a
medida que ficavam molhadas. Quatro horas depois, os animais foram transferidos para uma
caixa com maravalha e mantidos em dieta hipossdica (0,001 % Na'e 0,33 % K™) e 4gua
destilada por 24 horas. No dia seguinte, foi realizada as sessdes experimentais, onde o0s
animais depletados de sddio foram divididos em cinco grupos distintos: trés grupos de
IL-1B, onde cada concentracdo utilizada representa um grupo, o grupo controle € o grupo
normonatrémico. Os animais receberam microinjegdes bilateral de IL-1f na CeA ou MeA nas
seguintes concentracdes: 0,4, 0,8 e 1,6 ng/0,2 pl ou solucdo fisiologica estéril para 0s grupos
controle depletado e normonatrémico. Apenas um grupo de animais com implante de canula
na CeA recebeu microinjecdo de concentracdo de 0,1 ng/ 0,2 pl. 15 minutos apds as
microinjecdes, os bebedouros graduados de agua destilada e de solugdo salina hipertdnica
foram oferecidos aos animais e apds cinco minutos, deu-se inicio abo monitoramento do
comportamento  ingestivo, continuando por 120 minutos, aé o final das sessbes
experimentais. O monitoramento do comportamento ingestivo ocorreu nos tempos
determinados no protocolo experimental: 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Todos 0s
experimentos foram realizados entre 7h e 11h e os animais ndo tiveram acesso a ragao durante
este periodo. Apés a realizagdo das sessOes experimentais para o apetite por sédio, foram

realizados testes para comprovar a especificidade dos resultados obtidos e a viabilidade da droga.

6.2 TESTEDO CAMPO ABERTO

Para observar se efeito de microinjegdes de IL-1p na CeA ou MeA altera a atividade
locomotora dos animais depletados de sodio, realizou-se o teste do campo aberto. Para
realizac&o deste protocolo, foi utilizada uma caixa circular com fundo de acrilico, de 60 cm de

diametro e 60 cm de altura, com uma abertura superior, e base dividida em oito areas de
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mesmo tamanho (42,43 cm), caixa teste. Vinte e quatro horas apos a deplecdo o0s animais
receberam microinjecdo de IL-1B na concentragdo de 1,6 ng/0,2 ul ou solugdo fisiologica
estéril. ApGs 45 minutos da microinjecéo, os ratos foram colocados no centro da caixa e
tiveram o deslocamento quartificado a medida que colocavam as quatro patas dentro dos
limites de cada &ea. O teste teve duracéo de 15 minutos, e foi registrado com camera de video
digtal (SAMSUNG) para posteriores analises.

&0cm

60cm

Desenho esguematico da caixa utilizada para o teste do campo aberto: &reas percorridas pelos ratos
numeradas de 1 a 8 (desenho autoral)

6.3 TESTEDE SOBREMESA

Consistiu em oferecer solugdo sacarina 0,1% aos animais e verificar se a microinjecéo
de IL-1p alteraria a preferéncia dos animais em ingerir uma solu¢do palatavel. Este protocolo
estd bem estabelecido na literatura e ilustra um comportamento heddnico em ratos
(JOHNSON e SCHWOB, 1975). Durante o periodo de habituacdo, os animais foram
transferidos para uma caixa normal forrada com papel branco (caixa teste) cuja fungdo era
sinalizar oferta de um novo bebedouro. Esta habituacdo foi realizada por duas horas durante
cinco dias, neste periodo, os animais recebiam dois bebedouros: o de agua filtrada e o de
solucdo sacarina 0,1%, a fim de habitua-los as condicdes experimentais. Ao final deste
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periodo de treinamento, os animais foram transferidos para suas caixas originais, contendo
apenas o0 bebedouro de agua filtrada e ragdo. No quinto dia, os bebedouros de agua filtrada
foram removidos por 24 horas. Apds o periodo de privacdo hidrica, os animais receberam
microinjecdo de IL-1p, na CeA ou MeA, na concentracéo de 1,6 ng/0,2 ul. O grupo controle
recebeu microinjegd@o de salina fisioldgica estéril. Imediatamente apds as microinjecdes, 0s
animais foram colocados nas caixas testes e apds 15 minutos, receberam bebedouros
graduados de agua filtrada e de solucdo sacarina 0,1%. O registro dos volumes ingeridos foi
iniciado cinco minutos apés a oferta dos bebedouros e mantido, ao logo das sessbes
experimentais, por 120 minutos, nos tempos determinados no protocolo: 5,10,15, 30, 45, 60,
90 e 120 minutos.

6.4 DEPLECAO ORGANICA DE SODIO E DEPLECAO ENCEFALICA DE
SEROTONINA

Para realizacdo deste protocolo, os animais receberam implante de canula guia no VL
e CeA ou VL e MeA. Apéds dois dias de habituac8o as sessdes experimentais, 0s animais
receberam microinjecdo de p-CPA na concentragdo de 200 ng/2 pl no VL, para induzir a
deplecdo encefalica de serotonina, e recolocados em suas caixas. Quarenta e oito horas depois
da microinjecdo de p-CPA, a ragdo e os bebedouros graduados de agua destilada e os de
solucdo salina hipertdnica foram removidos para dar inicio a deplecéo de sodio, tal como o
descrito no protocolo para deplegdo organica de sddio. 24 horas apds a deplecéo de sadio,
foram realizadas as sessOes experimentais para 0 apetite por sddio. Para realizacdo deste
protocolo experimental, os grupos de animais que receberam implante bilateral de canulas na
CeA e VLE ou MeA e VLE foram divididos em quatro subgrupos distintos: p-CPA /IL-1p; p-
CPA /salina 0,9%; salina 0,9% /IL-1B e salina 0,9% /salina 0,9%. Os animais receberam
microinjecoes de IL-1p na CeA ou MeA na concentracdo de de 1,6 ng/0,2 ul ou salina 0,9%
estéril, com mesmo volume, para os grupo controles depletado e ndo depletado de serotonina.
Apos 15 minutos da microinjecdo, os bebedouros graduados de agua destilada e os de solucéo
salina hiperténica foram oferecidos aos animais, e cinco minutos depois, deu-se inicio ao
monitoramento do comportamento, continuando em tempos determinados tal como
estabelecido no protocolo, ao longo da sessdo experimental, por 120 minutos. Todas as
sessdes experimentais foram realizadas entre 7h el1lh e os animais néo tiveram acesso a ragéo

durante este periodo.
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6.5 REGISTRO DA TEMPERATURA CORPORAL

Para mensurar os efeitos da administracdo central da IL-1p na CeA ou MeA sobre a
temperatura corporal de ratos depletados de sbdio, 0s animais passaram por um periodo de
habituacdo as condicOes experimentais que teve inicio no primeiro dia pds-operatério. O
treinamento consistiaem fixar as sondas com termdmetros em suas caudas e transferi-los para
uma caixa com 45cm x 60cm (caixa teste), onde permaneciam por 15 minutos. Esta
habituacdo foi realizada por 4 dias e ap6s o treinamento, os animais foram recolocados em
suas caixas originais, forradas de maravalha, bebedouros de agua destilada e de sdina
hipertdnica e ragdo. No quarto dia, os animais foram depletados de sbdio e 24 horas apos a
deplecéo deu-se inicio das sessOes experimentais. No dia do experimento, a sonda com
termdmetro foi inserida 6-7cm, no colon, e fixada na base da cauda do rato. Apos introducdo
das sondas, os animais foram transferidos na caixa teste. O termdometro (Minipa
Thermometer, Modelo: MT — 520) foi conectado a um dispositivo digital que registrava e
exibia as temperaturas continuamente. O grupo experimental recebeu microinjegdo de IL-1B
na concentracéo de 1,6 ng/0,2 pl, enquanto o grupo controle recebeu microinjecdo de solucéo
fisioldgica estéril com mesmo volume. O registro da temperatura deu-se 15 minutos apos as
microinjecdes e continuou, ao longo da sessdo experimental, por 120 minutos, tal como

estabelecido no protocolo.
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7 DESENHOSEXPERIMENTAIS

Desenho Experimental 01 — Efeito de microinjecdes de IL-1p em diferentes concentragdes
(1,6, 0,8 ¢ 0,4 e 0,1 ng/0,2 pl) na CeA ou na MeA sobre a ingestdo de solucdo salina
hipertbnica (1,5%) e de &gua destilada em ratos depletados de sodio.

bebedouros

deplecio de Na H;0(d) e MaCl(1.5%) eutan dsia

| l |
-4 dias -24h 15 00 5 120°
hahituagio as condicies experimentais HyO(d) ¢ alimento hipossadico registro da ingestio
& T

Implante da canula Microinjegies de IL-1p

(Ces ou MeA) ou salina 0,9% Histologia (48h)

Desenho Experimental 02 — teste do campo aberto: efeito da microinjecdo de IL-1p
(1,6ng/0,2 pul), na CeA ou MeA sobre alocomogdo ratos depletados de sodio.

Transferéncia para

deplecio de Na “imlle“: eutanisia

-4 dias -24h 30 o 15°
| troca de caixas e mandris | HyO(d) e alime nto hipossodico registro das dreas percorvidas
I I
Implante da cimula Microinjegoes de IL-1p
(CeA ou MeA) ou salina 0,9% Histolo gia (38h)
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Desenho Experimental 03 — teste de sobremesa: efeito da microinjecéo de IL-1 (1,6ng/0,2
ul) na CeA ou MeA, sobre a ingestdo de solugdo palatavel de sacarina (0,1%) e agua filtrada

em ratos privados de &gua por 24 horas.

hehedouros

Privacio hidrica | Hy0(f) e sacarina (0,1 %) eutandisia

-5 dias -24h -15° o’ 4 120"

hahituagio as condigiies experimentais Racio cd libitim regisire da ingestio

Implante da cinula Transferéncia para

(Ce A ou MeA) caixa teste Histologia {48hj

|

Microinjegies de IL-1p

ou salina 0,9%

Protocolo Experimental 04 — Deplecéo central de serotonina: efeito da deplecdo de 5-HT (p-
CPA 200 nmol/ 2uu1) sobre a ingestdo de solugdo salina hipertonica (1,5%) e de agua destilada
em ratos depletados de sodio, tratados commicroinjegdes de IL-1p (1,6 ng/0,2ul) na CeA ou
MeA.

behedouros

1 ‘,

- 3 dias -48h -24h BERN 120°

H;O(d) e alimento
hipossédico [ registro da ingestio

‘ 1

Implante da cinula Deplecio de Na* Microinjecdes de IL-1p

habituacie as condigies experime niais |

(CeA ou MeA) ou salina 0,9% Histologia (48h)
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Desenho Experimental 05 — teste datemperatura corporal: efeito damicroinjegdo delL-13
(1,6ng/0,2 pl) na CeA ou MeA sobre atemperatura de ratos depletados de sodio.

Introdug do das sondas
no ol on dos animais

}

Transferéndia para -
| deplecio de Na" | caina teste | ewanisic
l I !

-4 dias ~24h

k300 <150 0° 120"

| registro da temperatura

: T |

habituario as condigies experime niais | | H;O(d) ¢ alime nto hipossidico |

Imiplante da chnula Microinjecies de IL-1[
{CeA ou MeA) ou salina 0,9% Histologia (48h)
Registro da
temperatura basal
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8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise de todos os dados obtidos foi realizada através do programa GraphPad
versdo 6.0. Para analisar os efeitos de microinjecdes de IL-1p na CeA ou na MeA sobre o
apetite por sodio de ratos depletados deste ion e comparar cada tratamento no tempo
correspondente com o grupo controle, utilizou-se ANOVA modelo misto de duas vias (two
way mixed), seguida do pos-teste de Tukey. Os grupos submetidos a deplecdo encefélica de
serotonina por injecdes de p-CPA no VL, também utilizou-se ANOVA modelo misto de duas
vias (two way mixed), seguida do pos-teste de Tukey. Os testes de sobremesa e campo aberto
foram analisados com o teste t de Student néo-pareado, pois o objetivo foi comparar dois
grupos independentes. Para analisar os efeitos da microinecdo de IL-1f na CeA ou MeA
sobre a temperatura corporal em animais depletados de sodio, utilizou-se ANOV A two way,
seguida do pos-teste de Bonferroni. As diferencas entre os grupos foram consideradas
edtatisticamente significantes quando p < 0,05; os dados foram apresentados como média e
erro-padréo (média £ SEM).
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9 RESULTADOS

Localizagdo das microinjecdes de IL-1p ou salina 0,9% na CeA e na MeA.

Fotomicrografias tipicas de cortes de cérebro e diagramas situando as canulas guia na

CeA (A e B) e na MeA (C e D), respectivamente. Os dados dos animais cujo as canulas

ficaram fora das éreas de interesse ndo foram considerados na andlise estatistica.

Bregma: - 2.56 mm

Figura 2. Fotomicrografias tipicas (A e C) (autoral) e diagramas (B e D) (WATSON e PAXINOS,
2009) de corte de cérebro de rato mostrando local da microinjecdo na CeA (A e B) e MeA (C e D)
(circulo vermelho).
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Efeito de microinjecdes de IL-1p na CeA sobre a ingestao de solucéo salina hipertonica

(1,5%) e agua destilada em animais depletados de sbdio.

A administracdo de microinjegdes de IL-1 na CeA nas concentragdes de 1,6, 0,8 e
0,4ng0,2pl inibem de forma semelhante aingestdo de salina hipertdnica, exceto na
concentracdo de 0,1ng/0,2l cujo a ingestéo foi semelhante a do grupo controle. Nota-se que
efeito antinatriorexigénico dalL- 1 cinco minutos apos o inicio da mensuracdo da ingestéo de
salina hipertonica, que se estende por todas as sessfes experimentais. O teste ANOVA
significativa interacdo entre tempo e tratamento [F(28,315) = 24,61; p<0,0001], sendo o valor da
varidvel tempo [F(7,315) =120,22;p<0,0001] e da variavel tratamento [F445= 28,37;p<
0,0001)]. As concentracdes de IL-1 inibiram com a mesma efetividadeo comportamento de
apetite por sddio. Existe diferenca estatistica significante entreos grupos tratados com IL-1§
na concentracéo 1,6 ng/0,2ul comos grupos IL-1p 0,1ng/ 0,2pul: a0s 5 minutos (1,6 ng: 0,04 +
0,04 mL; 0,1ng: 1,2 £ 0,13 mL/100g de peso corporal), aos 30 minutos (1,6ng: 0,04 + 0,04
mL; 0,1ng: 4,42 £ 0,28 mL/100g de peso corporal), aos 60 minutos (1,6ng: 0,17 + 0,13 mL;
0,1ng: 5,13 + 0,34 mL/100g de peso corporal) e aos 120 (1,6ng: 0,44 £ 0,28 mL; 0,1ng: 5,71
+0,17 mL/100g de peso corporal). Além disso, 0 grupo normonatrémico, tratado com
microinjecdo salina 0,9 % na CeA ndo apresenta apetite por sodio, enquanto o grupo
depletado de sodio e também tratados com salina 0,9% (controle) apresenta robusto apetite
por sddio, com ingestdo de 6,59 + 0,09 ml/100g de peso corporal aos 120 minutos (Figura 2A
e tabela 1). Como esperado, 0s grupos depletados de sddio ndo apresentam ingestdo de agua
significativa durante o curso das sessdes experimentais (Figura 2B).



Ingestdo cumulativa de salina 1,5%
(ml/100g de peso corporal)

Ingestdo cumulativa de agua destilada
(mI/100g de peso corporal)

{F normonatrémico (n=10)
@ IL-1B 0,1 ng (n=10)
@ IL-1B 1.6 ng (n=9)

{F salina 0,9% (n=12)
IL-1B 0,4ng (n=9)
@ IL-18 0.8 ng (n=9)

# * *

*

*
* *
1} |

0 15 30 45 60

75 90 105 120
Tempo (min)
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Tempo (min)
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Figura 3. Efeito de microinjecdes de IL-1 na CeA sobre a ingestdo de salina hipertonica (A) e dgua

destilada (B) de ratos depletados de sodio. (*) indica diferenca em relagdo ao grupo controle e (#)

indica diferenca entres os grupos tratados com IL-1p e o grupo 0,Ing/rato. A IL-1B nd&o promoveu
efeito sobre a ingestéo de agua destilada. Os dados estéo apresentados em média e erro padrdo da

média (média + EPM) e analisados com ANOVA modelo misto de duas vias seguida do pos-teste de

Tukey; p< 0,05.



Tabela 1. Efeito de microinjecbes de salina 0,9% na CeA sobre a ingestdo de salina

hipertdnica (1,5%) em animais depletados de sodio (hiponatrémico) e normonatrémicos.

Natremia Apetite por sodio
hiponatrémico (12) normonatrémico (10)
tempo salina agua salina Agua

5 1,64 +0,12 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
10 2,79+0,21 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
15 3,56 0,25 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
30 4,94 + 0,25 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
45 5,71+0,22 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
60 6,07+ 0,19 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
90 6,38+ 0,13 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
120 6,59 + 0,09 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Nota: os nimeros de animais utilizados nos experimentos estao indicados entre parénteses. Os dados
foram analizados com ANOVA modelo misto de duas vias seguida do pos-teste Tukey (p<0,05) e
estdo representados como média e erro padrdo da média (média + EPM).
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Efeito de microinjecdes de IL-1p na M eA sobre a ingestéo de solugdo salina hipertonica

(1,5%) e agua destilada em animais depletados de sbdio.

A administracdo de microinjeces de IL-1pna MeA nas concentracfes de 1,6 ng e
0,8 ng/0,2ul induzem efeito antinatriorexigénico, embora a concetracdo de 1,6 ng foi mais
eficiente na promocdo deste efeito, de modo que se verifica a supressao deste comportamento
durante toda a sessdo experimental, enquanto a concentragéo de 0,8 ng inibe o apetite por
sodio mas ndo suprime o comportamento e o periodo de laténcia para esta concentracdo foi de
15 minutos apds o inicio da mensuracdo da ingestdo de salina hipertonica. Além disso,
verificamos que a concentracdo 0,4 ng/0,2ul ndo foi eficiente em inibir o apetite por sddio, de
modo que a resposta apresentada € semelhante ao do grupo depletado de sodio tratado com
salina 0,9% (controle) e por este motivo ndo foi necessario utilizar a concentracdo de 0,1
ng/0,21l. O teste ANOVA mostra significativa interagdo entre tempo e tratamento [Fog, 259)=
13,31; p<0,0001], sendo o valor da variavel tempo [F(7, 259) = 107,6;p<0,0001] e da variavel
tratamento [F4, 37y= 56,30; p<0,0001]. O efeito antinatriorexigénico permaneceu ao longo dos
120 minutos das sessdes experimentais, embora exista diferenca estatistica significante entre
as concentracdes de 1,6ng/0,2 e as concentragdes de 0,8 e 0,4ng/0,2: aos 15 minutos (1,6 ng:
0,56 + 0,35mL; 0,8ng: 2,5 = 0,37 mL e 0,4ng: 2,5 = 0,53 mL/100g de peso corporal), aos 30
minutos (1,6 ng:0,75 + 0,38 mL;0,8 ng: 3,08 £ 0,44 mL e0,4ng: 3,57 + 0,64 mL/100g de peso
corporal), aos 60 minutos (1,6 ng: 0,90 + 0,45mL; 0,8 ng: 3,58 + 0,32mL 0,4 ng: 4,43 £ 0,55
mL/100g de peso corporal) e aos 120 minutos (1,6 ng: 1,29 + 0,48 mL ;0,8 ng: 4,36 + 0,27mL
e 0,4 ng: 4,89 + 0,49 mL/100g de peso corporal). Além disso, 0 grupo normonatrémico,
tratado com microinjecdo salina 0,9% na MeA ndo apresenta apetite por sddio, 0 grupo
depletado de sbdio e também tratados com salina 0,9% (controle) apresenta robusto apetite
por sodio, com ingestéo de 6,60 + 0,52 ml/100g de peso corporal aos 120 minutos (Figura4A
e tabela 2).Como esperado, os grupos depletados de sodio ndo apresentam ingestdo de agua

significativa durante o curso das sessdes experimentais (Figura 4B).
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Figura 4. Efeito de microinjegfes de IL-1B na MeA sobre a ingestdo de salina hipertonica (A) e dgua
destilada (B) de ratos depletados de sodio. (*) indica diferenca em relagdo ao grupo controle e (#)
indica diferenca entre o grupo IL-1p 1,6 ng/0,2ul. A IL-1B ndo promoveu efeito sobre a ingestéo de
agua destilada. Os dados estdo apresentados em média e erro padrédo da média (média + EPM) e
analisados com ANOV A modelo misto de duas vias seguida do pos-teste de Tukey; p< 0,05.



Tabela 2. Efeito de microinjecbes de salina 0,9% na MeA sobre a ingestdo de salina

hipertdnica (1,5%) em animais depletados de sodio (hiponatrémico) e normonatrémicos.
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Natremia Apetite por sodio
hiponatrémico (8) normonatrémico (10)
tempo salina agua Salina agua

5 1,63+ 0,58 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
10 3,11+ 1,09 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
15 4,18+ 1,38 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
30 516+ 1,78 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
45 598+ 1,22 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
60 5,98 + 1,22 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
90 6,36 + 0,94 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
120 6,60 = 0,52 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Nota: os nimeros de animais utilizados nos experimentos estdo indicados entre parénteses. Os dados
foram analizados com ANOV A modelo misto de duas vias seguida do pos-teste Tukey (p<0,05) e
estdo representados como média e desvio-padréo (media £ SEM).
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Comparacéo do percentual deinibicdo da IL-1p microinjetada na CeA ena M eA sobre

a ingestéo de salina hipertonica.

O percentual de inibicdo da IL-1p sobre a ingest&o de salina hipertdnica dos grupos de
animais que receberam microinjegdes de IL-1B nas concentracdes 0,4, 0,8 e 1,6 ng/0,2l, ou
de salina 0,9% na CeA foi comparado com o percentual de inibicdo da IL-1p sobre o
comportamento ingestivo dos grupos que receberam 0S mesmos tratamentos na MeA.
Transcorridos 120 minutos da oferta dos bebedouros de salina 1,5%, verificamos que n&o
houve diferenca na comparacéo do efeito inibitério da IL-1p na concentragdo de 1,6 ng/0,2 ul
entre a CeA e a MeA, de modo que nesta concentracdo a IL-1p inibe em aproximadamente
92,4% na CeA e 88,6% na MeA. Observa-se que na concentracdo de 0,8 ng/0,2ul, ha
diferenca no efeito inibitério da IL-1p entre as areas de estudo, de modo que na CeA a IL-1P
mantém elevado percentual de inibicdo, 90,1%, enquanto na MeA o percentual de inibicdo da
IL-1p foi discreto, 50,2%. Verificamos também que a IL-1p na concentra¢do de 0,4 ng/0,2 ul
mantém o efeito antinatriorexigénico na CeA com 68,3% de inibicdo mas ndo tem efeito
inibitério na MeA, onde o percentual foi de 19,8%. Ao compararmos o efeito
antinatriorexigénico da IL-1p, verificamos que a CeA é mais sensivel a agdo da IL-1p que a
MeA parao apetite por sodio, de modo que o teste ANOVA de duas vias mostra significativa

interagdo entre a area encefalica e a concentragdo da droga [F, 55) = 2,011, p= 0.1436)], sendo
o valor da variavel aea encefalica [Fios5 = 8,065; p= 0.0008)], e o valor da variavel

concentracdo da droga [F(155 = 14,41; p=0.0004], sendo o volume total de salina hipertonica

ingerido na concentragdol,6 ng/0,2pl na CeA de 0,44 + 0,28 mL/100g de peso corporal e na
MeA de 1,2 + 0,48 mL/100g de peso corporal, na concentracdo de 0,8 ng/0,2l na CeA de
0,56 + 0,44 mL/100g de peso corporal e na MeA de 4,37 + 0,23 mL/100g de peso corporal e
na concentragéo de 0,4 ng/0,2ul na CeA de 0,92 + 0,33 mL/100g de peso corporal e MeA.:
4,88 + 0,49 mL/100g de peso corporal.



81

120+
110+
100+

B MeA
I CeA

80+
704

&

30+

% de inibigao da ingetao de sal

104

IL1g0,4ng IL1g08ng  IL1p1,6ng

Figura 5. Comparacdo do percentual de inibicdo da IL-1p na CeA e na MeA sobre ingestdo
cumulativa de salina hipertonica (120 minutos) de ratos depletados de sodio em relacdo ao grupo
controle, considerando a média de todos os animais com 100%. (*) indica diferenca estatisticamente
significante entre as areas CeA e MeA tratadas com IL-1B nas concentragdes de 04, 0,8 e 1,6 ng/rato.
Os dados estéo apresentados como média e erro padréo da média (média + EPM) e foram analizados
com ANOV A modelo de duas vias seguida do pds-teste de Bonferroni, p< 0,05.
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Teste do campo aberto: efeito da microinjecdo de IL -1p na concentragio 1,6 ng/0,2ul, ou
salina 0,9%, na CeA ou na M eA sobre a atividade locomotora de ratos depletados de

sédio.

O teste de campo aberto ndo revela alteracbes significativas na atividade locomotora
dos grupos de animais tratados com IL-1B ou salina 0,9%. Na CeA, o numero de areas
cruzadas foi 36,8 + 2,83 e 34,1 + 2,98, respectivamente [t = 0,808; gL=16; p = 0,431]. Na
MeA, o nimero de areas cruzadas foi 32,7 + 1,13 e 33,0 + 1,06, respectivamente [t = 0,214;
gL= 18].

CeA

MeA

301
304

201
201

104

Namero de areas percorridas

10+

Numer o de areas percorridas

. 0-
Salina 0,9% (n=9) IL-1p 1,6 ng (n=11) Salina 0,9% (n=9) IL-16 1,6 ng (n=11)

Figura 6. NUmero de éreas percorridas pelos ratos no teste do campo aberto apos microinjeces de
IL-18 na CeA (A) e na MeA (B) N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os
tratamentos. Os dados sdo apresentados como média + EPM. O tratamento estatistico utilizado foi o
teste t de Student ndo pareado (t < 0,05).
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Teste Hedobnico: efeito da microinjecdo de IL-1p na dose 1,6ng/rato ou salina 0,9% na

CeA ena M eA sobre a ingestdo de sacarina 0,1% de ratos privados de agua por 24 horas

A ingestdo preferencial de uma solucdo aprazivel caracteriza o comportamento
heddnico proposto pelo teste de sobremesa. Este comportamento néo é alterado no grupo
tratado com IL-1B ou salina 0,9% na CeA (5,042 £ 0,92 e 5,21 + 0,807 ml/100g de peso
corporal, respectivamente) e na MeA (6,34 + 0,132 e 5,64 + 0,467 mi/100g de peso corporal,
respectivamente)[t= 0.571; gL=12, p =0,573]. N&o h& diferenca na ingestdo de agua filtrada
no grupo tratado com IL-1f ou salina 0,9% na CeA (0,714 + 0,463 e 0,714 + 0,463 ml/100g
de peso corporal, respectivamente) tampouco na MeA (0,734 £ 0,348 e 1,20 = 0,257ml/100g
de peso corporal, respectivamente) [t=0,3788 gL=12, p =0,711].

CeA MeA
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B salina (n=7) M IL-181,6 ng (n=9) alina (n=7) IL-1B 1,6 ng (n=9)
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Figura 7. Ingestdo cumulativa de sacarina 0,1% e agua filtrada apds microinjecGes de IL-1p ou salina
0,9%, na CeA (A) ou na MeA (B). A ingestéo de animais tratados com IL-1f foi comparada a ingestao
do grupo controle.(*) significa diferenca estatisticamente entre a ingestdo cumulativa de sacarina e
agua filtrada dentro do mesmo grupo. Os dados sdo apresentados como média + EPM. O tratamento
estatistico utilizado foi o testet de Student ndo pareado (t <0,05).
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Efeito de microinjecdesde IL-1p na concentracio de 1,6ng/ 0,2ul ou salina 0,9% na CeA

ou na M eA sobre atemperatura corporal de ratos depletados de sodio.

Os grupos de animais tratados com IL-1B, na CeA ou MeA, apdés 5 minutos da
administracéo da droga, apresentaram significante aumento da temperatura corporal quando
comparados aos respectivos grupos controles. A hipertermia perdura até o final das sessoes
experimentais, enquanto que nos animais controle a temperatura corporal ndo apresentou
variagoes significativas. Na CeA tem-se: aos 5 minutos (0,29 + 0,71 e controle, 0,22 + 0,222),
aos 30 minutos (0,67 = 0,13 e controle, -0,22 + 0,04) aos 60 minutos (0,98 + 0,13 e controle,
0,022 + 0,052) e aos 120 minutos (0,79 + 0,063 e controle, -0,06 + 0,05), com significativa
interacdo tempo e tratamento [F(7,72= 2,89, p< 0,0102], sendo a variavel tempo [F(@1,72) =
137,51 p <0,0001] e a variavel tratamento [F(7,72) = 2,83, p < 0,0115]. Na MeA tem-se: aos 5
minutos (0,39 £ 0,098 e controle, 0,11 + 0,98), aos 30 minutos (1,06 = 0,16 e controle, 0,13 +
0,061), aos 60 minutos (1,43 £ 0,21 e cortrole, 0,08 £ 0,05) e aos 120 minutos (1,01 + 0,18 e
controle, 0,04 + 0,05), com significativa interacdo tempo e tratamento [F(7,224) = 4,09,
p < 0,0003], sendo a varidvel tempo [F(1,224) = 184,39, p<0,0001] e a variavel tratamento
[F(7,224) = 3,09, p < 0,0040] (Figura 9). O teste ANOVA para comparacdo do percentual do
efeito hipertérmico apds microinjecdo de IL-1p, na concentragdo de 1,6ng/0,2ul, nas areas de

estudo mostra que a MeA ser mais sensivel a hipertermia (Figura 7).
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Figura 8. Efeito de microinjecdes de IL-1 naCeA (A) e na MeA (B) sobre atemperatura corporal de
de ratos depletados de sodio. (*) indica diferenca entre 0s grupos que receberam microinjecdes de

IL1P na dose 1,6 ng/rato e o grupo controle. Os dados foram tratados com ANOVA mista de duas vias
seguida do pds-teste de Bonferroni; p< 0,05.
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Comparacdo do percentual do efeito hipertérmico da IL-1p na CeA e na M eA.

70 | R CeA

B MeA
60 A
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Figura 9: Comparagdo do percentual do efeito hipertérmico induzido pela microinjecéo de IL-1p, na
concentracdo de 1,6ng/0,2ul, na CeA e ma MeA em relacdo aos grupos controle, considerando a média
de todos os animais como 100% (120 minutos). Os dados sdo apresentados como média £ EPM. O (*)
indica diferenca estatisticamente significante entre as areas Os dados foram tratados com ANOVA de
duas vias seguida do pds-teste de Bonferroni; p< 0,05.
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Efeito da deplecio encefélica de serotonina induzida por microinje¢es de p-CPA na
concentracdo 100 pg/2ul no ventriculo lateral, sobre o efeito antinatriorexigénico de IL -
1P na concentracio de 1,6 ng/0,2 pl, na CeA ou na MeA de ratos com deplecdo organica

de sédio.

Quarenta e oito horas apos administracdo de p-CPA no VL os animais foram
depletados de sddio e receberam microinjecdo de IL-1B na concentracdo de 1,6 ng/0,2 ul,
CeA ou na MeA. Os animais depletados de serotonina e tratados com IL-1p apresentam
ingestdo de salina hipertdnica similar ao grupo controle ndo depletado de serotonina etratado
comsalina0,9% na CeA (5,286 + 0,756 e 5,714 + 0,756, respectivamente) e naMeA (6,217 +
0,585 e 5,075 * 0,498, respectivamente) aos 120 minutos. Tanto na CeA quanto na MeA o
teste ANOVA mostra que ha interacdo entre tempo e tratamento, sendo na CeA [F(21,210) =
11,93; p <0,0001], sendo a variavel tempo [F(3,210) =53,16; p <0,0001] e a variavel tratamento
[F(7,210= 119,31; p< 0,0001)] e naMeA [F(21,210) = 18,61; p <0,0001] sendo a variavel tempo
[F(3.210) = 68,31; p < 0,0001] e avariavel tratamento [F(21,210) = 189,20; p<0,0001] (Figura
10. Tabela 3).

A administragdo de p-CPA no VL e o posterior tratamento com salina 0,9% na CeA ou
na MeA ndo altera o apetite por sddio quando comparado ao grupo que recebeu salina 0,9%
no VL (n&o depletado de serotonina) tratado com salina 0,9% na CeA ou na MeA. Por outro
lado, os animais ndo depletados de serotonina que receberam IL-1p na concentragdo de
1,6ng/0,2ul na CeA ou na MeA apresentaram inibicdo daingestdo de salina hipertonica 1,5%.
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Figura 10. Efeito de microinjecfes de IL-13 na CeA (A) e na MeA (B) sobre a ingestéo de salina
hipertdnica e de ratos depletados de sodio. (*) indica diferenca entre os grupos depletado e o ndo
depletado de serotonina, na CeA ou na MeA, que receberam microinjegdes de IL-1p na dose 1,6
ng/rato. Os dados foram tratados com ANOV A modelo misto de duas vias seguida do pds-teste de
Bonferroni; p<0,05.
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Tabela 3. Efeito da deplegcdo encefalica de serotonina sobre a ingestdo de agua (mL) de ratos

depletados de sodio que receberam microinjecdes de I L-1p na concentragéo de 1,6ng/0,2pul ou
sdlina 0,9% na CeA ou na MeA.

I ngestao de agua

CeA
tempo | P-CPA +IL-13(9) | p-CPA +sdina09%(7) | p-CPA +IL-1B (8) | p-CPA +salina0,9%(10)

5 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00

10 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

15 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

30 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

45 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

60 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

90 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00
120 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Nota: os nimeros de animais utilizados nos experimentos estao indicados entre parénteses. Os dados

foram analizados com ANOVA modelo misto de duas vias seguida do pos-teste de Bonferroni
(p<0,05) e estao representados como média e desvio-padrdo (média + SEM).
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10 DISCUSSAO

10.1 Efeito antinatriorexigénico de IL-1p na CeA ou na MeA sobre o apetite

por sédio emratos depletados deste ion.

MicroinjecGes de IL- 1B em diferentes concentragoes na CeA ou na MeA inibemo
apetite por sodio em ratos depletados deste ion, evidenciando a agdo modulatoria desta
citocina em areas do parénquima encefalico. Observamos também que ndo ha ingestdo de
agua destilada nos grupos normonatrémicos, Visto que 0s animais se encontram em condicoes
normais de volemia, bem como ndo hé ingestdo de agua destilada nos grupos depletados de
sodio, uma vez que apos quatro horas do tratamento com furosemida, os bebedouros de agua
destilada sdo disponibilizados aos animais, a fim de restabelecer parte do volume perdido na
natriurese, acentuar a hiponatremia e ativar os mecanismos de conservagdo do sodio,

essenciais para desencadear o comportamento de busca e aquisicdo deste ion.

A IL-1B é uma das citocinas que medeia a relacdo entre 0s sistemas nervoso
central, endécrino e imune. Ao acessar 0 SNC, por rotas que ndo Sd&0 mutuamente
excludentes, acessam o encéfalo podendo modular fungdes que séo de controle central, como
a homeostasia hidrossalina (STEINMAN et al., 2004; PA LUZ, 2009). A IL-1p tem alta
afinidade ao receptor IL-1R1, de modo que ao se ligar ao sitio deste receptor, promove o
recrutamento da proteina acessoria, viabilizando as suas acfes, como a inibicdo do apetite por
sodio (ALLAN et al., 2005; SCHETT et al., 2016.; CERQUEIRA et al., 2016). Estudos tém
demonstrado que o receptor 1L-1R1 apresenta larga distribuicdo no encéfalo, com elevada
expressdo em éreas hipotaldmicas envolvidas com a regulagdo do comportamento ingestivo e
o comportamento hedénico (FARRAR et al., 1987; PARNET et al., 2002), bem como na
CeA ena MeA.

Uma das vias de acesso répido e livre da|L-1p a0 SNC sdo os CVOs (QUAN et
al., 1993; SCULZ e ENGELHARDT, 2005). Alteracfes na natremia e no volume dos liquidos
corporais sdo primeiramente percebidos pelos neuronios do SFO, do OVLT e da AP, bem
como 0 NTS, que também sio daeas sensiveis a ANGII e ALDO, adém dos
neurotransmissores como GABA, glutamato, histamina, opioides e serotonina (JOHNSON e
GROSS, 1993., FITZSIMONS, 1998; GEELING e LOWEY, 2008; TANAKA et al., 2016).
Os CVOs apresentam conexdes reciprocas e com areas integradoras das informagdes

periféricas, como o MnPO, o SON, o PVN e o LPBN, bem como éreas envolvidas com a
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resposta hedonica, como o Nach, a habénula, a MeA e a CeA (NA et al., 2007; BOURQUE,
2008., GEERLING e LOEWY ., 2008; MENANI, 2014; HURLEY e JOHNSON, 2015). Estas
areas compdem uma imbricada rede de controle central da homeostasia hidroeletrolitica que
diante de perturbacfes nos compartimentos liquidos corporais, desencadeia respostas efetoras

autondmicas, enddcrinas e comportamentais.

Diversos estudos tém demonstrado que ap0s tratamento com injegdes periféricas
de LPS ou IL-1p neurdnios das areas que integram a lamina terminalis e a AP apresentam
elevada imunoreatividade a FOS (WATKINS et al., 1995; ELMQUIST et al., 1996). Estudos
do laboratorio de Neurociéncias (ICS-UFBA) evidenciaram o efeito antidipsogénico da IL-1p
no SNC. Verifica-se que ratos com desidratacdo extracelular ou desidratagdo intracelular ou
hipovolémicos, que recebem microinjegdo i.c.v de IL-1p apresentam inibicdo da ingestdo de
agua. Tal efeito parece depender de um componente opioide endogeno, visto que quando os
ratos recém pré-tratamento com microinjegdes i.c.v do naloxona, antagonista opioide
inespecifico, ou do nor-Binaltorfimina (nor-BNI), antagonista dos receptores kapa opioides,
impossibilita o efeito antidipsogénico desta citocina (DE CASTRO E SILVA et al., 2006; PA
LUZ, et al., 2006; 2009). Verificou-se também que o efeito antinatriorexigénico promovido
por microinjegdes i.c.v de IL-1PB, em ratos depletados de so6dio, ¢ suprimido quando ha o pré-
tratamento com nor-BNI (PA LUZ et al., 2009). Corroborando estes dados, estudos in vitro e
in vivo mostram interacdo entre a |L-1p e os opioides. Verifica-se que culturas de astrocitos
hipotalamicos, apos tratamento com IL-1B, aumentam a expressdo de receptores opioides do
tipo mu (RO-L), Kapa (RO-k) e delta (RO-6) (RUZICKA ¢ AKIL, 1997). Recentemente
mostramos que a IL-1p atua em areas periventriculares, como 0 SFO e o0 MnPO, e que em
ratos depletados de sodio, tem acdo antinatriorexigénica, bem como ha indicios de acéo
antidipsogénica, visto que os ratos submetidos ao teste hedbnico da sobremesa quando
privados de &gua por 24 horas, ndo apresentam ingestdo hidrica (CERQUEIRA et al., 2016).
Corroborando este dado, estudos in vitro mostram que a IL-1p altera a excitabilidade dos
neurdénios MnPO e SFO (OTA et a., 1997; DENSSON et a., 2003).

No presente estudos verificamos que a administragdo da IL-1p na CeA e na MeA
inibem o apetite por sodio em ratos depletados deste ion. Os nlcleos do complexo
amigdaldide participam dos aspectos hedbnicos relacionados a vérios comportamentos de
controle central, dentre eles a de sede e apetite por sodio (SAH et al., 2003; NEUGEBAUER
et al., 2004), bem recebem projecdes de diversas &reas do SNC envolvidas na regulagdo do
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apetite por sodio e controle da pressdo arterial, onde se destacam projegdes angiotensinérgicas
do SFO e da AV3V, além das conexdes reciprocas com o NTS, a AP, a area septal medial
(ASM) e LPBN (JOHNSON e THUNHORST, 1997; JOHNSON et al., 1999.; GEERLING et
al., 2007). Os nlcleos do complexo amigdaldide também apresentam conexdes reciprocas
com as &eas hipotalamicas lateral e ventromedial, que estdo envolvidas no controle do
comportamento ingestivo (COWAN et al., 1965; SAH et al., 2003; MIROLLI et al., 2010).

O complexo amigdal6ide compreende trés distintos grupos, subdivididos em treze
subgrupos, localizados no lobo médio-temporal. S0 grupos da amigdala: o grupo basolatera
(BLA), o grupo cortical e o grupo centromedial, formado pela CeA e MeA, e uma porgao do
BNST, que sdo distintos tanto em bases citoarquitectdnicas e neuroquimicas, quanto as
conexdes de seus neurdnios (SAH et al., 2003; OLMOS et al., 2004; BELTRAMINO, 2004).
A CeA e aMeA estdo localizadas na porcéo dorsomedial do complexo amigdaloide (SAH et
al., 2003). A CeA <e limita lateralmente ao complexo basolateral, dorsalmente ao globo pélido
e medialmente a estriaterminal e apresenta quatro subdivisdes: a subdivisdo capsular (CeC), a
subdivisdo lateral (Cel), a subdivisdo intermedidria (Cel) e a subdivisdo mediana (CeM)
(JOLKKONEN e PITKANEN, 1998; SAH et al., 2003). A MeA tem inicio ao nticleo do trato
olfatorio lateral, se limita medialmente ao trato Optico e se estende caudamente, limitando-se
medialmente pelo trato optico (SAH et al., 2003). O grupo centromedial da amigdala e as
extensdes as partes laterais e medianas do BNST sd0 coletivamente chamadas de amigdala
estendida, devido a origem ontogenética comum (JOHNSON et a., 1999; OLMOS et al.,
2004).

Diversos estudos utilizaram a lesdo eletrolitica para tentar evidenciar a
participacdo do grupo centromedial da amigdala no controle do apetite por sddio. Observa-se
que ratos depletados de sodio ou tratados com intraperitoneal de ioimbina, apresentam o
apetite por sodio, mas apos lesdo eletroliticada CeA oudo BNST, tem-se umadiminuicdo da
ingestdo de salina hipertdnica e quando a CeA e o BNST foram simultaneamente lesados, ha
inibic&o do comportamento (ZARDETTO-SMITH et al., 1994). Observa-se também que ratos
com lesdo na CeA ndo apresentam apetite por sddio quando o comportamento € induzido por
tratamento com furosemida e ha diminuicdo da ingestdo de salina hipertbnica quando o
comportamento é induzido pelo tratamento com DOCA ou ANGII. Contudo verifica-se que a
lesdo na CeA ndo modifica a ingestdo de agua, de sacarose e de alimentos, sugerindo que a
CeA é uma estrutura essencial ao apetite por sodio (GALAVERNA et al., 1992). Lesdo de
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CeA promove diminuicdo da ingestdo de sodio didria ndo regulatéria em ratos
normonatrémicos, suprime o comportamento em ratos depletados de sbdio, mas ndo se
verifica alteracOes as reacOes gustatorias ao sabor (GALAVERNA et al., 1993). Observa-se
gue ratos com lesdo eletrolitica na MeA apresentam supressdo da ingestdo de salina
hipertbnica quando o comportamento € induzido por tratamento com ALDO, mas ndo ha
alteracOes na apetite por sodio quando os ratos foram depletados de sodio ou
adrenalectomizados, sugerindo a possibilidade da existéncia de sistemas distintos sensiveis a
aldosterona e a angiotesina no SNC (SCHULKIN et al., 1989). Além disso, projecdes
opioidérgicas, GABAérgicas e glutamatérgicas emergem do Nach, e do PFC para a amigdala
estendida, compondo assim o circuito da motivacdo e recompensa, que é importante para
desencadear e manter o apetite por sodio (BAXTER e MURRAY, 2002; BERRIGDE, 2009).
Neurbnios HSD2, sensiveis a aldosterona, se projetam da AP a CeA (GEERLING € al,,
2006).

A amigdala integra as &eas encefadlicas que compdem o sistema limbico,
envolvido com os comportamentos emocionais e sexuais e fungbes cognitivas como a
memoria, a aprendizagerm e a motivacdo e os transtornos psiquiatricos (ROBERTS et al.,
1982; SACHDEV et al., 2007). Verifica-se em estudo com pacientes que sofreram acidente
vascular cerebral (AVC) menor volume na amigdala e comprometimento cognitivo, além
disso, estes pacientes foram mais vulneraveis ao surgimento da depressdo, doze meses depois
do AVC (SACHDEV et al., 2007). A anedonia é uma das manifestaces comportamentais
classicas de individuos acometidos por doencas, incluindo a depressdo, e esta diretamente
relacionada a acdo da IL-1p em areas encefilicas que coordenam o controle de diversos
comportamentos (DUNN et al., 2009). Outros estudos mostram o envolvimento desta citocina
nas fungbes cognitivas como aprendizado e memoria, além dos transtornos emocionais
(PUGH et al., 2001; BANKS et al., 2002; GOSHEN et al., 2008). Diversos estudos tém
demonstrado a expressdo dos receptores |L-1R nos nicleos da amigdala tanto em ratos
saudavels quanto em ratos com isquemia (YABUUCHI et al., 1994a; 1994b; PATEL, 2007).

Diante do envolvimento da amigdala e aacéo da IL-1B em fun¢des homeostaticas
e nas funcdes supracitadas, nos propusemos a investigar aacdo da IL-1p na CeA e MeA sobre
0 apetite por sddio. Ao compararmos o efeito antinatriorexigénico entre as areas de estudo,
sugerimos que a CeA parece ser mais sensivel a acdo da IL-1B que a MeA, dado que as

concentracbes que aboliram o comportamento na CeA tem efeito similar, porém ndo se
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verifica a mesma eficiéncia na MeA, assim sendo, sugerimos que a elevada sensibilidade da
CeA sga devido envolvimento desta area nos mecanismos notivacionais e heddnicos
envolvidos no apetite, bem como as aferéncias relacionadas ao sabor salgado que chegam
nesta area (BERRIGDE, 1996; CARDINAL et al.,, 2002; KRAUSE e SAKAI, 2007;
GEERLING e LOEWY, 2008; MORRIS et al., 2008). Corroborando tal suposicdo, Na e
colaboradores (2007) mostram aumento na expressdo de c-Fos nas &reas que integram o
circuito limbico, como o BNST, Nacb e os nicleos da amigdala. Observa-se que ratos
normonatrémicos em contato com a salina hipertonica apresentam comportamento aversivo e
que apds o condicionamento e a deplecdo de sodio, os ratos apresentam comportamento
heddnico e aumento da atividade neuronal no Nacb e cortex pré-frontal, areas com conexdes
reciprocas com a CeA, sugerindo a importancia do estado fisiolégico e do aprendizado nos
mecanismos de recompensa (ROBINSON e BERRIDGE, 2013). A CeA recebe projecoes de
vias neurotransmissoras de areas diretamente envolvidas com este comportamento, como o
AV3V, o SFO e o0 LPBN, bem como da AP e do NTS que recebem as informagdes viscerais
vindas da periferia (TANAKA et al., 1998; GEERLING et al., 2006; MENANI, 2014).
Corroborando nosso dado, verifica-se que o tratamento com injegdes periféricade LPS ou I L-
1B induz a expressio de c-Fos na CeA (DAYAS et al.,, 2001; FROST et al., 2001,
KONSMAN et al., 2008), além disso, observa-se que 0 receptor é IL-1R é expresso na
amigdala em condicBes basais (FROST et al., 2001).

10.2 Participacdo do sistema serotoninérgico central na resposta

antinatriorexigénica da IL-1p na CeA ou na MeA de ratos depletados de sodio

Neste estudo observamos que a deplecdo central de serotonina, por acdo p-CPA,
na concentracdo 200 ug/2pl, via microinjecéo no VL, impede o efeito antinatriorexigénico da
IL-1B na maior concentragdo de 1,6ng/0,2ul em ratos depletados de sodio, tanto na CeA
guanto na MeA. Observamos também que a deplecéo encefalica de serotonina ndo modificaa
ingestdo de salina hipertonica nos grupos tratados com microinjecdes de salina isotnica na
CeA ou na MeA, quando comparados com 0s grupos sem deplecdo encefalica de serotonina
também tratados com microinjegdes de salina isotdnica na CeA ou na MeA. Como esperado
0s grupos com deplecdo encefalica de serotonina e depletados de sddio, ndo apresentam

ingestéo de &gua significativa durante o curso das sessdes experimentais
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Diversos estudos tém demonstrado a modulagdo da IL-1B sobre a
neurotransmissdo monoaminérgica central (SHINTANI, et al., 1993), outros estudos mostram
que o desequilibrio das monoaminas centrais promove alteragcdes comportamentais
observadas em individuos deprimidos (DEL GADO, 2000). Verifica-se que ratos tratados com
LPS ou IL-1B, apresentam aumento dos niveis de serotonina e triptofano em todo encéfalo,
sendo mais evidente no Nacb, no hipotalamo, no hipocampo e no cortex pré-frontal (DUNN,
1992; 2006; SONG et a., 1999; MERALI et al., 1997). Goshen e colaboradores (2008)

observaram gque camundongos com depressao induzida por estresse crénico apresentam niveis
aumentados de IL-1 e que os animais knockout para IL-1RA (IL-1RA’/), consomem

avidamente solugcdo de sacarose, apresentaram atividade exploratéria e ndo apresentaram
hiperativagdo do eixo HHA. Observa-se também que IL-1f ¢ um potente regulador da
expressao do transportador de serotonina (SERT), e que a agcdo estimulatéria desta citocina
ndo esta associada a alteracbes nos niveis celulares de AMP ciclico. Este dado indica que a
IL-18 pode regular positivamente a expressdo dos transportadores de serotonina
(RAMAMOORTHY et al., 1995). A serotonina, assim como a IL-1f, e estd envolvida em
uma miriade de funcbes de cortrole central, como a ativagdo ao eixo HHA, homeostasia
cardiovascular e o apetite por sodio (SCHIEPERS et al., 2005; FERREIRA et al., 2005; CP
LUZ et d., 2006; 2007).

Os indicios de como IL-1p atua sobre o apetite por sédio S50 poucos. E possivel
gue edta citocina iniba uma via estimulatéria ou ative uma via inibitéria de controle deste
comportamento. Diante da modulacdo desta citocina sobre os niveis de serotonina central ea
notéria participacdo deste neurotransmissor sobre o apetite por sddio, investigamos o possivel
envolvimento do sistema serotoninérgico central sobre o efeito antinatriorexigénico da IL-1p.
A coordenagdo do sistema serotoninérgico central sobre a homeostasia hidrossalina é
vastamente estudada na literatura, de modo que mediacdo deste neurotransmissor, por seus
diferentes receptores, € evidente nos mecanismos da sede e apetite por sodio (CASTRO et al.,
2000; 2002; 2003; MENANI et al., 1995; 2014). A ampla utilizacdo de drogas agonistas e
antagonistas, especificas ou ndo para os diferentes tipos de receptores de serotonina, nos
permitem entender a participacdo das vias serotoninérgicas centrais sobre a homeostasia
hidrossalina.

A deplecéo de serotonina é uma técnica eficiente para o estudo das diversas

funcdes em que esta indolamina esta envolvida. Pesguisadores utilizam da técnica para
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investigar a agdo da serotonina sobre o apetite por sddio, no entanto, muitos deles fazem o uso
do p-CPA por injecdes periféricas, sendo este um modelo cléassico de hipofuncéo
serotoninérgica (COOPER et al., 1996; LIMA et al, 2003; REIS, 2006; 2007).
Alternativamente a estes estudos, adaptamos a técnica para injegoes diretamente no encéfalo,
pelos ventriculos cerebrais, possibilitando adifusdo do farmaco por todo o SNC, de modo a
restringir a deplegdo ao encéfalo, uma vez que a serotonina esta envolvida em muitas funcdes
periféricas. O p-CPA é um farmaco neurotdxico eficiente na reducdo dos niveis de 5-HT edo
seu metabolito, 5-HIAA. Inibe a conversdo da serotonina por bloguear, de forma irreversivel a
acao datriptofano hidroxilase (REIS, 1994). Este procedimento reduz a disponibilidade de 5-
HT, assim sendo, compromete a neurotransmissao serotoninérgica por dias, até que sgja
normalizada, quando ha nova sintese da enzima tripofano hidroxilase (CHAPUT et al., 1990;
LIMA et al. 2004). Esta técnica reduz de 90% a95% a5-HT no SNC (REIS, 2007). Verifica-
se gue o tratamento periférico com p-CPA promove diminuicdo rapida da enzima tripofano
hidroxilase no nicleo dorsal da rafe (DRN), regido onde estéo localizados os nucleos dos
neurdnios serotoninérgicos, e dois dias apds a injecao do farmaco, ndo se observa a expresséo
desta enzima (RICHARD et al., 1990). Observa-se que a deplecdo de 5-HT por tratamento
periférico de p-CPA aumenta a ingestdo de salina hipertdnica tanto em ratos normonatrémicos
quanto em depletados de sodio (LIMA et al., 2003; REIS, 2006). Observar-se também que a
deplecdo central de serotonina promove a regulacdo positiva dos receptores 5-HT,c e aumento
da ativacéo pds-sindptica (FIORELLA et al., 1995), bem como que a ativagdo de receptores 5-
HT,c com o mCPP, modula o apetite de sodio induzido de deplecéo deste ion em ratos com
hipotireoidismo (BADAUE-PASSOS et al., 2003). Outro método para o estudo do sistema
serotoninérgico central é a lesdo dos nucleos da rafe, no entanto escolhemos a administracéo
i.c.v. de p-CPA por ser uma técnica segura de inducdo da hipofuncdo serotoninérgica, além
disso, a lesdo dos nicleos da rafe poderia comprometer a integridade de vias colinérgicas e

dopaminérgicas que passam pelo mesencéfalo.

A amigdala recebe massivas projecoes de axdnios serotoninérgicos dos nucleos
DRN e MRN (Azmitia, 1991). Ao investigar o €efeito da lesdo eletrolitica no DRN, observou-
se diminui¢do abrupta dos niveis de ANP e expansdo do volume sanguineo de ratos
normovolémicos (REIS et al., 1994). Observa-se também em ratos depletados de sodio por
dialise pritoneal que a lesdo no DRN promove ativacdo de neurénios do NTS, SFO, OVLT e
MnPO (FRANCHINI et al., 2002). O MnPO, o SFO, 0 OVLT, 0 PVN, 0 LPBN,oNTSea
AP enviam e recebem projeces para 0 DNR (MENANI e JOHNSON, 1995; AZMITIA,
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2001; HOYER et al., 2002).A CeA e aMeA recebem projectes de neurdnios serotoninérgicos
do LPBN, compondo uma via inibitoria para o apetite por sodio (MENANI et al., 1996).
Verifica-se que microinjegdo de metisergida no PBN aumenta a ingestéo de agua em ratos
desidratados e a ingestdo de salina hipertdnica em ratos depletados de sodio e o pré-
tratamento com DOI, agonista dos receptores 5-HT, diminui a ingestdo de salina hipertnica
nos ratos depletados de sodio (MENANI et al., 1996; 1998). Sugere-se que a agdo inibitdria
da serotonina no PBN sobre o apetite por sodio sgja sobre a agdo da ANGII (MENANI et al.,
2014). A AP, o NTS e o LPBN apresentam conexdes serotoninérgicas reciprocas e formam
um circuito inibitério ao apetite por sodio (MENANI, 2014). Esses dados corroboram a

integracdo entre as &reas do prosencéfao e do mesoencéfalo no controle do apetite por sodio.

Dados da literatura mostram a vasta distribuicéo dos receptores de serotonina pelo
encéfalo, incluindo a CeA e a MeA, que apresentam elevada expressdo de receptores de
serotonina dos tipos 5HT2a, SHT2c, € 5-HT3 (BARNES e SHARP, 1999; CLEMENT et al.,
2000; GIORGETTI e TECOTT, 2004). Verifica-se que ratos depletados de sodio apresentam
ativagdo neuronal em areas envolvidas no circuito da motivacdo e recompensa como o Nacb,
a CeA e o BST (NA et al, 2007., GRONDIN et al., 2011). Dados do laboratorio de
Neurociéncias (ICS/UFBA) evidenciam a acdo inibitdriada serotonina no apetite por sodio de
ratos depletados deste ion. LUZ e coloaboradores (2006; 2007) observaram que microinj ecoes
do agosnista MCPBG na CeA e MeA na inibe o apetite por sddio. No entanto, microinjecdes
do mCPP, agonista dos receptores 5HT2g/2c, na MeA ou na CeA, ndo altera o apetite por
sodio. O blogueio dos receptores 5HT2g/2c com a administracdo de o antagonista especifico
SDZ SER 082 na MeA, reduz significativamente a ingestdo de salina hiperténica, enquanto a
administracdo deste antagonista na CeA ndo promove alteraces no apetite por sodio. Estes
resultados sdo conclusivos em afirmar que a serotonina pode modular o apetite por sodio
gerando uma resposta inibitoria ao atuar em receptores 5HT3, seja na MeA ou na CeA. Além
disso, sugerem que a integridade dos receptores 5HTop/>c da MeA sdo importantes para a

regulacdo do apetite por sodio.
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10.3 Efeitos da IL-1p na CeA ou na MeA sobre o hedonismo e atividade

locomotora de ratos depletados deste sodio.

A reducdo da atividade exploratoria/ locomotora, bem como a aversdo ou
neutralidade a substéncias palataveis, s manifestacbes comportamentais comuns a
individuos doentes e apresentadas apos o tratamento de LPS ou IL- 1B, bem (MCCARTHY et
al., 1985; RW JOHNSON; 1998; KELLEY et al.,, 2002; KONSMAN et al., 2008;
BONSALL et al., 2015). Verifica-se que apresentam diminuicdo na atividade exploratéria
apos tratamento periférico com IL-1B ou LPS (BONSALL et al., 2015; ZHANG et al., 2016).
Verifica-se também que apds tratamento periférico com IL-1f apresentam redugdo da
ingestéo dieta rica em sacarina e ao oferecer esta dieta junto com dieta balaceada normal, a
reducdo da ingestéo € mantida; ainda neste estudo, um novo sabor € adicionado a dieta e apos
o tratamento com IL-1B, o comportamento aversivo e hipofagico se mantiveram. Estes
resultados indicam que, sob certas condi¢des, a IL-1p pode induzir uma aversdo ao sabor e ao
sabor do alimento consumido (BAUER et al., 1995).

Diferente do observado na literatura, quando se mimetiza condigdes de doengas
por administracdo da IL-1B, verificamos neste estudo que o efeito antinatriorexigénico
observado apds microinjecéo desta citocina na concentracdo de 1,6 ng/0,2ul, na CeA ou na
MeA ndo parece ter relagdo com adiminuicdo da atividade exploratériae motora dos animais
ou um mal estar generalizado, uma vez que o teste do campo aberto ndo revelou nenhuma
alteracdo nesta atividade, de modo a impossibilitar os animais a buscarem os bebedouros
Alternativamente a0 teste do campo aberto, investigamos também se efeito
antinatriorexigénico observado neste estudo € devido a supressdo geral e inespecifica do
comportamento ingestivo no SNC. O nosso dado mostra que em ratos desidratados por 24
horas, além de n&o haver inibicdo da ingestéo de sacarina 0,1% (altamente palatavel), ha uma
preferéncia na ingestdo desta solucéo em relacéo a agua filtrada tanto na CeA quanto na MeA
logo a inibicdo da ingestéo de salina hipertonica por agcdo da IL-1f, na dose 1,6 ng na CeA ou
na MeA foi especifica para 0 apetite por sddio e ndo preudicou a manifestacdo do

comportamento  hedonico.
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10.4 Efeito hipertérmico da IL-1p na CeA ou na MeA de ratos depletados de

sodio.

MicroinjecOes de IL-1B na CeA e na McA promove aumento da temperatura
corporal em ratos depletados de sddio. Verficamos aumento discreto da temperatura cinco
minutos apds a injecdo e aumento hipertermia maxima aos 60 minutos. Ao final do
experimento, observamos queda discreta na temperatura, embora o efeito hipertérmico ainda
persistisse. Como esperado, o tratamento com salina isotdnica na CeA e naMeA ndo promove
aumento na temperatura. Ao comparamos a hipertermia induzida pela IL-1p na CeA e na
MeA, constatamos que na MeA a IL-1p foi mais eficiente na resposta hipertermica que a
CeA.

A Febre durante 0o curso da infeccdo/ inflamacdo é desencadeada pela acdo de
citocinas no SNC e é um mecanismo adaptativo do organismo na tentativa de eliminar o
patbgeno (LUESHI et al.,, 1996; ZETTERSTON et a., 1998, NETEA et al., 2000;
DINARELLO, 2015). Febre, ao contrario de hipertermia, compreende um aumento regulado
da temperatura corporal devido mudancas nos mecanismos da perda e ganho de calor, como
consequéncia de mudangas no set-point termorregulador (CABANAC e MASSONNET,
1974). Durante a infecgdo e inflamagdo a IL-1p acessa o SNC e ativa os CVOs, induzindo a
sintese de prostaglandinas, que sdo os mediadores centrais das respostas coordenadas que
conduzem a febre (NETEA et al., 2010), bem como pode ativar células endoteliais e
perivasculares da barreira hematoencefalica e desencadear a sintese dos mediadores da febre
(LUHESHI, 1998). Estudos demonstram a importancia da sintese de prostaglandina E2
(PGE) na hipertermia ou febre induzida por LPS ou IL-1p. A delegdo de genes que codificam
a PGE; e seus receptores comprometem a sintese de enzimas sintetizadoras da PGE, como
fosfolipases, ciclooxigenase-1 (Cox-1) e ciclooxigenase (Cox-2), outras prostanglandinas e
eicosandides (ROMANOVSKY et al., 2005; DAMM et al., 2012). Dados da literatura
mostram que a IL-1B pode estimular a sintese de PGE, e aivar os receptores de
prostaglandina tipo 3 (EP3R) no SFO, no OVLT e MnPO e desencadear a febre (LAZARUS
et al., 2006; 2007; NAKAMURA, 2011). As vias efetoras para febre comegam por neur6nios
do MnPO gue expressam os EP3R. Estes neurbnios se projetam para a rafe pélida, onde
neurdnios simpéticos pré-motores que dirige a termogénese na gordura marrom e
vasoconstricéo sdo localizados (ROMANOVSKYet al., 2005). Em estudo recente, mostramos
que a ratos depletados de sodio que recebem microinjecdo de IL-18 no MnPO ou SFO
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apresentam aumento da temperatura corporal (CERQUEIRA et al., 2016), confirmando o
envolvimento destas areas na resposta de febre, verifica-se que a febre induzida por injecéo
periférica de LPS é atenuada por microinjecéo do antagonista |L-1RA no SFO (CARTMELL
et a., 1999).

A IL-1p pode ativar neurbnios das areas encefalicas envolvidas diretamente coma
termorregulacdo, como a area pré-optica (POA) e outras areas hipotaldmicas (KLIR et al.,
1998; BOULANT, 2000). O MnPO e os nlcleos do hipotalamo apresentam conexdes com a
CeA ecoma MeA (JOHNSON, 1999; CHOI et al., 2005). Boulant (2000) sugere que a area
pré-dptica e a regido do hipotadlamo atuam como integradores de sinais vindos de areas
efetoras localizadas no tronco cerebral e a medula, de modo que a regulacéo da tempertura é
controlada por uma hierarquia de areas encefalicas. Neurdnios simpéticos pré-motores da
medula, envolvidos na termorregulacdo séo contolados por estruturas encefélicas superiores
como o hipotdlamo dorsomedial (DMH), nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN),
substrancia cinzenta perequedutal (PAG), area tegmentar ventral e locus coeruleus (LC)
(BAMSHAD et al., 1999; OLDFIELD et al., 2002; CANO, 2003). Através destas vias,
neurdnios termoefetores sdo controlados relativamente de forma independente (MCALLEN,
2004), bem como as vias podem ser acionadas para desencadear uma resposta
termorreguladora frente a um estimulo especifico (HORN et al., 1994). Verifica-se que o
PVN e o LC medeiam a producéo de calor induzida por LPS e PGE, (HORN et al., 1994; M
ALMEIDA etal., 2004).

A sinalizacdo inflamatéria e as vias termoefetoras envolvidas na febre e
hipotermia sd0 moduladas por neuropeptideos e hormdnios peptidicos (ROMANOVSKY et
al., 2005). Busbridge e colaboradores (1989) sugerem que IL-1a ¢ IL-1p estimulam febre por
mecanismos diferentes, visto que o pré-tratamento com o antagonista do horménio liberador
da corticotropina (CRH) inviabiliza a febre produzida por IL-1B, mas ndo altera a resposta
febril dalL-1a, sugerindo que o CRH medeia a termogénese induzida por IL-1f, mas nao por
IL-10. Horn e colaboradores (1994) sugerem que a acéo pirética do CRH seja por ativacéo
dos neurdnios sensiveis a este hormdnio no PVN, bem como a mediagdo da febre induzida
por PGE; e LPS. Contudo, h& indicios que o CRH também pode atuar como antipirético.
Verificase que em coelhos com febre induzida por pirégenos de leucécitos tratados com
CRH i.c.v. ha diminuicdoda temperatura corporal (BERNADINI et a., 1984).
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A participagdo da amigdala nas respostas emocionais relacionada ao estresse €
notéria e vastamente discutida na literatura (GRAY, 1993; GRAY e BINGAMAN, 1996).
Muitos estudos mostram que a IL-1p pode modular a atividade do eixo hipotalalo-hip6fise-
adrenal (HHA) e que este eixo esta hiperresponsivof no estresse (SAPERTEINS et al., 1992;
VAN DER MEER et al., 1996; GADEK-MICHALSKA et al., 2011). Verificase que o
tratamento periférico com IL-1p promove sintese de CRH no PVN, aumento nos niveis
plasmaticos de ACTH e aumento na secrecdo de corticosterona e que lesio no PVN
inviabiliza a secrecdo de ACTH induzida por IL-1B. Além disso, O tratamento com
indometacina, arnti-inflamatério ndo esterdide, inibidor da Cox-1 e Cox-2, reverte
parcialmente o efeito induzido pela IL-1p, sugerindo o aumento da sintese de prostaglandinas
desempenha algum papel nesta ativacéo (RIVIER e RIVEST, 1993).

Os sinais relacionados ao ‘“comportamento doentio”, dentre eles a febre,
desencadeados durante o estresse sd0 mediados pela IL-1B (KOSNANN et al., 2002). A CeA
e a MeA integram o circuito endégeno do CRH que medeia mudancas neuroenddcrinas,
autondmicas e comportamentais em resposta ao estresse (GRAY e BINGAMAN, 1996), bem
como apresentam elevada densidade de receptores para CRH e glicocorticoides. Os neuronios
de CRH da amigdala se projetam para vérias areas encefalicas como o BNST, o hipotalamo
lateral (HL), PAG, DNR, LPBN e NTS (GRAY, 1993; GRAY e BINGAMAN, 1996).
Segundo Lee e colaboradores (1998), a sinalizagdo da IL-1p periférica ao SNC mediando a
secrecdo de ACTH e CRH, supostamente seja via NTS e AP, visto que os ratos com AP
intacta apresentam aumento nos niveis destes hormdnios e elevada expressdo de c-Fos no
NTS, no PVN, na CeA e no BNST, enquanto os ratos com remocdo da AP apresentam
diminuic&o dos niveis de ACTH e CRH. Diante das evidéncias da viabilidade dos hormdnios
do estresse em induzir hipertermia, ndo descartamos a possibilidade do efeito hipertérmico
observado no presente estudo seja mediado pelo CRH ou sintese de PGE; e sugerimos que a
MeA é mais sensivel a estes mediadores que a CeA, no entanto € necessario investigar com

mais detalhe 0 mecanismo envolvido.

Em sintese, nossos dados demonstram pela primeira vez efeito direto da IL-1p na
CeA e na MeA, areas do parénquima encefalico, na inibicdo do apetite por sddio de ratos
depletados deste ion, sendo a CeA mais sensivel que a MeA na inibig&o do apetite por sodio.
O efeito antinatriorexigénicoda IL-1p é dependente da integridade do sistema serotoninérgico

central. Além disso, é evidente que a inibicdo do apetite por sodio € especifica para este
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comportamento e ndo esta relacionada com alguma inabilidade locomotora ou de exploracdo
do anmbiente, ou efeito aneddnico. Nossos resultados mostram também o efeito hipertérmico
desta citocina na CeA e naMeA, sendo que para este parametro aMeA é mais sensivel a acdo
da IL-1B, contudo € necessario investigar mais detalhadamente para estabelecer os
mecanismos de acdo. Sugerimos que o efeito antinatriorexigénico e hipertérmico dalL-1f na
CeA e na MeA sejam eventos independentes desde que a inibicdo do apetite por sodio é
observado desde os cinco minutos iniciais enquanto o efeito hipertermico mais diretamente

aos 60 minutos.
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11 PERPECTIVAS DE ESTUDOS FUTUROS

Estudos do laboratorio de neurociéncias evidenciaram o envolvimento dalL-1p na
homeostasia hidrossalina, primeiramente investigando as possiveis &eas periventriculares
envolvidas (DE CASTRO E SILVA, 2006; PA LUZ et al., 2006, 2009),em areas encefalicas
importantes para o controle da sede e do apetite por sédio como SFO, MnPO (CERQUEIRA
et al., 2016) e as areas investigadas no presente estudo, CeA e MeA. Estes dados mostram a
mediacdo dos sistemas opioidérgico e serotoninérgico central nos efeitos antidipsogénico e
antinatriorexigénico da IL-1p. Contudo, diante dos dados obtidos, nosso objetivo € investigar
quais receptores e vias serotoninérgicas estdo envolvidas na resposta obtida neste estudo. A
serotonina e a dopamina sG0 neurotransmissores envolvidos no comportamento ingestivo
como também nos mecanismos de recompensa € a IL-1p esta envolvida na anedonia de
individuos que manifestam o comportamento doentio (DANTZER et al., 2009), de modo que
podemos complementar os resultados obtidos investigando a reatividade ao sabor salgado,
com microinjegdes desta citocina na CeA e na MeA, utilizando para isto o do teste de
palatabilidade.

A febre e a IL-1B também esta envolvida na febre ¢ na hiperativacdo do eixo
hipotalamo- hip6fise-adrenal. (DANTZER et al., 2009) No presente estudo ndo pesquisamos
0S possiveis mecanismos de acdo da hipertermia observada, sendo este um dos objetivos
futuros, investigando por exemplo o envolvimento das vias da Cox-1 e Cox-2. Além disso,
sabendo que em situacOes de estresse ha ativacéo do eixo hipotéalamo- hipofise-adrenal, e o
envolvimento da amigdala em transtornos de natureza psiquica (SACHDEV et al., 2007),
existe a possibilidade de investigar o envolvimento desta citocina nos transtornos de

ansedade e depressdo, utilizando paraisto ostestes da cruz elevada e do nado forgado.

Sabe-se que alL-1B modula a de outros neurotransmissores como por exemplo, a
dopamina, também envolvida no comportamento ingestivo, nos mecanismos de recompensa e
na depressdo maior (GOSHEN et al., 2008) sendo assim ndo se exclui a possivel mediagdo do
sistema dopaminérgico central nos efeitos homeostaticos da IL- 1B, sendo esta uma possivel

hipétese a ser testada.
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