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RESUMO 

 

Estudos recentes do nosso laboratório mostraram que a glia da região dos 

órgãos circumventriculares (OCVs) participam da modulação do equilíbrio 

hidroeletrolítico. Há evidências de que o lactato produzido pelos astrócitos, por meio 

do mecanismo chamado “astrocyte-neuron lactate shuttle” (ANLS), participa da via 

inibitória de modulação da ingestão de sódio através da ativação de interneurônios 

GABAérgicos. Um outro neuromodulador dessa via inibitória é o óxido nítrico (NO), o 

qual promove um aumento na atividade dos interneurônios GABAérgicos. Além disso, 

é conhecido que o NO atua no metabolismo energético astrocítico, inibindo a 

respiração mitocondrial e estimulando o consumo de glicose, resultando na produção 

e acúmulo de lactato nos astrócitos. Nesse contexto, a nossa hipótese é que o NO na 

região dos OCVs induz a liberação de GABA direta ou indiretamente via produção do 

lactato astrocítico. O GABA por sua vez, atuaria modulando a via tônica inibitória 

envolvida na modulação da ingestão de água e sódio. Para testar nossa hipótese, 

utilizamos ratos Wistar, que foram submetidos à cirurgia de estereotaxia para implante 

de cânula guia intracerebroventricular (icv) na região do ventrículo lateral (VL). 

Realizamos a microinjeção icv de salina estéril 0,9%; L-NAME (40 μg/0,5 μl- inibidor 

da óxido nítrico sintase); L-Lactato (2 μg/0,5 μl); α-CHCA (3 μg/0,5 μl-inibidor MCT4, 

um transportador de lactato astrocítico) ou fluorocitrato (FCt, 8 μg/0,5 μl-inibidor glial). 

Em outro protocolo realizamos a microinjeção de salina estéril 0,9% e do α-CHCA (3 

μg/0,5) em ratos após a privação hídrica (48h). Após as microinjeções, a ingestão de 

água e sódio foi mensurada aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos. Realizamos ainda um 

protocolo ex vivo, incubando o órgão subfornicial (SFO) de ratos por 1h à 37ºC em 

meio osmótico normal (145mM de Na+), normal (145mM de Na+) na presença de 

Nitroprussiato de Sódio (NPS, 3mM), hiperosmótico (170mM de Na+) e hiperosmótico 

na presença de L-NAME (500 µM), dosando em seguida a concentração de lactato da 

amostra. Os resultados mostraram que o L-NAME icv aumentou a ingestão de água e 

sódio, enquanto a inibição da glia com o FCt não alterou a ingestão de água ou sódio. 

Entretanto, a microinjeção prévia do FCt reduziu a ingestão de água e de sódio 

induzida pelo L-NAME. O L-Lactato icv não alterou a ingestão basal de água ou de 

sódio, mas aboliu a ingestão de água e de sódio induzidas pelo L-NAME. O bloqueio 

dos transportadores de lactato astrocíticos com o α-CHCA não alterou a ingestão 

basal de água ou de sódio, bem como a ingestão de água ou de sódio induzida pelo 



 

 

L-NAME. Por outro lado, nos animais submetidos à privação hídrica, o α-CHCA 

promoveu aumento na ingestão de água e sódio. Observamos ainda que a submissão 

do SFO ex vivo dos animais ao meio hiperosmótico promoveu aumento na 

concentração de lactato; em contrapartida, esse resultado não sofreu alteração na 

presença do L-NAME. Além disso, o NPS não alterou a concentração de lactato em 

meio osmótico normal. Os resultados sugerem que há uma interação central entre NO, 

células da glia e lactato na modulação comportamental de ingestão de água e sódio 

em animais normohidratados. E que o mecanismo central de transporte de lactato 

astrócito-neurônio (ANLS) parece estar envolvido na modulação da ingestão de água 

e sódio em condições de hipertonicidade do meio extracelular. 

 

Palavras-chave: Astrócito. Comportamento. Órgãos circumventriculares. Balanço 

hidroeletrolítico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Recent studies from our laboratory have shown that circumventricular organs 

(CVOs) glial cells are involved in the modulation of the hydroelectrolytic balance. 

Furthermore, studies has show that “astrocyte-to-neuron lactate shuttle” (ANLS) 

mechanism is part of the inhibitory pathway to modulate sodium intake through 

GABAergic interneurons activation. Another neuromodulator of this inhibitory pathway 

is the nitric oxide (NO), which induces increase in the GABAergic interneurons activity. 

In addition, NO is an important modulater to astrocytic energy metabolism, inhibiting 

mitochondrial respiration and stimulating glucose consumption, resulting in astrocytic 

lactate production. Regarding that, our hypothesis is that in the CVOs astrocyte, NO 

induces astrocytic lactate production wich through ANLS mechanism modulated water 

and sodium intake. For that, we used Wistar rats, which were submmited to stereotactic 

surgery for intracerebroventricular (icv) guide cannula implantation in the lateral 

ventricle (VL) region. We performed icv microinjection of saline 0,9%; L-NAME (40 

μg/0.5 μl- nitric oxide synthase inhibitor); L-lactate (2 μg/0.5 μl); α-CHCA (3 μg/0.5 μl 

MCT4 inhibitor, an astrocytic lactate transporter) or fluorocitrate (FCt, 8 μg/0.5 μl-glial 

inhibitor). In another protocol we performed the microinjection of sterile saline 0.9% 

and α-CHCA (3 μg/0.5) in rats after water deprivation (48h). After microinjections, water 

and sodium intake were measured at 5, 15, 30, 60 and 120 minutes. We also 

performed an ex vivo protocol, incubating rat subfornical organ (SFO) for 1h at 37ºC in 

normal (145mM Na+), normal (145mM Na+) in the presence of Sodium Nitroprusside 

(SNP, 3mM), hyperosmotic (170mM Na+) and hyperosmotic medium in the presence 

of L-NAME (500 µM) to measured lactate concentration. The results showed that L-

NAME icv increased water and sodium intake, while glia inhibition with FCt did not 

change water or sodium intake. However, prior FCt microinjection reduced water and 

sodium intake induced by L-NAME. In addition, L-Lactate icv did not change the basal 

intake of water or sodium; but abolished water and sodium intake induced by L-NAME. 

Inhibition of the ANLS mechanism with α-CHCA did not change either water or sodium 

basal intake, nor water or sodium intake induced by L-NAME. On the other hand, α-

CHCA promoted an potentiation  in the water and sodium intake induced by water 

deprivation. We also observed that the submission of ex vivo SFO of animals to 

hyperosmotic medium promoted an increase in lactate concentration; in contrast, this 

result did not change in the presence of L-NAME. In addition, the SNP did not change 



 

 

the lactate concentration in normal osmotic medium. The results suggest that there is 

an central interaction between NO, glial cells and lactate in behavioral modulation of 

water and sodium intake in normohydrate animals. In addition, the astrocyte-neuron 

lactate shuttle (ANLS) central mechanism seems to be involved in the modulation of 

water and sodium intake under conditions of extracellular hypertonicity. 

 

Keywords: Astrocyte. Behavior. Circumventricular organs. Hydromineral balance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Interação neurônio-astrócitos-lactato 

 

As primeiras descrições das células da glia no sistema nervoso central (SNC) 

foram realizadas por Rudolf Virchow em 1856, o qual nomeou as pequenas células 

que preenchiam espaços em torno dos neurônios como “neuro-glue” (neuroglia). 

Posteriormente, estudos de Ramón y Cajal mostraram que essas células eram 

desprovidas de dendritos e polaridade (não expressam canais de Na+ dependentes 

de voltagem), enfatizando a hipótese de que as células da glia dariam suporte físico e 

nutricional aos neurônios. Em 1920, Pio Del Río-Hortega, discípulo de Ramón e Cajal, 

classificou as células da glia como protoplasmática (astrócitos), micróglia e glia 

interfasciculada (oligodendrócitos) (ALLEN; BARRES, 2009; DEL RÍO-HORTEGA, 

1920; NAVARRETE; ARAQUE, 2014; PENFIELD, 1924; PÉREZ-CERDÁ; SÁNCHEZ-

GÓMEZ; MATUTE, 2015; RAMÓN e CAJAL, 1913; SOMJEM, 1988).  

Atualmente diferentes estudos têm demonstrado que as células da glia são 

muito mais do que apenas células de suporte e nutrição neuronal, pois contribuem 

primordialmente na manutenção da barreira hematoencefálica, reatividade vascular 

cerebral, regulação dos níveis de neurotransmissores no espaço extracelular, bem 

como liberação de gliomoduladores (óxido nítrico, serina) e gliotransmissores 

(glutamato, ATP, GABA, glicina) (CHAN et al., 2013; JANZER; RAFF, 1987; 

KIMELBERG; NEDERGAARD, 2010; PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994). 

Os astrócitos são capazes de estabelecer comunicação entre si (ALLAMAN; 

BÉLANGER; MAGISTRETTI, 2011; ALLEN; BARRES, 2009) e bidirecionalmente com 

os neurônios adjacentes, por meio de ondas de Ca2+ (VERKHRATSKY; PARPURA, 

2013; VERKHRATSKY; STEINHÄUSER, 2000). O íntimo contato entre neurônios pré 

e pós-sinápticos com os prolongamentos astrocíticos, bem como o papel primordial 

das células da glia na modulação da homeostase neuronal por meio de suas inúmeras 

funções, faz com que os astrócitos sejam considerados um terceiro elemento 

sináptico, reclassificando então as sinapses como tripartite (ALLEN; BARRES, 2009).  

Os astrócitos além de se diferenciarem dos neurônios por não conduzirem 

potencial de ação elétrico (ALLEN; BARRES, 2009), possuem perfil metabólico 

distinto das células neuronais. Enquanto os neurônios são predominantemente 

oxidativos, as células da glia (em especial oligodendrócitos e astrócitos) utilizam 
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glicólise aeróbica, a partir da qual o lactato é sintetizado mesmo em condições normais 

de tensão de oxigênio (MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2015; WEBER; BARROS, 2015). 

Os neurônios expressam exclusivamente a enzima lactato desidrogenase 1 (LDH1), 

responsável por favorecer a formação de piruvato a partir de lactato, já os astrócitos 

expressam a lactato desidrogenase 5 (LDH5), propiciando a formação de lactato a 

partir do piruvato (BITTAR et al., 1996). Além disso, os astrócitos ainda apresentam 

uma razão NADH:NAD+ muito maior, em relação aos neurônios, indicando status 

energético altamente reduzido, favorecendo a conversão de piruvato em lactato 

(MONGEON; VENKATACHALAM; YELLEN, 2016).  

Nesse contexto, estudos de Pellerin e Magistretti (1994) foram os primeiros a 

sugerir que os astrócitos sintetizam, armazenam e liberam lactato, os quais são 

utilizados como fonte energética por neurônios adjacentes. Em adição, estudos 

recentes, têm mostrado que o lactato astrocítico é uma importante molécula de 

modulação da atividade neuronal (SADA et al., 2015; TANG et al., 2014). Não 

obstante, estudos in vitro de Sada et al. (2015) mostraram que a aplicação intracelular 

de lactato através de pipeta de patch, em neurônios do núcleo subtalâmico (STN, em 

inglês) e em células piramidais na sub-região CA1 do hipocampo promoveram 

despolarização neuronal. 

Além disso, Tang et al. (2014) observaram que a estimulação optogenética de 

astrócitos promoveu a despolarização de neurônios noradrenérgicos do locus 

coeruleus de ratos. Interessantemente, essa resposta foi inibida pela prévia 

microinjeção de oxamate (inibidor LDH5) no locus coeruleus. Além disso, Matsuda et 

al. (2017) estudando neurônios do núcleo subfornicial (SFO) envolvidos com a 

modulação da ingestão de sódio em camundongos, especificamente neurônios da via 

do núcleo leito da estria terminal (vBNST, em inglês), observaram que o estímulo 

hiperosmótico (Na+ 160 mM) promoveu aumento na frequência de disparo de 

interneurônios GABAérgicos envolvidos com a via inibitória de apetite ao sódio. Essa 

resposta foi abolida pela prévia aplicação do α-CHCA (inibidor do transportador de 

lactato astrocítico). Nessa condição, os autores observaram uma maior ativação dos 

neurônios do SFO, sugerindo a participação do lactato astrocítico na modulação da 

ingestão de Na+ na região do SFO.  
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1.2 Mecanismo de transporte de lactato astrócitos-neurônios (Astrocyte-neuron 

Lactate Shuttle) 

 

Há mais de uma década, Pellerin e Magistretti (1994) formularam um modelo 

conhecido como Astrocyte–Neuron Lactate Shuttle (ANLS) propondo a hipótese da 

existência de um transporte de lactato do astrócito para o neurônio. Há evidências de 

que a produção de lactato em astrócitos parece ser estimulada após aumento na 

concentração intracelular de Na+, cujo mecanismo inicia-se quando os astrócitos 

recaptam o glutamato do espaço extracelular, através do co-transporte com o Na+, 

promovendo consequentemente, um aumento na concentração intracelular astrocítica 

de Na+, a qual ativa a bomba de Na+/K+, promovendo aumento no consumo de ATP, 

o que induz um aumento no transporte de glicose para o interior dos astrócitos e 

consequente aumento na produção de piruvato, o qual na presença da LDH5 é 

convertido à lactato (BOUVIER et al., 1992; PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994). O 

lactato astrocítico é então transportado para os neurônios adjacentes, através dos 

transportadores de monocarboxilato (MCTs) (ALLAMAN; BÉLANGER; 

MAGISTRETTI, 2011) (Figura 1).  

Existem vários subtipos de MCTs, os astrócitos expressam preferencialmente 

o transportador de monocarboxilato do tipo 4 (MCT4), um transportador de baixa 

afinidade, porém de rápido transporte do lactato para o meio extracelular. Os 

neurônios, por sua vez, expressam o transportador de monocarboxilato do tipo 2 

(MCT2), este torna-se saturado em níveis baixos de lactato (alta afinidade) quando 

comparado ao MCT4. Assim, a velocidade de transporte de lactato dos neurônios é 

menor em comparação com a dos astrócitos  (GANDHI et al., 2009; PIERRE; 

PELLERIN, 2005; SOTELO-HITSCHFELD et al., 2015; MOSIENKO; 

TESCHEMACHER; KASPAROV, 2015, DIMMER et al., 2000). 
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Em relação à via glicolítica, os astrócitos apresentam maior facilidade de 

absorção de glicose da corrente sanguínea, pois estão em íntimo contato com vasos 

sanguíneos cerebrais. No interior dos astrócitos, a glicose é transformada em glicose-

6-fosfato (G6P) pela ação da enzima hexoquinase, em seguida a presença da enzima 

glicose-6 translocase fosfato (G6PT) conduz a G6P para o retículo endoplasmático 

(RE) e a glicose-6-fosfatase (G6Pase) β que é expressa no RE é responsável por 

desfosforilar a G6P, liberando glicose (MÜLLER; FOUYSSAC; TAYLOR, 2018; 

PELLERIN, 2018). Esse maquinário enzimático encontra-se presente de maneira 

similar no hepatócito, porém no cérebro essas enzimas são pouco expressas e 

consideradas de baixa importância (MÜLLER; FOUYSSAC; TAYLOR, 2018; 

PELLERIN, 2018).  

Figura 1: Representação esquemática do mecanismo de transporte de 
lactato astrócito-neurônio a partir da captação de glutamato pelo 
astrócito. 1: o glutamato é liberado na fenda sináptica; 2: astrócitos 
captam o glutamato extracelular através de co-transporte com o sódio; 3: 
o excesso de sódio intracelular aumenta a atividade da Na+/K+ ATPase; 
4: o aumento na demanda metabólica causa maior consumo de ATP; 5: 
glicose sanguínea é captada pelos astrócitos; 6: glicose no interior dos 
astrócitos é convertida a piruvato e posteriormente a lactato através da 
enzima Lactato Desidrogenase subtipo 5, sendo transportado para o 
neurônio pós-sináptico por meio dos transportadores de 
monocarboxilato; 7: no neurônio, o lactato é convertido a piruvato pela 
enzima Lactato Desidrogenase subtipo 1; 8: o piruvato é utilizado como 
substrato energético pelo neurônio, produzindo ATP. 
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No entanto, por possuírem essas enzimas os astrócitos são capazes de 

armazenar glicose no RE, favorecendo, portanto, a formação de uma espécie de 

estoque de glicose no interior dessa célula; no entanto, ao contrário dos hepatócitos, 

os astrócitos possuem estrutura enzimática que favorece a produção de lactato a partir 

da glicose (MÜLLER; FOUYSSAC; TAYLOR, 2018; PELLERIN, 2018). É conhecido 

que a entrada de piruvato no ciclo de Krebs depende da atividade da enzima piruvato 

desidrogenase (PDH), responsável por converter piruvato em acetil-CoA, que em 

condições basais apresenta menor atividade em astrócitos quando comparada com 

neurônios, fazendo com que o processamento do piruvato no ciclo de Krebs seja 

limitado, favorecendo assim a atividade glicolítica para a formação de lactato em 

astrócitos (HALIM et al., 2010; MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2015; ZHANG et al., 2014). 

Nesse sentido, a produção de lactato é maior em astrócitos, enquanto os 

neurônios funcionam como células consumidoras de lactato. Um estudo in vivo, 

realizado com camundongos, através da utilização de um sensor de lactato, conhecido 

como Laconic, mensurou a captação de lactato em neurônios e astrócitos após 

infusão periférica intravenosa de lactato, eles observaram um maior sinal do sensor 

em neurônios do que em astrócitos sugerindo uma maior captação de lactato por parte 

dos neurônios. Além disso, os autores observaram que ao realizar a infusão 

intravenosa de piruvato, aumentando a concentração do piruvato extracelular no 

cérebro, houve uma redução significativa na concentração de lactato nos astrócitos, 

mas pouca alteração nos neurônios, o que sugere que os neurônios não possuem 

acúmulo de lactato já que não houve redução no seu nível de concentração após a 

infusão de piruvato, apoiando a existência do mecanismo ANLS (MÄCHLER et al., 

2016). 

Esses trabalhos em conjunto, suportam a hipótese de que os astrócitos 

produzem lactato, o qual é transportado via MCT4 para o meio extracelular, de onde 

é recaptado pelos neurônios adjacentes através dos transportadores MCT2. No 

interior dos neurônios, o lactato é convertido a piruvato e utilizado para produção de 

ATP, promovendo o fechamento dos canais de K+ dependentes de ATP e 

consequentemente a despolarização neuronal (Figura 1) (MOSIENKO; 

TESCHEMACHER; KASPAROV, 2015; TANG et al., 2014). 
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1.3 Transporte de lactato astrócito-neurônio e a modulação hidroeletrolítica 

 

Os OCVs, localizados na região da lâmina terminal, são constituídos pelo órgão 

vasculoso da lâmina terminal (OVLT), núcleo pré-óptico mediano e SFO, os quais 

apresentam barreira hematoencefálica mais permeável (GROSS et al., 1987). Há na 

região do OVLT e SFO a presença de osmorreceptores, sensíveis ao aumento na 

concentração de Na+ extracelular (HIYAMA; NODA, 2016; NODA; HYAMA, 2015a).  O 

SFO é considerado um órgão circumventricular sensorial (GROSS et al., 1987), um 

dos principais núcleos envolvidos com mecanismos que controlam a ingestão de água 

e sódio (FITZSIMONS, 1998). Recentemente, foi descrita a existência de canais de 

Na+ (denominados Nax) em astrócitos do SFO (HIYAMA; NODA, 2016; NODA; 

HYAMA, 2015a; NODA; HYAMA, 2015b; MCKINLEY et al., 2003). Esses canais 

encontram-se expressos em processos perineurais de astrócitos e células 

ependimárias envolvendo populações neurais específicas, incluindo os interneurônios 

GABAérgicos no SFO (NODA; HIYAMA, 2015a). 

Em situações em que há aumento da concentração extracelular de Na+,  ocorre 

a ativação dos canais Nax astrocítico, promovendo um aumento no influxo de Na+ e 

consequente aumento da atividade da Na+/K+-ATPase e do consumo de ATP, 

induzindo ao metabolismo anaeróbico da glicose que, por sua vez, aumenta a 

produção do lactato astrocítico, como descrito acima e representado na figura 1 

(HIYAMA; NODA, 2016; MATSUDA et al., 2017; NODA; HYAMA, 2015a; SHIMIZU et 

al., 2007; WATANABE et al., 2006).  

Estudos de Shimizu et al. (2007) ao mensurarem a quantidade de lactato e 

piruvato liberadas pelo SFO constataram aumento de 60% na secreção de lactato de 

camundongos Wild type comparado com os que tiveram o silenciamento do Nax; em 

contraste houve redução na liberação de piruvato, sugerindo a estimulação da 

glicólise anaeróbica em astrócitos Nax da região do SFO. Esses estudos sugerem que 

os canais Nax astrocíticos aumentam a atividade da Na+/K+-ATPase e estimulam a 

glicólise anaeróbica de forma dependente da concentração de Na+ extracelular.  

É conhecido que o lactato astrocítico, ao ser liberado por meio do transportador 

subtipo MCT4, é captado pelos neurônios circunvizinhos, incluindo os interneurônios 

GABAérgicos, sendo utilizado como substrato energético para síntese de ATP. O 

aumento da síntese de ATP neural conduz ao fechamento de canais de potássio 

sensíveis ao ATP intracelular, provocando então a despolarização dos interneurônios 
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GABAérgicos (HIYAMA; NODA, 2016; SHIMIZU et al., 2007; SONG; ROUTH, 2005). 

Estudos do grupo do Dr. Noda, sugerem que esse mecanismo astrócito-lactato-GABA 

na região do SFO estaria envolvido com a via inibitória da ingestão de sódio. Essa via 

inibitória é estimulada quando há aumento do Na+ extracelular, como observado na 

privação hídrica, fazendo com que o animal apresente inicialmente aversão à ingestão 

de sódio (HIYAMA; NODA, 2016; MATSUDA et al., 2017; NODA; HIYAMA, 2015b; 

SHIMIZU et al., 2007).  

Não obstante, estudo in vitro do mesmo laboratório, foi observado que o 

aumento dos níveis de Na+ extracelular induz à ativação de interneurônios 

GABAérgicos do SFO; além disso, esse mecanismo foi inibido na presença do α-

CHCA (inibidor do MCT4) (SHIMIZU et al., 2007). Esses estudos, em conjunto, 

sugerem que há uma interação entre astrócitos, lactato e interneurônios GABAérgicos 

da região do SFO para a modulação do balanço hidroeletrolítico. 

 

1.4 O papel do óxido nítrico na modulação do balanço hidroeletrolítico 

 

O óxido nítrico (NO) é um gás lipofílico sintetizado a partir do aminoácido L-

arginina pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) (BREDT; SNYDER, 1994; 

MONCADA; PALMER; HIGGS, 1989). Essa enzima encontra-se em várias estruturas 

do cérebro, como nos OCVs (OVLT, SFO), bem como em outros núcleos 

hipotalâmicos envolvidos com a modulação do balanço hidroeletrolítico, tais como, 

núcleo paraventricular (PVN) e núcleo supra-óptico (SON). 

Diferentes estudos sugerem que o NO pode atuar no SNC como um modulador 

inibitório no SNC o qual, sabe-se, atua modulando positivamente a atividade de 

interneurônios GABAérgicos; uma vez que a utilização de doador (Nitroprussiato de 

sódio, NPS) e precursor de NO (L-arginina), in vitro, elevou a frequência e amplitude 

de correntes pós-sinápticas inibitórias GABAérgicas em neurônios magnocelulares do 

SON, bem como inibiu, in vivo, a atividade desse grupo neuronal em ratos após 

retrodiálise de NPS no SON (STERN; LUDWIG, 2001). Nesse sentido, o NO produzido 

no SNC pode participar da modulação das respostas neuroendócrinas e do equilíbrio 

hidromineral (REIS et al., 2007). Essa modulação na homeostase dos fluidos foi 

estudada por Reis et al. (2010), o qual evidenciou que a microinjeção prévia da L-

arginina (precursor do NO) inibiu o aumento nas concentrações plasmáticas de 

vasopressina (VP) e ocitocina (OT), reduziu os efeitos  antidiurético e natriurético 
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promovidos pela microinjeção icv de angiotensina II no VL de ratos não anestesiados. 

Em adição, a microinjeção icv de L-NAME (inibidor da NO-sintase) promoveu elevação 

da concentração plasmática de VP e OT, além de aumento na ingestão de água e 

sódio (REIS et al., 2007, 2010). 

Outros estudos mostraram que o NO pode modular o metabolismo energético 

em astrócitos. Estudos in vitro comprovaram que a exposição de cultura de células 

astrocíticas de camundongos a um doador de NO (DETANO) promoveu elevação na 

concentração de lactato extracelular; provavelmente, nesse caso, o NO estaria 

competindo com o sítio de ligação do oxigênio na citocromo oxidase mitocondrial do 

astrócito, ligando-se reversivelmente a essa enzima e inibindo a respiração 

mitocondrial e consequentemente promovendo estimulação da glicólise anaeróbica e 

acúmulo de lactato nos astrócitos (MARTÍN et al., 2017).  

 

1.5 Hipótese 

 

Considerando que: 1) existe o modelo Astrocyte–Neuron Lactate Shuttle, o qual 

postula a existência de um transporte de lactato astrócito-neurônio (PELLERIN; 

MAGISTRETTI, 1994); 2) o lactato pode funcionar como substrato energético para os 

neurônios e molécula sinalizadora na regulação da osmolalidade plasmática 

(SHIMIZU et al., 2007); 3) a atividade do sistema inibitório GABAérgico é aumentada 

com aplicação de NO no SON (STERN; LUDWIG, 2001) e lactato no SFO (SHIMIZU 

et al., 2007); 4) os interneurônios GABAérgicos modulam a atividade dos neurônios 

do SFO, os quais estão relacionados com a modulação da ingestão de água e sódio 

(MATSUDA et al., 2017); 5) que o lactato liberado por astrócitos do SFO estimula 

interneurônios GABAérgicos envolvidos com a modulação da ingestão de Na+ 

(HIYAMA; NODA, 2016; MATSUDA et al., 2017; NODA; HYAMA, 2015a; SHIMIZU et 

al., 2007; WATANABE et al., 2006); 6) e que o NO no SNC promove a produção de 

lactato em astrócitos (ALMEIDA et al., 2001), é nossa hipótese que o NO na região 

dos OCVs induz à produção e liberação do lactato astrocítico (ativação do mecanismo 

ANLS), o qual atuaria ativando interneurônios GABAérgicos da via tônica inibitória 

envolvida na modulação da ingestão de água e sódio (Figura 2). 
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Figura 2: Representação esquemática da interação 
central entre lactato astrocítico, óxido nítrico (NO) e 
GABA na modulação da ingestão de água e sódio. (a) 
Lactato é sintetizado pelos astrócitos e liberado para o 
meio extracelular por meio do transportador MCT4. (b) 
Lactato astrocítico é recaptado por neurônios 
adjacentes, estimulando produção e liberação de 
GABA. (c) NO promove a liberação de lactato pelos 
astrócitos e estimula diretamente a produção e 
liberação de GABA. (d) O GABA inibe neurônios 
envolvidos com a via tônica de ingestão de água e 
sódio. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Analisar a interação central entre o óxido nítrico, lactato e as células da glia 

(mecanismo ANLS) na modulação comportamental da ingestão de água e sódio em 

ratos. 

  

2.2  Objetivos específicos 

 

2.2.1 Avaliar a participação central das células da glia nas respostas 

comportamentais basais de ingestão de água e sódio, por meio da microinjeção 

de FCt (inibidor reversível da atividade glial) no VL de ratos; 

2.2.2 Avaliar a participação central do lactato nas respostas comportamentais basais 

de ingestão de água e sódio por meio da microinjeção de L-Lactato e α-CHCA 

(inibidor do transportador de lactato MCT-4 das células da glia) no VL de ratos; 

2.2.3 Avaliar a participação central das células da glia nas respostas 

comportamentais de ingestão de água e sódio induzidas pelo L-NAME (inibidor 

não seletivo da enzima óxido nítrico sintase) por meio da microinjeção prévia 

de FCt no VL de ratos; 

2.2.4 Avaliar a participação central do lactato nas respostas comportamentais de 

ingestão de água e sódio induzida pelo L-NAME, por meio da microinjeção 

prévia de L-Lactato e α-CHCA no VL de ratos; 

2.2.5 Analisar a participação central do lactato nas respostas comportamentais de 

ingestão de água e sódio após privação hídrica de 48h, por meio da 

microinjeção de α-CHCA no VL de ratos; 

2.2.6 Mensurar a concentração de lactato presente no SFO de ratos, modelo ex vivo, 

nas seguintes situações: incubação do SFO em 145mM de Na+, 145mM de Na+ 

+ Nitroprussiato de sódio (NPS), 170mM de Na+ e 170mM de Na+ + L-NAME. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Utilizamos ratos Wistar, pesando de 270 a 320g, oriundos da Unidade de 

Produção Animal (UPA-IPeFarM) da Universidade Federal da Paraíba - UFPB. Este 

local é mantido com temperatura de 21 ± 1 ºC e com ciclo claro-escuro de 12 horas 

(luzes são acesas das 6 às 18 horas), com acesso à água e ração “ad-libitum” 

(Labina®, Purina). Os experimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais do Centro de Biotecnologia (CEUA-CBiotec) da Universidade Federal da 

Paraíba sob o número 3013270618, exceto o protocolo relativo ao objetivo 2.2.1, o 

qual foi previamente aprovado pelo CEUA/UFPB (protocolo n. 133/2015). 

 

3.2 Estereotaxia: implante de cânula-guia em direção ao ventrículo lateral 

 

Utilizamos um aparelho estereotáxico (David-Kopf, Tujunga, CA, EUA) para o 

implante de cânulas-guia no SNC adaptado à técnica descrita por Michelini e 

Bonagamba (1988) para o implante das cânulas-guia no ventrículo lateral direito. As 

cânulas de aço inoxidável (12 mm de comprimento) foram confeccionadas a partir de 

agulhas hipodérmicas (25 x 0,7 mm) e fixadas no suporte da torre do estereotáxico. 

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Ketamina (75 mg/kg, i.p.) e 

Xilazina (10 mg/kg, i.p.) (0,2:0,1 v/v, 0,4 ml/100g). A profundidade da anestesia foi 

verificada pela ausência de resposta reflexa à pinça manual nociva na pata do animal. 

Em seguida, realizamos a tricotomia dos pelos da região posterior da cabeça e os 

animais foram fixados no aparelho estereotáxico, onde na sequência foi realizado, 

com o auxílio de um bisturi, um corte longitudinal na pele e tecido subcutâneo da 

região da cabeça, para a exibição da calota craniana.  

A cânula-guia foi posicionada com base nas coordenadas estereotáxicas do 

Atlas de Paxinos e Watson [1986 (AP = -0,7 mm em relação ao bregma; L = -1,5 mm 

da linha média e DV = -3,9 mm ventral à superfície do osso)]. Realizamos a trepanação 

da calota craniana com o auxílio de uma broca odontológica esférica acoplada a um 

motor de baixa rotação. A cânula-guia foi posicionada em direção ao ventrículo lateral 

e fixada ao crânio com resina acrílica de uso odontológico (Simplex, Rio de Janeiro, 
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RJ, Brasil), presa por pequenos parafusos de aço-inoxidável que foram 

preliminarmente inseridos na região occipital do crânio; um mandril foi colocado no 

interior da cânula-guia e mantido até a data do experimento, para evitar oclusão. Ao 

final do implante, os animais foram retirados do aparelho estereotáxico e como medida 

de profilaxia pós-cirúrgica, injetamos 0,1 ml/100g (intramuscular) de Pentabiótico 

Veterinário de amplo-espectro (associação de penicilina e estreptomicina, 1,200.000 

UI, Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil) e Analgésico injetável ip [intraperitonial 

(Banamine 2,2 mg/kg, Schering-Plough, SP, Brasil)] (Figura 3). 

 

3.3 Adaptação à ingestão de sódio 

 

Finalizada a implantação da cânula-guia, os animais foram alojados em gaiolas 

metabólicas individuais (Figura 3) com oferta de bebedouros com água e sódio (NaCl 

0,3M) e ração “ad-libitum”, onde permaneceram inicialmente por um período de 5 dias. 

Esse período de tempo foi essencial para que os animais se recuperassem da cirurgia, 

familiarizassem com a localização dos bebedouros de água e sódio na gaiola e se 

tornassem adaptados à ingestão de sódio. Durante essa fase, foi mensurado 

diariamente no período entre 13h e 14h o volume de ingestão dos fluidos a fim de 

analisar a adaptação à ingestão de sódio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Painel A: Animal posicionado no estereotáxico para o implante 
de uma cânula guia em direção ao VL direito. Podemos observar o pé 
de pato, suporte da cânula-guia (seta 1, preta) preso à torre do 
estereotáxico (seta 2, vermelha). Painel B: Fotografia da gaiola 
metabólica utilizada durante a execução dos experimentos 
comportamentais. Podemos observar, posicionados na grade da gaiola 
os bebedouros, tubos Falcons contendo água e sódio. VL = ventrículo 
lateral. 

1 

2 

A B 
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3.4 Microinjeções de drogas no ventrículo lateral direito 

 

As drogas foram microinjetadas no ventrículo lateral direito através de uma 

seringa Hamilton de 1µl (Hamilton, Reno, NV) conectada por meio de um tubo de 

polietileno PE-10 a uma agulha dental (200 μm de diâmetro, Missy) (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todas as substâncias foram microinjetadas no volume de 0.5μl (REIS et al., 

2010). O FCt foi diluído conforme Costa et al. (2013) e PAULSEN et al. (1987), com 

concentração final de 0,8 μg. O L-NAME e o L-Lactato foram diluídos em solução 

fisiológica estéril (salina 0,9%) com concentrações finais de 40 μg (SAAD et al., 2004), 

2 μg (LAM et al., 2008), respectivamente. O α-CHCA foi diluído em dimetilsulfóxido 

(DMSO) puro a 100mM com concentração final de 3 µg (CHAN et al., 2013). Após a 

diluição, o pH de todas as soluções foi ajustado para valores próximos a 7,4. 

 

3.5 Coleta da urina e quantificação da osmolalidade 

 

Foi coletada a urina dos animais ao término dos experimentos (concluídas as 

duas horas de análise comportamental de ingestão de água e sódio) para avaliação 

do volume e osmolalildade da urina. As amostras foram armazenadas em tubos 

eppendorf, sendo posteriormente transferidas para um congelador com temperatura 

de -20 °C até o momento da mensuração da osmolalidade. A osmolalidade urinária foi 

Figura 4: Fotografia do momento de microinjeção no VL direito de 
um rato, em amarelo podemos visualizar o canhão da microinjetora, 
o qual encontra-se conectado à microseringa por meio de um tubo 
de polietileno. 
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avaliada nos seguintes protocolos de microinjeção icv em condições normais de 

hidratação: Salina + Salina, Salina + L-NAME, FCt + L-NAME, L-Lactato + L-NAME, 

α-CHCA + L-NAME; e nos protocolos realizados em condições de privação hídrica: 

salina (24h de desidratação), salina (48h de desidratação) e α-CHCA (48h de 

desidratação). A osmolalidade da urina (Osmol/kg) foi quantificada utilizando um 

osmômetro crioscópico automático (Osmomat 030) com base no método de ponto de 

congelamento. Ao término dos protocolos experimentais, os animais foram 

anestesiados com uma mistura de Ketamina e Xilazina (0,2:0,1 v/v, 0,4 ml/100g, ip) e 

preparados para a perfusão.  

 

3.6 Análise histológica 

 

Os animais foram perfundidos transcardiacamente com 10 ml de solução de 

salina (0,9%) seguida da perfusão com 10 ml de solução formol (10%) tamponada. 

Em seguida foi realizada a microinjeção no VL direito do corante azul de Evans 2% 

(Vetec, Química Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no volume de 0,5 µl para a 

determinação do sítio específico da microinjeção. O cérebro foi removido e mantido 

em recipiente com formol (10%) por 48 horas, posteriormente foi transferido para 

solução de sacarose (30%) a fim de promover a crioproteção. Os cortes histológicos 

do cérebro foram realizados no criostato (50 µm) e montados em lâminas 

gelatinizadas, sendo prontamente cobertos com lamínulas, corados com panótico 

rápido (reagente 1: composto por uma solução de triarilmetano a 0,1 e reagente 2: 

composto por uma solução de xantenos a 0,1%) e por fim analisados através de lupa 

estereoscópica para identificação do sítio da microinjeção. 

 

3.7 Preparação de modelo ex vivo para análise da concentração de lactato no 

SFO de ratos 

 

Inicialmente os animais foram eutanasiados por decapitação, os cérebros 

removidos rapidamente (desprezando o bulbo olfatório e cerebelo), posicionados em 

placa de Petri e submersos em solução Ringer simples possuindo 145 mM de Na+, à 

37ºC. Em seguida, com ajuda de um bisturi foi realizado um corte coronal do cérebro 

(visão ventral) imediatamente antes de iniciar o quiasma óptico [(Bregma 0,6 mm, 
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interaural 9,60mm), PAXINOS; WATSON, 2004)] e após o seu término [(Bregma -1,92 

mm, interaural 7.08mm), PAXINOS; WATSON, 2004)], de modo que pudesse ser 

isolada a região contendo  o SFO. Posteriormente, a fatia cerebral removida, ainda 

submersa na solução Ringer, foi posicionada dorsalmente, e um corte na altura do 

SFO foi realizado utilizando agulha de punch para coleta da amostra de tecido. A 

amostra, contendo o SFO foi imediatamente inserida em tubo eppendorf contendo 10 

μl de uma das seguintes soluções: Ringer simples (145mM de Na+), Ringer simples 

(145mM de Na+) + doador de NO [NPS 3 mM, (LIU et al., 1997)], Ringer modificado 

(170 mM de Na+) ou Ringer modificado (170 mM de Na+) + L-NAME [500 µM, (TONIN 

et al., 2009)] com incubação por 1h à 37ºC. Todas as amostras foram incubadas na 

presença de 10 μl de TTX para eliminar a influência neuronal [(1 µM, (SHIMIZU et al., 

2007)]. A seguir, a amostra de tecido foi cuidadosamente transportada para um outro 

tubo eppendorf contendo 100 μl de água destilada estéril, e homogeneizada com 

auxílio de um triturador giratório elétrico, até que não fosse mais possível visualizar 

tecido sólido. Na sequência, a amostra foi centrifugada (7000 rpm por 10 minutos) e 

coletado o sobrenadante, o qual foi armazenado em gelo até o momento da realização 

da dosagem do lactato. 

 

3.8 Dosagem do lactato contido no SFO 

 

O lactato foi analisado através de kit comercial de lactato enzimático (Bioclin, 

Lactato K084). Para tanto, foi realizada a mistura de 4 partes do Reagente Nº 1 

[Tampão (pH 10,0), LDH > 24 KU/L e conservante] com 1 parte do Reagente Nº 2 

[NAD > 4 mmol/L, Tampão Citrato 200 mmol/L (pH 3,0) e conservante]. Em seguida, 

foram marcados 3 tubos de ensaio com as letras B (Branco), P (Padrão) e A (Amostra); 

no Branco foram pipetados 10µL de água e 1mL de monoreagente; no Padrão, 10µL 

do Reagente Nº 3 (Lactato 30 mg/dL e conservante) e 1mL de monoreagente; 

enquanto no tubo Amostra, 10µL da amostra e 1mL de monoreagente. As soluções 

foram homogeneizadas suavemente, incubadas por 5 minutos a 37ºC. A absorbância 

da amostra foi analisada por meio de um espectrofotômetro em 340 mm, acertando o 

zero com Branco, sendo lida em no máximo 30 minutos.  

Para calcular o lactato, utilizamos o seguinte cálculo: 

Lactato (mg/dL) = Absorbância da Amostra X Concentração do Padrão  

Absorbância do Padrão 
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Como fator de calibração, usamos a seguinte fórmula: 

Fator de Calibração = Concentração do Padrão  

                                     Absorbância do Padrão 

 mg/dL = Abs. da Amostra x Fator de Calibração  

 

3.9  Drogas 

 

3.9.1 Solução fisiológica estéril (0.9%) – veículo. 

3.9.2 Fluorocitrato- FCt (Sal de bário / Sigma Aldrich, F9634). 

3.9.3 Cloridrato de cetamina [Anestésico (Quetamina® Laboratório – Vetnil, Brasil)]. 

3.9.4 Xilazina [Analgésico e Relaxante muscular (Dopaser - Laboratório Calier, 

Espanha)]. 

3.9.5 Pentabiótico Veterinário de amplo-espectro (associação de penicilina e 

estreptomicina, Fort Dodge, SP, Brasil). 

3.9.6 Banamine [(Analgésico) Schering-Plough, SP, Brasil)]. 

3.9.7 L(+)-lactate (Santa Cruz Biotechnology, sc-220120). 

3.9.8 Nomega-Nitro-L-arginine methyl ester (L-Name) (Sigma Aldrich, N5751). 

3.9.9 Alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (α-CHCA) (Santa Cruz Biotechnology, sc-

254923). 

3.9.10  Sodium Nitroprusside Dihydrate (MP Biomedicals, LL, 29525 Fountain Pkwy, 

Solon, Ohio). 

 

3.10 Protocolos experimentais 

 

Após a estereotaxia e recuperação do efeito da anestesia, os animais foram 

alojados em gaiolas metabólicas contendo além do bebedouro com água e ração “ad 

libitum”, um bebedouro com Na+ (NaCl 0,3M), para a adaptação dos animais à 

ingestão de sódio (Figura 3, painel B). Após 5 dias, iniciamos os protocolos de 

microinjeção icv. O mesmo grupo de animais foi utilizado para execução de dois 

protocolos de microinjeção em condição de normohidratação (ASNAR et al., 2013; 

RONCARI et al., 2014, 2017, 2018), obedecendo ao princípio dos 3R’s, com intervalo 

de 48h entre os protocolos (protocolos realizados no 5º dia e 7º dia após a 

estereotaxia).  
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No dia do experimento de microinjeção, o mandril da cânula-guia foi removido 

cuidadosamente e os experimentos iniciaram-se após 30 min, permitindo então a 

ambientação dos animais. Em cada protocolo, realizamos a 1ª microinjeção e 5 min. 

após realizamos a 2ª microinjeção, na sequência avaliamos a ingestão de água e 

sódio nos tempos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após a 2ª microinjeção icv (FLÔR et al., 

2018). Durante todos os protocolos, ao final, realizamos a coleta da urina dos animais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os protocolos desenvolvidos em condições de privação hídrica (24h e 48h) 

foram realizados 7 dias após a canulação do VL direito. Após a adaptação à ingestão 

de Na+, conforme descrito acima, para a privação hídrica bebedouros de água e sódio 

foram removidos durante 24h ou 48h, mantendo apenas na gaiola metabólica a ração 

“ad libitum”. No dia do experimento, o mandril da cânula-guia foi removido 

cuidadosamente e os experimentos iniciaram-se após 30 min, permitindo então a 

ambientação dos animais. Nos protocolos de privação hídrica, realizamos apenas uma 

microinjeção icv e após 5 minutos retornamos os bebedouros de água e sódio às 

gaiolas. A medida da ingestão de água e sódio foram realizadas nos tempos 5, 15, 30, 

60 e 120 min. após a oferta dos fluidos. Ao final dos protocolos realizamos a coleta da 

urina. 

Esquema das fases do protocolo experimental para microinjeção e análise comportamental em 
animais normohidratados. Legenda = VLD: ventrículo lateral direito. 
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3.10.1 Microinjeções icv em ratos submetidos a condições normais de 

hidratação: 

 

Para avaliarmos a nossa hipótese, realizamos oito protocolos em condições de 

normohidratação, os quais são descritos na sequência: 

No primeiro protocolo realizamos a 1ª microinjeção icv de salina estéril (0.9%) 

e 2ª microinjeção icv de salina estéril (0,9%). Esse protocolo foi realizado para o 

controle do volume da microinjeção.  

No segundo protocolo, para avaliarmos se o L-Lactato icv altera a ingestão 

basal de água e sódio em ratos, realizamos a microinjeção icv de salina estéril (0,9%) 

e de L-Lactato (15nmol/0.5µl, LAM et al., 2008). No terceiro protocolo, para  

avaliarmos a participação do lactato astrocítico na ingestão basal de água e sódio em 

ratos, realizamos a microinjeção icv de salina estéril (0,9%) e de α-CHCA 

(15nmol/0.5µl, CHAN et al., 2013), um inibidor do transportador de lactato astrocítico 

(MCT-4). 

No quarto protocolo para confirmarmos a participação do NO na ingestão basal 

de água e sódio em ratos, realizamos a microinjeção icv de salina estéril (0,9%) e de 

L-NAME (0,14pmol/0.5µl, (SAAD et al., 2004), inibidor não específico da enzima NO-

sintase. No quinto protocolo, para avaliarmos a participação das células da glia dos 

OCVs na ingestão basal de água e sódio realizamos a microinjeção icv de salina estéril 

(0,9%) e de FCt, inibidor reversível da glia (1nmol/0.5µl, PAULSEN et al., 1987). No 

sexto protocolo, para avaliarmos a interação entre a glia dos OCVs e o NO na ingestão 

Esquema das fases do protocolo experimental para microinjeção e análise comportamental em 
animais sob privação hídrica. Legenda = VLD: ventrículo lateral direito. 
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de água e sódio, realizamos a microinjeção icv de FCt (1nmol/0.5µl, PAULSEN et al., 

1987) e após 5 minutos a microinjeção icv de L-NAME (0,14pmol/0.5µl, SAAD et al., 

2004). 

Na sequência, para avaliarmos a interação entre o lactato e o NO na ingestão 

de água e sódio induzida pelo L-NAME (7º e o 8º protocolos), realizamos a 

microinjeção icv de α-CHCA (15nmol/0.5µl, CHAN et al., 2013) seguida pela 

microinjeção icv de L-NAME (0,14pmol/0.5µl, SAAD et al., 2004). No protocolo 

seguinte realizamos a microinjeção icv de L-Lactato (15nmol/0.5µl, LAM et al., 2008) 

seguida pela microinjeção icv de L-NAME (0,14pmol/0.5µl, SAAD et al., 2004).  

Em todos os protocolos experimentais, a análise da ingestão cumulativa e não 

cumulativa de água e sódio foi executada aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após a 

segunda microinjeção. 

 

3.10.2 Microinjeções icv em ratos submetidos à privação hídrica: 

 

Após a estereotaxia e adaptação à ingestão de água e sódio, iniciamos os 

protocolos de privação hídrica (PH) por 24 e 48h (conforme descrito acima). Na 

comparação da ingestão de líquidos após PH observamos que o tempo de 48h foi 

capaz de promover, inicialmente, uma aversão ao sódio nos animais.  

Assim, após 48h de PH realizamos a microinjeção icv de salina estéril (0.9%) 

ou α-CHCA (15nmol/0.5µl, CHAN et al., 2013), reposicionamos os bebedouros nas 

gaiolas e avaliamos a ingestão de líquidos. Esse protocolo teve como objetivo avaliar 

se o lactato astrocítico promove alterações na ingestão de água e sódio em condição 

de hiperosmolalidade (Na+) extracelular. A análise da ingestão de água e sódio foi 

realizada aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após a disponibilização dos bebedouros de 

água e sódio (NaCl 0,3M).  

 

3.10.3 Avaliação da concentração de lactato no SFO de ratos, modelo ex vivo: 

 

Após a análise das ingestões de água e sódio, os animais foram eutanasiados 

por decapitação, o SFO coletado e incubado durante 1h em solução Ringer contendo 

145 mM de Na+, 145mM de Na+ + doador de NO [NPS 3 mM, (LIU et al., 1997)], 170 

mM de Na+, 170 mM de Na+ + L-NAME [(500µM, (TONIN et al., 2009)], todos na 

presença de TTX [(1 µM, (SHIMIZU et al., 2007)], conforme detalhado no item 3.7. 
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Após homogeneização do tecido e centrifugação, o sobrenadante foi coletado para 

subsequente dosagem do lactato. O objetivo desse protocolo foi avaliar a 

concentração de lactato no SFO de ratos na condição de aumento da osmolalidade 

por Na+ e sob as mesmas circunstâncias na presença de L-NAME. 

 

 

 

3.11 Análise Estatística 

 

Os resultados foram expressos como MÉDIA ± EPM (erro padrão da média) e 

analisados pelo teste de variância One-way ou Two-way (ANOVA) seguido do teste 

de comparações múltiplas (Tukey, Programa Prisma GraphPad, versão 06). Valores 

de p<0,05 foram considerados significativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Linha do tempo resumindo os processos que ocorreram durante os protocolos experimentais. Legenda 
= VL: ventrículo lateral, SFO: órgão subfornicial. 



42 
 

4 RESULTADOS  

 

Utilizamos 41 ratos Wistar com peso entre 270 e 320 g. Logo após a cirurgia 

para implante da cânula guia no VL direito, os animais foram alojados em gaiolas 

metabólicas individuais para adaptação à ingestão de sódio (NaCl 0,3M) durante 5 

dias. Podemos observar, na Figura 5, que ao final do período de adaptação (5º dia) 

os animais encontravam-se adaptados à ingestão de sódio, uma vez que a ingestão 

de água foi superior à ingestão de sódio (13,29 ± 1,10 vs. 1,68 ± 0,49 ml/100g, n=7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Figura 6 mostra a fotomicrografia de uma secção coronal (50 µm) do cérebro 

de um rato, representativa de uma histologia positiva. Podemos evidenciar o trajeto 

da cânula guia em direção ao VL direito.    

 

Figura 5: Volume de ingestão de água e sódio (NaCl 0,3M) (mL) durante 
o período de adaptação à ingestão de sódio. 
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4.1 Respostas comportamentais de ingestão de água e sódio (NaCl 0,3M) à 

microinjeções icv em ratos: 

 

4.1.1 Microinjeção icv de L-NAME no VL de ratos: 

 

As Figuras 7 e 8 mostram as respostas comportamentais de ingestão de água 

(Figura 7, painéis A, B e C) ou sódio (Figura 8, painéis A, B e C) induzidas pela 

microinjeção icv de salina (0,9%) ou L-NAME. Podemos observar que a microinjeção 

icv de L-NAME promoveu um aumento significativo na ingestão não cumulativa de 

água aos 60 e 120 minutos (Figura 7, painel A) e cumulativa aos 30, 60 e 120 minutos 

(Figura 7, painel B), bem como na ingestão total de água (2,30 ± 0,18 vs. 0,06 ± 0,04 

ml/100g/2h, n=6) (Figura 7, painel C). 

 

 

 

 

 

Figura 6: Imagem histológica representativa de um corte 
coronal do cérebro de um animal evidenciando o trajeto da 
microinjetora em direção ao VLD. A microinjeção icv pode ser 
confirmada através da presença do corante de Evans 2% 
(Vetec, Química Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no VLD 
e do trajeto da cânula guia em direção a esse sítio específico. 
Legenda: SFO = órgão subfornicial, VLD = ventrículo lateral 
direito, 3V = terceiro ventrículo. 
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Além disso, podemos observar que a microinjeção de L-NAME promoveu um 

aumento significativo na ingestão não cumulativa de sódio aos 05 e 120 minutos 

(Figura 8, painel A) e cumulativa aos 05, 15, 30, 60 e 120 minutos (Figura 8, painel B), 

bem como na ingestão total de sódio (0,74 ± 0,05 vs. 0,03 ± 0,03 ml/100g/2h, n=5) 

(Figura 8, painel C). 

 

 

Figura 7: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl) ou L-NAME (40 µg/0,5µl) sobre a 
ingestão de água em ratos. Painel A: medida da ingestão não cumulativa de água, aos 5, 15, 30, 60 e 
120 minutos após 2a microinjeção. Painel B: medida da ingestão cumulativa de água, aos 5, 15, 30, 60 
e 120 minutos após 2a microinjeção. Painel C: medida da ingestão total de água (2h). *p<0.05 vs. grupo 
controle (salina 0,9%). S = salina 0,9%. 

L-NAME – INGESTÃO DE ÁGUA 
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4.1.2 Microinjeção icv de FCt no VL de ratos: 

 

As Figuras 9 e 10 mostram as respostas comportamentais de ingestão de água 

(Figura 9, painéis A, B e C) ou sódio (Figura 10, painéis A, B e C) induzida pela 

microinjeção icv de salina (0,9%) ou FCt. Os resultados mostraram que a microinjeção 

icv de FCt não alterou a ingestão basal não cumulativa (Figura 9, painel A), cumulativa 

(Figura 9, painel B) ou ingestão total de água (0,24 ± 0,15 vs. 0,06 ± 0,04 ml/100g/2h, 

n=6) (Figura 9, painel C).  

 

 

 

 

 

Figura 8: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl) ou L-NAME (40 µg/0,5µl) sobre a 
ingestão de sódio (NaCl 0,3M) em ratos. Painel A: medida da ingestão não cumulativa de sódio (NaCl 
0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 2a microinjeção. Painel B: medida da ingestão cumulativa 
de sódio (NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 2a microinjeção. Painel C: medida da 
ingestão total de sódio (NaCl 0,3M) (2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina 0,9%). S= salina 0,9%. 

L-NAME – INGESTÃO DE SÓDIO 
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Além disso, podemos observar que a microinjeção icv de FCt não alterou a 

ingestão basal não cumulativa (Figura 10, painel A), cumulativa (Figura 10, painel B) 

ou ingestão total de sódio (0,06 ± 0,06 vs. 0,03 ± 0,03 ml/100g/2h, n=6) (Figura 10, 

painel C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl) ou FCt (8 µg/0,5µl) sobre a ingestão 
de água em ratos. Painel A: medida da ingestão não cumulativa de água, aos 5, 15, 30, 60 e 120 
minutos após 2a microinjeção. Painel B: medida da ingestão cumulativa de água, aos 5, 15, 30, 60 e 
120 minutos após 2a microinjeção. Painel C: medida da ingestão total de água (2h). S = salina 0,9%. 

FCt – INGESTÃO DE ÁGUA 
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4.1.3 Microinjeção icv de FCt seguida de L-NAME no VL de ratos: 

 

 

As Figuras 11 e 12 mostram as respostas comportamentais de ingestão de 

água (Figura 11, painéis A, B e C) ou sódio (Figura 12, painéis A, B e C) induzida pela 

microinjeção icv de salina (0,9%) ou FCt+L-NAME. Os resultados mostraram que a 

microinjeção icv prévia de FCt reduziu significativamente a ingestão não cumulativa 

de água aos 60 e 120 minutos (Figura 11, painel A), cumulativa aos 30, 60 e 120 

minutos (Figura 11, painel B) e ingestão total de água induzidas pelo L-NAME. (0,36 

± 0,10 vs. 2,30 ± 0,18 ml/100g, n=6) (Figura 11, painel C). Além disso, podemos 

observar que a microinjeção icv prévia de FCt reduziu significativamente a ingestão 

de sódio não cumulativa aos 5 e 120 minutos (Figura 12, painel A) cumulativa aos 5, 

Figura 10: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl) ou FCt (8 µg/0,5µl) sobre a ingestão 
de sódio (NaCl 0,3M) em ratos. Painel A: medida da ingestão não cumulativa de sódio (NaCl 0,3M), 
aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 2a microinjeção. Painel B: medida da ingestão cumulativa de sódio 
(NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 2a microinjeção. Painel C: medida da ingestão total 
de sódio (NaCl 0,3M) (2h). S = salina 0,9%. 

FCt – INGESTÃO DE SÓDIO 
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15, 30, 60 e 120 minutos (Figura 12, painel B) e ingestão total de sódio induzidas pelo 

L-NAME (0,08 ± 0,08 vs. 0,74 ± 0,05 ml/100g, n=6) (Figura 12, painel C). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl) ou microinjeção prévia de FCt (8 
µg/0,5µl) ao L-NAME (40 µg/0,5µl) sobre a ingestão de água em ratos. Painel A: medida da ingestão 
não cumulativa de água, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 2a microinjeção. Painel B: medida da 
ingestão cumulativa de água, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 2a microinjeção. Painel C: medida 
da ingestão total de água (2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina 0,9%), #p<0.05 vs. grupo S+L-NAME. 
S= salina.  

FCt + L-NAME – INGESTÃO DE ÁGUA 
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4.1.4 Microinjeção icv de L-Lactato e de L-Lactato seguida de L-NAME no VL de 

ratos: 

 

As Figuras 13 e 14 mostram as respostas comportamentais de ingestão de 

água (Figura 13, painéis A, B e C) ou sódio (Figuras 14, painéis A, B e C) induzidas 

pela microinjeção icv de salina (0,9%), L-Lactato ou L-Lactato+L-NAME. Os resultados 

mostraram que a microinjeção icv de L-Lactato não alterou a ingestão não cumulativa 

(Figura 13, painel A), cumulativa (Figura 13, painel B) ou total (0,23 ± 0,13 vs. 0,06 ± 

0,04 ml/100g/2h, n=4) (Figura 13, painel C) de água. Enquanto, a prévia microinjeção 

icv de L-Lactato aboliu a ingestão não cumulativa de água aos 60 e 120 minutos 

(Figura 13, painel A), cumulativa aos 30, 60 e 120 minutos (Figura 13, painel B) e 

ingestão total de água induzidas pelo L-NAME. (0,08 ± 0,06 vs. 2,30 ± 0,18 

ml/100g/2h, n=6) (Figura 13, painel C). Além disso, podemos observar que a 

Figura 12: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl) ou microinjeção prévia de FCt (8 
µg/0,5µl) ao L-NAME (40 µg/0,5µl) sobre a ingestão de sódio (NaCl 0,3M) em ratos. Painel A: medida 
da ingestão não cumulativa de sódio (NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 2a microinjeção. 
Painel B: medida da ingestão cumulativa de sódio (NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 
2a microinjeção. Painel C: medida da ingestão total de sódio (NaCl 0,3M) (2h). *p<0.05 vs. grupo 
controle (salina 0,9%), #p<0.05 vs. grupo S+L-NAME. S = salina 0,9%. 

FCt + L-NAME – INGESTÃO DE SÓDIO 
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microinjeção icv de L-Lactato não alterou a ingestão basal não cumulativa (Figura 14, 

painel A), cumulativa (Figura 14, painel B) e total (0,0 ± 0,0 vs. 0,03 ± 0,03 ml/100g/2h, 

n=4) (Figura 14, painel C) de sódio. Enquanto, a prévia microinjeção icv de L-Lactato 

aboliu a ingestão de sódio não cumulativa aos 05 e 120 minutos (Figura 14, painel A), 

cumulativa aos 05, 15, 30, 60 e 120 minutos (Figura 14, painel B) e ingestão total de 

sódio induzidas pelo L-NAME (0,05 ± 0,03 vs. 0,74 ± 0,05 ml/100g/2h, n=5) (Figura 

14, painel C).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl), L-Lactato (2 µg/0,5µl) ou 
microinjeção prévia de L-Lactato (2 µg/0,5µl) ao L-NAME (40 µg/0,5µl) sobre a ingestão de água em 
ratos. Painel A: medida da ingestão não cumulativa de água, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 2a 
microinjeção. Painel B: medida da ingestão cumulativa de água, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 
2a microinjeção. Painel C: medida da ingestão total de água (2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina 
0,9%), #p<0.05 vs. grupo S+L-NAME. S = salina 0,9%. 

LACTATO + L-NAME – INGESTÃO DE ÁGUA 
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4.1.5 Microinjeção icv de α-CHCA e de α-CHCA seguida de L-NAME no VL de 

ratos: 

 

As Figuras 15 e 16 mostram as respostas comportamentais de ingestão de 

água (Figuras 15, painéis A, B e C) ou sódio (Figuras 16, painéis A, B e C) induzida 

pela microinjeção icv de salina (0,9%), α-CHCA ou α-CHCA+L-NAME. Os resultados 

mostraram que a microinjeção icv de α-CHCA não alterou a ingestão não cumulativa 

(Figura 15, painel A), cumulativa (Figura 15, painel B) ou ingestão total de água (0,12 

± 0,08 vs. 0,06 ± 0,04 ml/100g/2h, n=4) (Figura 15, painel C). Além disso, a prévia 

microinjeção icv de α-CHCA não alterou a ingestão não cumulativa (Figura 15, painel 

A), cumulativa (Figura 15, painel B) ou total de água induzidas pelo L-NAME (2,07 ± 

Figura 14: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl), L-Lactato (2 µg/0,5µl) ou 
microinjeção prévia de L-Lactato (2 µg/0,5µl) ao L-NAME (40 µg/0,5µl) sobre a ingestão de sódio (NaCl 
0,3M) em ratos. Painel A: medida da ingestão não cumulativa de sódio (NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 
e 120 minutos após 2a microinjeção. Painel B: medida da ingestão cumulativa de sódio (NaCl 0,3M), 
aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 2a microinjeção. Painel C: medida da ingestão total de sódio (NaCl 
0,3M) (2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina 0,9%), #p<0.05 vs. grupo S+L-NAME. S = salina 0,9%. 

LACTATO + L-NAME – INGESTÃO DE SÓDIO 
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0,22 vs. 2,30 ± 0,18 ml/100g/2h, n=6) (Figura 15, painel C). Podemos ainda observar 

que a microinjeção icv de α-CHCA não alterou a ingestão não cumulativa (Figura 16, 

painel A), cumulativa (Figura 16, painel B) ou ingestão total de sódio (0,12 ± 0,08 vs. 

0,03 ± 0,03 ml/100g/2h, n=4) (Figura 16, painel C). Além disso, a prévia microinjeção 

icv de α-CHCA não alterou a ingestão não cumulativa (Figura 16, painel A), cumulativa 

(Figura 16, painel B) e total de sódio induzidas pelo L-NAME (0,72 ± 0,08 vs. 0,74 ± 

0,05 ml/100g/2h, n=5) (Figura 16, painel C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl), α-CHCA (3 µg/0,5µl) ou 
microinjeção prévia de α-CHCA (3 µg/0,5µl) ao L-NAME (40 µg/0,5µl) sobre a ingestão de água em 
ratos. Painel A: medida da ingestão não cumulativa de água, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 2a 
microinjeção. Painel B: medida da ingestão cumulativa de água, aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos após 
2a microinjeção. Painel C: medida da ingestão total de água (2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina 
0,9%). S = salina 0,9%. 

α-CHCA + L-NAME – INGESTÃO DE ÁGUA 
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4.2 Medida do volume urinário (mL/100g) após as microinjeções icv e as análises 

das respostas comportamentais de ingestão de água e sódio em ratos 

submetidos a condições normais de hidratação: 

 

Realizamos a quantificação do volume urinário dos animais após sucedidos os 

120 minutos de análise comportamental de ingestão de líquidos (Figura 17). Os 

grupos que receberam a microinjeção icv de L-NAME (0,54 ± 0,05 vs. 0,19 ± 0,10 

ml/100g/2h, n=6) e L-Lactato (0,58 ± 0,03 vs. 0,19 ± 0,10 ml/100g/2h, n=4) 

apresentaram maior volume urinário em comparação ao controle salina 0,9%. Ao 

contrário, o grupo que recebeu a microinjeção icv de α-CHCA não apresentou 

Figura 16: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl), α-CHCA (3 µg/0,5µl) ou microinjeção 
prévia de α-CHCA (3 µg/0,5µl) ao L-NAME (40 µg/0,5µl) sobre a ingestão de sódio (NaCl 0,3M) em 
ratos. Painel A: medida da ingestão não cumulativa de sódio (NaCl 0,3M), aos 5, 15, 30, 60 e 120 
minutos após 2a microinjeção. Painel B: medida da ingestão cumulativa de sódio (NaCl 0,3M), aos 5, 
15, 30, 60 e 120 minutos após 2a microinjeção. Painel C: medida da ingestão total de sódio (NaCl 0,3M) 
(2h). *p<0.05 vs. grupo controle (salina 0,9%). Salina = 0,9%. 

α-CHCA + L-NAME – INGESTÃO DE SÓDIO 
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alteração no volume urinário em relação ao controle salina 0,9% (0,4 ± 0,06 vs. 0,19 

± 0,10 ml/100g/2h, n=4). 

A microinjeção de FCt não promoveu alterações significativas no volume 

urinário (0,09 ± 0,05 vs. 0,19 ± 0,10 ml/100g/2h, n=5). Por outro lado, a prévia 

microinjeção de FCt atenuou o aumento no volume urinário induzido pela microinjeção 

icv de L-NAME (0,16 ± 0,02 vs. 0,54 ± 0,05 ml/100g/2h, n=5). Além disso, as 

microinjeções prévias de L-Lactato (0,38 ± 0,08 vs. 0,54 ± 0,05 ml/100g/2h, n=5) ou 

α-CHCA (0,57 ± 0,11 vs. 0,54 ± 0,05 ml/100g/2h, n=5) não promoveram alterações 

significativas no volume urinário induzido pela micronjeção icv de L-NAME.  

 

 

 

4.3 Análise da osmolalidade urinária após as microinjeções icv e as análises das 

respostas comportamentais de ingestão de água e sódio em ratos submetidos 

a condições normais de hidratação: 

 

Foi realizada a mensuração da osmolalidade urinária dos animais 

normohidratados (Figura 18). Os resultados mostraram que o grupo que recebeu a 

microinjeção de L-NAME apresentou menor osmolalidade urinária em relação ao 

Figura 17: Mensuração do volume urinário dos animais nos diferentes protocolos, após o 
período de análise comportamental de ingestão de água e sódio (NaCl 0,3M). *p<0.05 vs. 
grupo controle (salina 0,9%), #p<0.05 vs. grupo L-NAME, +p<0.05 vs. grupo S+FCt. S = 
salina 0,9%. 
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grupo controle salina 0,9% (0,60 ± 0,09 vs. 1,17 ± 0,03 osmol/Kg, n=6), enquanto o 

grupo que recebeu a microinjeção prévia de FCt seguida de L-NAME apresentou 

maior osmolalidade urinária (1,07 ± 0,07 vs. 0,60 ± 0,09 osmol/Kg, n=5) em relação 

ao grupo L-NAME; já os grupos Lactato + L-NAME (0,73 ± 0,10 vs. 1,17 ± 0,03 

osmol/Kg, n=4) e α-CHCA + L-NAME (0,36 ± 0,10 vs. 1,17 ± 0,03 osmol/Kg, n=4) 

apresentaram menor osmolalidade urinária em relação ao grupo controle salina 0,9%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Respostas comportamentais de ingestão de água e sódio (NaCl 0,3M) à 

microinjeções icv em ratos submetidos à privação hídrica (PH): 

 

4.4.1 Microinjeção icv de salina 0,9% em ratos submetidos à PH de 24 ou 48h: 

 

As Figuras 19 e 20 mostram a resposta comportamental de ingestão de água 

(Figura 19, painéis A, B e C) ou sódio (Figura 20, painéis A, B e C) induzida pela 

microinjeção icv de salina (0,9%) em ratos submetidos à PH de 24 ou 48h. Os 

resultados mostraram que tanto a PH de 24h (4,27 ± 0,51 vs. 0,06 ± 0,04 ml/100g/2h, 

n=8) quanto PH de 48h (9,41 ± 0,50 vs. 0,06 ± 0,04 ml/100g/2h, n=10) aumentaram a 

ingestão total de água (Figura 19, painel C). Ademais, a PH de 48h aumentou a 

ingestão de água não cumulativa aos 15 e 120 minutos (Figura 19, painel A), 

Figura 18: Quantificação da osmolalidade urinária dos animais nos diferentes 
protocolos, após o período de análise comportamental de ingestão de água e sódio (NaCl 
0,3M). *p<0.05 vs. salina 0,9%, #p<0.05 vs. L-NAME. S = salina 0,9%. 



56 
 

cumulativa aos 15, 30, 60 e 120 minutos (Figura 19, painel B) e total (9,41 ± 0,50 vs. 

4,27 ± 0,51 ml/100g/2h, n=10) (Figura 19, painel C) em comparação à PH de 24h. 

Além disso, tanto a PH de 24h (1,21 ± 0,17 vs. 0,03 ± 0,03 ml/100g/2h, n=6) quanto 

de 48h (3,28 ± 0,31 vs. 0,03 ± 0,03 ml/100g/2h, n=7) aumentou a ingestão total de 

sódio (Figura 20, painel C). Ademais, a PH de 48h reduziu a ingestão não cumulativa 

e cumulativa aos 5 minutos (Figura 20, painéis A e B respectivamente) enquanto 

aumentou a ingestão não cumulativa aos 30 minutos (Figura 20, painel A), a 

cumulativa aos 60 e 120 minutos (Figura 18, painel B) e a ingestão total de sódio em 

comparação à PH de 24h (3,28 ± 0,31 vs. 1,21 ± 0,17 ml/100g/2h, n=7) (Figura 20, 

painel C). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl) sobre a ingestão não cumulativa 
(painel A), cumulativa (painel B) e ingestão total (painel C) de água em ratos submetidos à privação 
hídrica de 24h ou 48h. *p<0.05 vs. salina 0,9%, #p<0.05 vs. salina 0,9% (PH 24h). S = salina 0,9%, PH 
= privação hídrica. 
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4.4.2 Microinjeção icv de α-CHCA em ratos submetidos à PH de 48h: 

 

As Figuras 21 e 22 mostram a resposta comportamental de ingestão de água 

(Figura 21, painéis A, B e C) ou sódio (Figura 22, painéis A, B e C) induzida pela 

microinjeção icv de α-CHCA em ratos submetidos a PH de 48h em comparação aos 

animais normohidratados. Os resultados mostraram que a microinjeção icv de α-

CHCA potencializou a ingestão não cumulativa aos 5 e 15 minutos (Figura 21, painel 

A), cumulativa aos 5, 15, 60 e 120 minutos (Figura 21, painel B) e total de água em 

relação à microinjeção de salina (10,04 ± 0,74 vs. 8,48 ± 0,29 ml/100g/2h, n=6) (Figura 

21, painel C). Além disso, a microinjeção icv de α-CHCA aumentou a ingestão não 

cumulativa e cumulativa de sódio aos 5 minutos (Figura 22, painéis A e B 

respectivamente), bem como a ingestão total de sódio (3,89 ± 0,31 vs. 2,78 ± 0,20 

ml/100g/2h, n=8) (Figura 22, painel C). 

Figura 20: Efeito da microinjeção icv de salina estéril (0,9%/0,5µl) sobre a ingestão não cumulativa 
(painel A), cumulativa (painel B) e ingestão total (painel C) de sódio (NaCl 0,3M) em ratos submetidos 
à privação hídrica de 24h ou 48h. *p<0.05 vs. salina 0,9%, #p<0.05 vs. salina 0,9% (PH 24h). S = salina 
0,9%, PH = privação hídrica. 
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Figura 21: Efeito da microinjeção icv de α-CHCA (3 µg/0,5µl) sobre a ingestão não cumulativa (painel 
A), cumulativa (painel B) e ingestão total (painel C) de água em ratos submetidos à privação hídrica de 
48h. *p<0.05 vs. salina 0,9%, #p<0.05 vs. salina 0,9% (PH 24h). S = salina 0,9%, PH = privação hídrica. 

α-CHCA PH 48h – INGESTÃO DE ÁGUA 
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Os dados numéricos (média ± EPM) das ingestões não cumulativas e 

cumulativas de todos os protocolos comportamentais realizados encontram-se 

dispostos nas Tabelas de 1 a 4 (Apêndices A, B, C e D).  

 

4.5 Medida do volume urinário (mL/100g) após as microinjeções icv e as análises 

das respostas comportamentais de ingestão de água e sódio em ratos 

submetidos à PH: 

 

Foi realizada a quantificação do volume urinário dos animais após sucedidos 

os 120 minutos de análise comportamental (Figura 23). Os resultados mostraram que 

os animais que foram submetidos à PH 24h não apresentaram diferença significante 

no volume urinário em comparação aos normohidratados (0,23 ± 0,07 vs. 0,05 ± 0,05 

ml/100g/2h, n=5), enquanto os grupos submetidos à PH 48h apresentaram maior 

Figura 22: Efeito da microinjeção icv de α-CHCA (3 µg/0,5µl) sobre a ingestão não cumulativa (painel 
A), cumulativa (painel B) e ingestão total (painel C) de sódio (NaCl 0,3M) em ratos submetidos à 
privação hídrica de 24h ou 48h. *p<0.05 vs. salina 0,9%, #p<0.05 vs. salina 0,9% (PH 24h). S = salina 
0,9%, PH = privação hídrica. 

α-CHCA PH 48h – INGESTÃO DE SÓDIO 
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volume urinário do que os normohidratados, tanto o que recebeu salina 0,9% (0,46 ± 

0,09 vs. 0,05 ± 0,05 ml/100g/2h, n=6) quanto o que recebeu α-CHCA (0,46 ± 0,08 vs. 

0,05 ± 0,05 ml/100g/2h, n=7). Além disso, não houve diferença estatisticamente 

significante entre o grupo α-CHCA PH 48h e seu respectivo controle salina 0,9 PH  

48h (0,46 ± 0,08 vs. 0,46 ± 0,09 ml/100g/2h, n=7). 

 

4.6 Análise da osmolalidade urinária após as microinjeções icv e as análises das 

respostas comportamentais de ingestão de água e sódio em ratos submetidos 

à PH: 

 

Foi realizada a análise da osmolalidade urinária dos animais submetidos à PH 

após 120 min. da reapresentação dos bebedouros contendo água ou sódio (Figura 

24). Os resultados mostraram que o grupo submetido à PH 24h não apresentou 

diferença estatisticamente significante na osmolalidade urinária em comparação ao 

grupo normohidratado (1,12 ± 0,13 vs. 1,17 ± 0,03 osmol/Kg, n=5); em contrapartida, 

a osmolalidade urinária dos animais PH 48h foi menor tanto no grupo controle salina 

0,9% (0,42 ± 0,04 vs. 1,17 ± 0,03 osmol/Kg, n=6) quanto no grupo α-CHCA (0,52 ± 

0,03 vs. 1,17 ± 0,03 osmol/Kg, n=6) em comparação ao grupo salina 0,9% 

Figura 23: Mensuração do volume urinário dos animais submetidos à privação hídrica, após 
o período de análise comportamental de ingestão de água e sódio (NaCl 0,3M). *p<0.05 vs. 
grupo salina 0,9%. S = salina 0,9%, PH = privação hídrica. 
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normohidratado. Além disso, os animais submetidos à PH 48h apresentaram uma 

menor osmolalidade urinária tanto no grupo salina 0,9% (0,42 ± 0,04 vs. 1,12 ± 0,13 

osmol/Kg, n=6) quanto no grupo α -CHCA (0,52 ± 0,03 vs. 1,12 ± 0,13 osmol/Kg, n=6) 

em comparação ao grupo PH 24h. Não houve diferença estatisticamente significante 

entre o grupo α-CHCA PH 48h e seu controle salina 0,9% PH 48h (0,52 ± 0,03 vs. 

0,42 ± 0,04 osmol/Kg, n=6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7 Avaliação da concentração de lactato no SFO de ratos, modelo ex vivo: 

 

 Realizamos a dosagem do lactato contido no SFO de ratos, através de modelo 

ex vivo, em três situações: meio osmótico normal (145 mM de Na+), hiperosmótico 

(170 mM de Na+) e hiperosmótico na presença de L-NAME (Figura 25). Os resultados 

mostraram que houve maior concentração de lactato no SFO do grupo submetido ao 

meio hiperosmótico (170mM Na+) em comparação ao controle (145mM Na+) (1,17 ± 

0,15 vs. 0,64 ± 0,18 mmol/l, n=7). Além disso, a concentração de lactato foi maior no 

grupo 170mM Na+ + L-NAME em comparação ao grupo controle 145 mM Na+ (1,17 ± 

0,22 vs. 0,64 ± 0,18 mmol/l, n=7). Em contrapartida, não houve diferença 

Figura 24: Quantificação da osmolalidade urinária dos animais submetidos à privação 
hídrica após o período de análise comportamental de ingestão de água e sódio (NaCl 
0,3M). *p<0.05 vs. salina 0,9%, #p<0.05 vs. salina 0,9% (PH 24h). S = salina 0,9%, PH 
= privação hídrica. 
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estatisticamente significante entre o grupo hiperosmótico (170mM Na+) e 

hiperosmótico na presença do L-NAME (170mM Na+ + L-NAME) (1,17 ± 0,22 vs. 1,17 

± 0,15 mmol/l, n=7) e entre o grupo normo-osmótico (145mM Na+) e normo-osmótico 

na presença do NPS (145mM Na+ + NPS) (0,65 ± 0,16 vs. 0,64 ± 0,18 mmol/l, n=5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Análise (mmol/L) da concentração de lactato no SFO de ratos, modelo ex vivo, 
submetido a condições osmóticas normais (Na+ 145 mM), normais na presença de NPS  
(3mM), hiperosmóticas (Na+ 170 mM) e hiperosmóticas na presença de L-NAME (500 μM). 
*p<0.05 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 Interação entre NO, lactato e células da glia na modulação do 

comportamento de ingestão de água e sódio: 

 

Nossos resultados mostraram que a microinjeção icv de L-NAME promoveu um 

aumento na ingestão de água e sódio (Figuras 7 e 8). O L-NAME é uma droga que 

causa a inibição não específica da enzima NO sintase (NOS), responsável por 

converter L-arginina em NO, ou seja, o L-NAME reduz a produção endógena do NO. 

Estudos anteriores já haviam evidenciado que o NO pode atuar como um modulador 

inibitório no SNC promovendo aumento na atividade de interneurônios GABAérgicos 

no hipotálamo (STERN; LUDWIG, 2001). Nesse sentido, corroborando com estudos 

de Reis et al. (2010), nossos resultados sugerem que, o NO atua na região dos OCVs 

inibindo tonicamente o comportamento de ingestão de água e sódio.  

Ao avaliamos a participação das células da glia na ingestão basal de água e 

sódio, observamos que a microinjeção icv de FCt (inibidor reversível da atividade da 

glia) não promoveu alterações significativas no comportamento de ingestão basal de 

água ou de sódio (Figuras 11 e 12). Esses resultados encontram-se de acordo com 

estudos anteriores do nosso laboratório (FLÔR et al., 2018) e sugerem que a glia dos 

OCVs parece não contribuir de forma tônica para a regulação da ingestão de água ou 

de sódio. Entretanto, observamos que a inibição prévia da atividade das células da 

glia com o FCt reduziu a resposta de ingestão de água e sódio induzida pelo L-NAME. 

(Figuras 11 e 12). Esses resultados sugerem que as células da região dos OCVs 

participam da modulação do comportamento de ingestão de água e sódio, sendo parte 

integrante da via inibitória NO-GABA.  

É conhecido que o FCt bloqueia a enzima aconitase no ciclo de Krebs, o que 

poderia induzir a um aumento na produção de lactato pelas células da glia (PETERS, 

1957). Nesse sentido, a microdiálise de FCt no hipocampo de ratos aumenta a 

concentração de lactato intersticial (ZIELKE et al., 2007), o que fortalece a nossa 

hipótese de que o FCt desvia o metabolismo energético astrocítico para a via 

anaeróbica com produção final de lactato. O lactato em meio extracelular, atuaria 

ativando os interneurônios GABAérgicos da via inibitória da ingestão de água e sódio 

(MATSUDA et al., 2017). 
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Nesse contexto, a fim de avaliar a participação do lactato na modulação 

comportamental de ingestão basal de água e sódio, nos protocolos seguintes 

realizamos a microinjeção icv de L-Lactato ou α-CHCA (bloqueador dos canais de 

lactato astrocítico - MCT4). Os resultados mostraram que a microinjeção de L-Lactato 

ou α-CHCA não promoveram alterações significativas na ingestão de água e de sódio 

(Figuras 13-16), sugerindo que o lactato parece não participar tonicamente da 

modulação comportamental da ingestão desses líquidos. 

 Há evidências mostrando que o NO inibe reversivelmente a citocromo oxidase 

mitocondrial em cultura de astrócitos, levando à glicólise anaeróbica e consequente 

produção de lactato (MARTÍN et al., 2017). O lactato, por sua vez, atuaria promovendo 

a ativação de interneurônios GABAérgicos do SFO envolvidos com a via inibitória da 

ingestão de sódio (HIYAMA; NODA, 2016; MATSUDA et al., 2017; SHIMIZU et al., 

2007). Não obstante, estudos de Matsuda et al. (2017) observaram em experimento 

in vitro, ao incubarem fatias do SFO de camundongos com solução hiperosmótica (Na+ 

160 mM), um aumento na frequência de disparo de interneurônios GABAérgicos do 

SFO, os quais atuam diminuindo a atividade de neurônios excitatórios responsáveis 

pela indução do apetite ao sódio. Além disso, os autores observaram que a aplicação 

do α-CHCA reduz a ativação dos interneurônios GABAérgicos, sugerindo que o lactato 

astrocítico participa da modulação inibitória do comportamento de ingestão de sódio.  

Os resultados até aqui apresentados e o conhecimento de que os astrócitos no 

SNC, mesmo em condições de normóxia, produzem e armazenam o lactato 

(MÄCHLER et al. 2016; PELLERIN e MAGISTRETTI 1994), nos induziram ao seguinte 

questionamento: será que parte do efeito tônico inibitório do NO sobre a ingestão de 

água e sódio é modulada pelo lactato astrocítico?. A fim de responder a essa pergunta, 

nós realizamos dois protocolos comportamentais: 1) microinjeção icv de L-Lactato 

seguida de L-NAME, onde bloqueamos a produção de NO mas ofertamos lactato 

exógeno, simulando a liberação de lactato astrocítico; e 2) microinjeção icv de α-

CHCA seguida de L-NAME, onde bloqueamos a produção de NO mas reduzimos a 

liberação de lactato astrocítico. Interessantemente, os resultados mostraram que o L-

Lactato icv aboliu a ingestão de água e de sódio (Figuras 13 e 14) induzida por L-

NAME. Por outro lado, a microinjeção icv de α-CHCA não promoveu alterações 

significativas na resposta de indução de ingestão de água ou de sódio induzidas pelo 

L-NAME (Figuras 15 e 16).  
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Para explicar nossos resultados, nós sugerimos que o NO na região dos OCVs 

atuaria inibindo a ingestão de água e de sódio através da ativação direta dos 

interneurônios GABAérgicos e/ou por meio da síntese de lactato. A microinjeção de L-

NAME icv, corrobora com a nossa hipótese, uma vez que, a redução na síntese do 

NO promoveria redução da atividade dos interneurônios GABAérgicos e síntese do 

lactato e consequente aumento da ingestão de água e sódio. Não obstante, a 

microinjeção de L-Lactato atenuou significativamente a ingestão de água e sódio 

induzidas pelo L-NAME (Figura 26). Nossa hipótese sugere que o lactato seria 

produzido e liberado por astrócitos da região dos OCVs. Entretanto, a inibição do 

transportador de lactato astrocítico com o α-CHCA, não promoveu alterações 

significativas na ingestão de água ou de sódio induzidas pelo L-NAME. Esses 

resultados sugerem que não há a participação do mecanismo ANLS na via inibitória 

NO-GABA para a modulação da ingestão de água e sódio. 
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Por outro lado, estudo de Shimizu et al. (2007) de patch clamp em cultura de 

células do SFO, mostrou que em meio hipertônico, a aplicação de lactato promoveu 

aumento na frequência de disparo dos interneurônios GABAérgicos; esse efeito foi 

reduzido na presença do α-CHCA. Esses resultados sugerem que em meio 

hipertônico o lactato astrocítico modula a atividade de interneurônios GABAérgicos na 

região do SFO (SHIMIZU et al., 2007). 

 

Figura 26: Ilustração mostrando a interação entre NO-GABA e o lactato na região do SFO na 
modulação da ingestão de água ou sódio. O L-NAME atuaria induzindo o comportamento de ingestão 
de sódio, tendo em vista que ele inibe a síntese de NO reduzindo a liberação de GABA. Contudo esse 
efeito é atenuado com a microinjeção prévia de L-Lactato, que aumenta a liberação de GABA e inibe 
neurônios pós-sinápticos locais envolvidos com a via excitatória da ingestão de sódio e água (PAINEL 
A). O bloqueio do MCT4 através da microinjeção de α-CHCA impede a saída do lactato astrocítico, o 
que reduz a liberação de GABA a partir do lactato; porém não encontramos alteração no 
comportamento de ingestão de água e sódio em relação ao grupo que recebeu somente L-NAME icv 
(PAINEL B). 

α-CHCA não 

altera ingestão 

de água e sódio 

induzida por L-

NAME 

Lactato reduz 

ingestão de água 

e sódio induzida 

por L-NAME 
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5.2 Participação do lactato astrocítico em condições de hipertonicidade do meio 

extracelular: 

 

Considerando os estudos de Shimizu et al. (2007), para melhor avaliarmos a 

participação do lactato astrocítico na modulação do balanço hidroeletrolítico, 

realizamos no protocolo seguinte experimentos com animais submetidos à PH, a qual 

sabidamente induz a uma contração hiperosmótica (COSTANZO, 2007; DE LUCA et 

al., 2007; EPSTEIN, 1973). Além disso, cabe ressaltar que diferentes estudos já 

haviam mostrado que o aumento do  Na+ extracelular induz à ativação dos canais Nax 

nos astrócitos do SFO, promovendo um aumento na atividade da Na+/K+-ATPase; o 

aumento no consumo de ATP astrocítico induz à  glicólise anaeróbica e consequente 

aumento na produção de lactato astrocítico (HIYAMA; NODA, 2016; NODA; HYAMA, 

2015a; NODA; HYAMA, 2015b; MCKINLEY et al., 2003).  

No protocolo seguinte, avaliamos a participação do lactato astrocítico na 

ingestão de água e sódio em ratos submetidos à PH. Embora, haja estudos mostrando 

que a privação hídrica de 48h é adequada para induzir a ingestão de água seguida 

pela ingestão de sódio (DI NICOLANTONIO, MENDELSOHN, 1986; MATSUDA et al., 

2017; UETA et al., 1995), nós, ao considerarmos as condições climáticas do nosso 

Estado e o fato de que a PH é também um estímulo estressante, resolvemos iniciar o 

nosso protocolo com a PH de 24h.  

Entretanto, os nossos resultados mostraram que a PH de 24 h não foi suficiente 

para promover alterações significativas na osmolalidade urinária, bem como redução 

do apetite ao sódio, resposta característica de animais submetidos à contração 

hiperosmótica. Não obstante, estudos anteriores mostraram que quanto maior o 

tempo de duração da PH em roedores, mais intensos são os efeitos metabólicos, de 

modo que uma desidratação de 48h induz maior perda de peso, menor ingestão de 

alimento, maior elevação na concentração de sódio plasmático e urinário em 

comparação à PH de 24h (BEKKEVOLD et al., 2013; HOHENEGGER et al., 1986). 

Portanto, na sequência submetemos os animais à PH de 48h, a qual promoveu 

redução da osmolalidade urinária e aumento da ingestão de água seguida pela 

ingestão de sódio (Figuras 19, 20 e 24).  

Estudo de Matsuda et al. (2017) observaram em camundongos submetidos à 

PH de 48h, um aumento na ingestão de água e sódio; entretanto, a ingestão de sódio 

foi menor que a ingestão de água. É conhecido que o aumento do Na+ extracelular 
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induzido pela PH, promove diminuição do apetite ao sódio (HIYAMA; NODA, 2016; 

NODA; HYAMA, 2015a; SHIMIZU et al., 2007; SONG; ROUTH, 2005). Em 

complemento, os estudos de Matsuda et al. (2017) observaram que camundongos 

submetidos à PH de 48h ingeriram quantidades de água superior à de sódio, mas 

camundongos que tiveram o silenciamento para Nax (canais de Na+ astrocíticos), 

após a PH, ingeriram quantidades equivalentes de água e sódio, sugerindo a 

participação dos astrócitos na modulação do comportamento de ingestão de sódio 

(MATSUDA et al., 2017). 

Interessantemente, nossos resultados mostraram que o bloqueio dos 

transportadores de lactato astrocítico com a microinjeção de α-CHCA potencializou a 

ingestão de água e sódio induzidas pela PH de 48h (Figuras 21 e 22), sugerindo que 

o lactato astrocítico participa da regulação comportamental de ingestão de água e 

sódio em condição de contração hiperosmótica (aumento de Na+ extracelular).  

 

5.3 Volume e osmolalidade urinária ao final dos protocolos comportamentais de 

ingestão de água e sódio: 

 

A análise do volume urinário dos animais normohidratados (Figura 17), mostrou 

que os animais que ingeriram maior quantidade de água e sódio (grupos L-NAME e 

α-CHCA+L-NAME) apresentaram maior volume de urina em comparação ao controle 

(salina 0,9%). Por outro lado, animais que receberam L-Lactato icv apresentaram 

aumento no volume urinário, apesar da ingestão de água e sódio ter sido equivalente 

à do grupo salina 0,9%. Em contrapartida, Reis et al. (2010) evidenciaram que a 

microinjeção icv de L-NAME reduziu o volume urinário em ratos. 

Quando realizamos a microinjeção de FCt, inibindo a glia, observamos uma 

redução significativa na ingestão de água e sódio induzida pelo L-NAME. Nesse 

sentido, nesse grupo houve redução do volume urinário em relação ao grupo L-NAME. 

Nós observamos que em todos os grupos experimentais, quando houve estímulo para 

ingestão de fluidos, o volume ingerido de água sempre excedeu o de sódio, e sabe-

se que quando há aumento na ingestão de água ocorre redução na tonicidade do 

plasma e inibição na liberação de vasopressina, fazendo com que o rim excrete maior 

volume de urina e além do mais, menos concentrada (STANHEWICZ; KENNEY, 

2015).  
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Isso reflete diretamente na osmolalidade urinária, pois verificamos que nos 

animais em que a ingestão de água e sódio foi maior (grupos L-NAME e α-CHCA+L-

NAME) (Figura 18) houve redução na osmolalidade em relação ao grupo controle 

salina 0.9%, sugerindo uma menor excreção de Na+ ou maior excreção de água. 

Estudos realizados em animais evidenciaram que quando a ingestão de sódio 

aumenta, ocorre maior excreção renal de água em decorrência da elevação da 

ingestão de água (ERIKSSON,VALTONEN,MÄKELÄ, 1984; FITZSIMONS, 1963). 

Ademais, no grupo FCt + L-NAME onde houve inibição da ingestão de água e 

sódio ocorreu elevação na osmolalidade urinária, sugerindo que há maior excreção 

de Na+ ou menor excreção de água, causando menor diluição osmótica da urina. Ao 

contrário, o grupo Lactato + L-NAME que também apresentou inibição da ingestão de 

água e sódio exibiu menor osmolalidade urinária em relação ao grupo salina. 

Supomos que o L-Llactato icv pode atuar no SNC ativando outras vias inibitórias que 

causam, por exemplo, a inibição da liberação de ocitocina, gerando uma menor 

excreção renal de Na+. 

De modo similar ao apresentado pelos animais normohidratados, o volume 

urinário dos animais desidratados foi maior na proporção em que a ingestão de água 

e sódio aumentou, sendo superior nos animais PH 48h (grupos salina 0,9% e α-CHCA) 

em comparação aos normohidratados (salina 0,9%) (Figura 23). Além disso, nesses 

mesmos grupos submetidos à PH 48h foi verificada menor osmolalidade urinária 

(Figura 24) em comparação ao grupo salina normohidratado e salina submetidos à PH 

24h. Portanto, nós sugerimos que quanto mais intensa for a PH, maior será a 

quantidade de água ingerida e maior a excreção renal de água causando uma diluição 

osmótica da urina. 

 

5.4 Concentração de lactato no SFO de ratos em modelo ex vivo: 

 

Quando avaliamos a liberação de lactato no SFO de ratos, em modelo ex vivo, 

observamos que o aumento da osmolalidade extracelular com Na+ 170mM promoveu 

uma maior liberação de lactato (Figura 25). A presença de L-NAME no meio 

hiperosmótico não alterou essa resposta. Além disso observamos que o NPS, um 

doador de NO, não alterou a concentração de lactato em meio osmótico normal 

(145mM Na+). Há evidências de que o lactato é produzido pelos astrócitos quando há 

elevação na concentração de Na+ no meio extracelular a partir da estimulação da 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eriksson%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6596864
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valtonen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6596864
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%A4kel%C3%A4%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6596864
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glicólise anaeróbica astrocítica (HIYAMA; NODA, 2016; NODA; HYAMA, 2015a; 

NODA; HYAMA, 2015b; MCKINLEY et al., 2003). Isso justifica o aumento de lactato 

quando houve mudança na osmolalidade do meio, de 145mM para 170 mM. Já com 

relação ao NO, nossos resultados ex vivo mostram que ele parece não ser importante 

para produção de lactato astrocítico.  

Os nossos resultados mostraram que em situação de PH, onde há aumento da 

osmolalidade extracelular, a microinjeção icv de α-CHCA promove aumento da 

ingestão de água e sódio. Esses resultados in vivo apoiam os nossos resultados ex 

vivo, uma vez que o estímulo hipertônico (170 mM de Na+) no SFO promoveu aumento 

na concentração do lactato extracelular. Nesse contexto, sugerimos que em situação 

de PH, o aumento do Na+ extracelular promoveria a ativação dos Nax astrocíticos e 

consequente indução da produção e liberação de lactato por meio dos transportadores 

MCT4. Isso promoveria um aumento do lactato extracelular, o qual atuaria modulando 

a ingestão de água e sódio em situação de contração hiperosmótica (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Ilustração dos mecanismos que ocorrem durante incubação do SFO, modelo ex vivo, em 
solução hipertônica de 170 mM de Na+. O estímulo hipertônico no SFO aumenta a concentração 
extracelular de lactato, de modo similar ao que ocorre na privação hídrica, onde: 1: o aumento na 
concentração extracelular de Na+ causa a abertura de canais Nax astrocítico, favorecendo a entrada de 
Na+; 2: há aumento na atividade da Na+/K+-ATPase, causando consumo de ATP; 3: a glicose sanguínea 
é captada pelos astrócitos; 4: a glicose no interior dos astrócitos é convertida à piruvato e em seguida, 
à lactato; 5: o lactato é transportado pelo MCT4 para o exterior do astrócito; 6: o lactato extracelular é 
transportado pelo MCT2 para o interior de interneurônios GABAérgicos adjacentes; 7: o lactato no 
interior do interneurônio é transformado em piruvato; 8: o piruvato é metabolizado aumentando a 
formação de ATP; 9: o ATP causa o fechamento de canais de potássio sensíveis a ATP (KATP), 
aumentando a concentração de K+ intracelular que leva à despolarização neuronal e consequente 
liberação de GABA. O GABA, por sua vez, irá atuar em neurônios relacionados com a ingestão de água 
e sódio, inibindo-os.  
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6 SUMÁRIO DOS RESULTADOS 

 

 L-NAME icv aumenta a ingestão de água e sódio, sugerindo que o NO participa da 

via inibitória do comportamento de ingestão de água e sódio; 

 FCt icv não altera a ingestão basal de água e sódio, sugerindo que a glia não 

participa tonicamente do controle da ingestão de água e sódio; 

 L-Lactato icv não altera a ingestão basal de água e sódio, sugerindo que o lactato 

não participa tonicamente da modulação da ingestão de água e sódio; 

 α-CHCA icv não altera a ingestão basal de água e sódio, sugerindo que o MCT4 

não participa tonicamente da  modulação da ingestão de água e sódio; 

 FCt icv inibe a ingestão de água e sódio induzidas pelo L-NAME, sugerindo uma 

interação entre NO-Glia na modulação da ingestão de água e sódio; 

 L-Lactato icv inibe a ingestão de água e sódio induzida pelo L-NAME, sugerindo 

uma interação entre NO-Lactato na modulação da ingestão de água e sódio; 

 α-CHCA icv não altera a ingestão de água e sódio induzida pelo L-NAME, portanto, 

parece não haver interação entre lactato astrocítico (mecanismo ANLS) e o NO 

para a modulação da ingestão de água e sódio; 

 α-CHCA icv aumenta a ingestão de água e sódio em animais submetidos à PH 48h, 

sugerindo que  o MCT4 (mecanismo ANLS) participa da modulação da ingestão de 

água e sódio em condição de contração hiperosmótica; 

 A presença de NPS (145 mM Na+ + NPS) não alterou a concentração de lactato em 

situação osmótica normal no SFO de ratos, em modelo ex vivo; 

 A hiperosmolalidade (170 mM Na+) presente no SFO de ratos, modelo ex vivo, 

promoveu elevação na concentração de lactato; 

 A presença de L-NAME (170 mM Na+ + L-NAME) não alterou a concentração de 

lactato causada pela hiperosmolalidade no SFO de ratos, em modelo ex vivo. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 Nossos resultados sugerem que na região circumventricular há uma interação 

central entre o NO, as células da glia e o lactato para a modulação da ingestão de 

água e sódio em animais normohidratados. Além disso, o mecanismo central de 

transporte de lactato astrócito-neurônio (ANLS) parece estar envolvido na modulação 

da ingestão de água e sódio em condições de hipertonicidade do meio extracelular.  

Este estudo torna-se relevante na medida em que contribui para o 

esclarecimento de mecanismos relacionados com ingestão de sódio em animais, 

podendo no futuro servir de base para estudos clínicos envolvendo modulação 

comportamental em indivíduos com hipertensão arterial, pois, sabemos que o apetite 

ao sódio contribui para o desenvolvimento de desordens cardiovasculares. 
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 APÊNDICE A – Dados da ingestão cumulativa e não cumulativa de água de animais normohidratados 
 

 

Tabela 1: Dados da ingestão cumulativa e não cumulativa de água em animais normohidratados após microinjeção icv. 

 

 

 

NORMOHIDRATAÇÃO 

ÁGUA NÃO CUMULATIVA CUMULATIVA 

 5 min 15 min 30 min 60 min 120 min 5 min 15 min 30 min 60 min 120 min 

 

Salina 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,03 ± 0,03 0,06 ± 0,04 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,03 ± 0,03 0,09 ± 0,04 

L-NAME 0,18 ± 0,13 0,37 ± 0,16 0,31 ± 0,28 0,7 ± 0,30 0,74 ± 0,31 0,18 ± 0,13 0,55 ± 0,24 0,87 ± 0,31 1,56 ± 0,40 2,30 ± 0,18 

FCt 0,24 ± 0,15 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,24 ± 0,15 0,24 ± 0,15 0,24 ± 0,15 0,24 ± 0,15 0,24 ± 0,15 

L-Lactato 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,15 ± 0,15 0,08 ± 0,05 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,15 ± 0,15 0,23 ± 0,13 0,23 ± 0,13 

α-CHCA 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,12 ± 0,08 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,12 ± 0,08 0,12 ± 0,08 

FCt + L-NAME 0,04 ± 0,04 0,03 ± 0,03 0,02 ± 0,02 0,18 ± 0,10 0,12 ± 0,06 0,04 ± 0,04 0,07 ± 0,07 0,09 ± 0,07 0,27 ± 0,11 0,39 ± 0,10 

Lactato + L-NAME 0,03 ± 0,03 0,03 ± 0,03 0,03 ± 0,03 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,03 ± 0,03 0,05 ± 0,03 0,08 ± 0,06 0,08 ± 0,06 0,08 ± 0,06 

α-CHCA + L-NAME 0,5 ± 0,23 0,6 ± 0,24 0,26 ± 0,10 0,32 ± 0,19 0,40 ± 0,15 0,5 ± 0,23 1,09 ± 0,24 1,35 ± 0,27 1,67 ± 0,24 2,07 ± 0,22 
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 APÊNDICE B – Dados da ingestão cumulativa e não cumulativa de sódio de animais normohidratados 

 

 

Tabela 2: Dados da ingestão cumulativa e não cumulativa de sódio (NaCl 0,3M) em animais normohidratados após microinjeção icv. 

 

 

 

 

NORMOHIDRATAÇÃO 

SÓDIO NÃO CUMULATIVA CUMULATIVA 

 5 min 15 min 30 min 60 min 120 min 5 min 15 min 30 min 60 min 120 min 

 

Salina 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,03 ± 0,03 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,03 ± 0,03 

L-NAME 0,24 ± 0,10 0,09 ± 0,66 0,14 ± 0,11 0,0 ± 0,0 0,26 ± 0,13 0,24 ± 0,10 0,33 ± 0,16 0,48 ± 0,14 0,48 ± 0,14 0,74 ± 0,05 

FCt 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,06 ± 0,06 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,06 ± 0,06 

L-Lactato 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

α-CHCA 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,12 ± 0,08 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,12 ± 0,08 

FCt + L-NAME 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,05 ± 0,05 0,03 ± 0,03 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,05 ± 0,05 0,03 ± 0,03 

Lactato + L-NAME 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,03 ± 0,03 0,0 ± 0,0 0,02 ± 0,02 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,03 ± 0,03 0,03 ± 0,03 0,05 ± 0,03 

α-CHCA + L-NAME 0,22 ± 0,07 0,14 ± 0,11 0,31 ± 0,13 0,06 ± 0,06 0,0 ± 0,0 0,22 ± 0,07 0,36 ± 0,17 0,67 ± 0,13 0,72 ± 0,08 0,72 ± 0,08 
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 APÊNDICE C – Dados da ingestão cumulativa e não cumulativa de água de animais submetidos à PH 

 

Tabela 3: Dados da ingestão cumulativa e não cumulativa de água em animais submetidos à PH após microinjeção icv. 

 

 

 

 

 

 

PRIVAÇÃO HÍDRICA 

ÁGUA NÃO CUMULATIVA CUMULATIVA 

 5 min 15 min 30 min 60 min 120 min 5 min 15 min 30 min 60 min 120 min 

 

Salina (Privação 24h) 0,72 ± 0,27 1,09 ± 0,31 1,45 ± 0,46 0,83 ± 0,25 0,16 ± 0,10 0,72 ± 0,27 1,81 ± 0,49 3,27 ± 0,33 4,10 ± 0,50 4,27 ± 0,51 

Salina (Privação 48h) 1,22 ± 0,14 2,14 ± 0,26 1,15 ± 0,30 1,31 ± 0,39 1,48 ± 0,54 1,22 ± 0,14 3,33 ± 0,32 4,83 ± 0,58 6,13 ± 0,82 7,61 ± 0,85 

α-CHCA (Privação 48h) 1,93 ± 0,26 3,60 ± 0,42 2,05 ± 0,46 2,23 ± 0,59 0,97 ± 0,32 1,93 ± 0,26 4,96 ± 0,43 7,07 ± 0,90 9,52 ± 0,62 10,6 ± 0,83 
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 APÊNDICE D – Dados da ingestão cumulativa e não cumulativa de sódio de animais submetidos à PH 

 

Tabela 4: Dados da ingestão cumulativa e não cumulativa de sódio (NaCl 0,3M) em animais submetidos à PH após microinjeção icv 

PRIVAÇÃO HÍDRICA 

SÓDIO NÃO CUMULATIVA CUMULATIVA 

 5 min 15 min 30 min 60 min 120 min 5 min 15 min 30 min 60 min 120 min 

 

Salina (Privação 24h) 0,85 ± 0,21 0,35 ± 0,20 0,09 ± 0,05 0,21 ± 0,05 0,06 ± 0,06 0,85 ± 0,21 0,10 ± 0,35 1,08 ± 0,33 1,30 ± 0,31 1,30 ± 0,31 

Salina (Privação 48h) 0,09 ± 0,07 0,73 ± 0,19 0,91 ± 0,19 0,68 ± 0,19 0,47 ± 0,11 0,09 ± 0,07 0,81 ± 0,19 1,72 ± 0,12 2,4 ± 0,22 2,87 ± 0,19 

α-CHCA (Privação 48h) 1,23 ± 0,27 1,11 ± 0,44 0,82 ± 0,30 0,70 ± 0,25 0,44 ± 0,26 1,23 ± 0,27 1,93 ± 0,58 2,75 ± 0,55 3,32 ± 0,53 3,76 ± 0,38 

 


